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ABREVIATURAS UTILIZADAS

Função respiratória

Foram adoptadas as normas propostas pela European

Respiratory Society (Eur Respir J 1993; 6 (suppl. 16): 5-

-40) sobre padronização da avaliação funcional respira-
tória. De acordo com este consenso, os países da Comu-
nidade Europeia comprometeram-se a utilizar as abrevia-
turas em inglês, presentes no documento, e a designação
por extenso, na língua nacional.

FEF
25%

 - débito expiratório forçado quando 25 % da ca-
pacidade vital foi expirada
FEF

50%
 - débito expiratório forçado quando 50 % da ca-

pacidade vital foi expirada
FEF

75% 
- débito expiratório forçado quando 75% da ca-

pacidade vital foi expirada
FEV

1
 - volume expiratório forçado em 1 segundo

FEV
1
/FVC - FEV, em percentagem da capacidade vital

forçada
FVC - capacidade vital forçada
TLC - capacidade pulmonar total

Genéricas

CD - cluster designation

DPOC - Doença Pulmonar Obstrutiva Crónica
DTT - dithiothreitol
ECP - proteína catiónica do eosinófilo
ICAM-1 - molécula de adesão intercelular 1
Ig - imunoglobulina
IL - interleucina
IMC - índice de massa corporal
LBA - lavado broncoalveolar
NANC - não adrenérgico não colinérgico
NO - óxido nítrico
NOS - sintetase do óxido nítrico,
Tc - linfócito T citotóxico
TNF -α - factor de necrose tumoral alfa
∆ - delta, variação de um parâmetro

RESUMO

A Doença Pulmonar Obstrutiva Crónica (DPOC)
é uma das principais causas de morbilidade e mor-
talidade a nível mundial. É caracterizada por obs-
trução das vias aéreas e inflamação pulmonar cróni-
ca, factores que variam significativamente entre
doentes. Este estudo tem como objectivo avaliar os
mecanismos fisiopatológicos e de inflamação num
grupo de doentes com reversibilidade brônquica com-
parativamente a um grupo sem variabilidade do FEV

1
.

Para tal, foram seleccionados 24 doentes com DPOC
estável, moderada a grave, ex-fumadores, 12 com re-
versibilidade e 12 sem reversibilidade ao broncodi-
latador. Todos efectuaram provas de função respi-
ratória, determinação de óxido nítrico (NO) no ar
expirado e estudo de células e mediadores solúveis
(interleucina-8, 5 e proteína catiónica do eosinófilo)
na expectoração induzida e no sangue periférico.

 ABSTRACT

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD)
is a major cause of morbidity and mortality world-
wide. It is characterized by airflow limitation and
chronic inflammation of the lungs that varies signi-
ficantly among patients. The aim of this study was to
evaluate the pathophysiologic and inflammatory
mechanisms in a group of patients with and without
FEV

1
, reversibility. We selected 24 moderate to se-

vere, stable COPD patients, all ex-smokers, 12 with
no reversibility and 12 with reversibility of airflow
limitation to bronchodilator therapy. Lung function
tests, exhaled nitric oxide (NO) concentrations, in-
duced sputum and peripheral blood samples to deter-
mine cells and soluble mediators (interleukin-8, 5
and eosinophil cationic protein), were obtained from
all subjects.

This study confirmed the presence of chronic and
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O estudo confirmou a existência de uma in-
flamação crónica persistente nas vias aéreas em
doentes com DPOC, que se traduziu pela presença
aumentada de neutrófilos e de factores quimiotáti-
cos, como a IL-8, na expectoração. O subgrupo de
doentes com reversibilidade à medicação broncodi-
latadora apresentou características significativa-
mente diferentes da restante população, verificando-
-se uma elevação dos valores de NO no ar expirado, e
aumento dos eosinófilos e de ECP na expectoração,
não explicados pela libertação de IL-5, por uma popu-
lação de linfócitos T citotóxicos. Estes dados suge-
rem a existência de um mecanismo inflamatório, di-
ferente da asma, na génese da reversibilidade. O NO
no ar expirado e a expectoração induzida permitem,
de forma não invasiva, determinar quais os doentes
com DPOC com inflamação eosinofílica das vias
aéreas. Podem constituir um factor importante na
avaliação inicial da doença e mesmo prever e moni-
torizar a resposta ao tratamento com corti-
costeróides, nestes doentes. A diminuição do índice
de massa corporal associada ao aumento de media-
dores inflamatórios, nomeadamente de IL-8, confir-
ma a presença de um componente inflamatório sis-
témico na DPOC.
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Palavras-chave: DPOC, inflamação, reversibilidade
brônquica óxido nítrico, expectoração induzida,
eosinófilos, ECP, IL-5, IL-8.

persistent inflammation of the airways of COPD pa-
tients, with an increased number of neutrophils and
IL-8 concentrations in sputum. Exhaled NO levels,
sputum eosinophils and ECP were higher in COPD
patients with bronchodilator reversibility, and this
data could not explained by a production of IL-5 by a
subpopulation of T cytotoxic cells. An inflammatory
mechanism, different from asthma, seems to be res-
ponsible for the airflow reversibility. Exhaled NO and
induced sputum are noninvasive methods that can
identify COPD patients with eosinophilic airway in-
flammation. These methods can be useful in the ear-
ly assessment of the disease and to predict and mon-
itor the response to glucocorticosteroid treatment.
Low body mass index was related to an increase in
inflammatory mediators, namely IL-8, confirming the
presence of systemic inflammation in COPD.
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Key-words: COPD, inflammation, bronchial reversibi-
lity, nitric oxide, induced sputum, eosinophils, ECP,
IL-5, IL-8.

 RÉSUMÉ

La Bronchopneumopathie Chronique Obstruc-
tive (BPCO) est une cause majeur de morbidité et
mortalité mondial. Elle est caractérisée par une obs-
truction des voies aériennes et une inflammation
chronique pulmonaire qui varie significativement
entre malades. L'objectif de cette étude est d'évaluer
les mécanismes physiopathologiques et de
l'inflammation dans un groupe de malades avec et
sans réversibilité du volume expiratoire maximal
dans la première, seconde (FEV

1
) aux bronchodilata-

teurs. Nous avons choisi 24 malades porteurs de

BPCO stabilisée, modérée et sévère, ex-fumeurs, 12
sans réversibilité et 12 avec réversibilité des voies
aériennes. Tous les malades ont subit des études fonc-
tionnelles respiratoires, des concentrations exhalées
de l'oxyde nitrique (NO) et des déterminations de
cellules et de médiateurs solubles (interleulkine-8,
5 et protéine cationique dérivée des éosinophiles) dans
la expectoration induite et le sang périphérique.

Cette étude a confirmé la présence d'inflammation
chronique et persistante des voies aériennes de ma-
lades avec BPOC, traduit par une augmentation de
neutrophiles et IL-8 dans la expectoration. Le groupe
de malades avec réversibilité présentait des niveaux
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1 - INTRODUÇÃO

A Doença Pulmonar Obstrutiva Crónica (DPOC)
é uma patologia que envolve um grande número de
doentes e constitui uma das principais causas de
morbilidade e mortalidade a nível mundial. Em Por-
tugal, é a segunda causa de internamento por doenças
respiratórias, verificando-se, desde 1993, um núme-
ro crescente de internamentos hospitalares, dias de
internamento, mortes e custos motivados pela
doença1.

A última definição de DPOC apresenta esta enti-
dade como um «estado patológico caracterizado por
uma limitação do débito aéreo que não é totalmente
reversível, sendo esta limitação, geralmente, progres-
siva e associada a uma resposta inflamatória anó-
mala dos pulmões a partículas ou gases nocivos»2.

Apesar da obstrução das vias aéreas ser suscep-
tível de melhorar significativamente após a institui-
ção de terapêutica apropriada, a função respiratória
nunca atinge valores considerados normais, na maio-
ria dos doentes com DPOC. Este facto determina
que uma importante percentagem de doentes esteja
medicada regularmente com broncodilatadores, na
tentativa de optimizar o calibre das vias aéreas e
diminuir a sintomatologia.

O grau de limitação dos débitos expiratórios, de
reversibilidade aos broncodilatadores e as caracterís-

ticas e intensidade da inflamação não são uniformes,
variando claramente entre doentes3. Esta grande
amplitude de resposta não está completamente com-
preendida, admitindo-se múltiplos fenótipos de uma
mesma patologia.

Aparentemente, os doentes com DPOC que res-
pondem significativamente aos broncodilatadores
demonstram uma boa resposta aos corticosteróides
inalados e possuem alterações inflamatórias seme-
lhantes às da asma brônquica4-8.

Esta reversibilidade brônquica é definida pelas
normas internacionais da American Thoracic So-

ciety (ATS)9 e da European Respiratory Society

(ERS)10 como um aumento do FEV
1
 maior ou igual

a 12 % do valor teórico e maior que 200 ml após a
administração de salbutamol, em relação ao valor
basal. Ambas as sociedades reconhecem a sua exis-
tência na maioria dos doentes com asma brônquica e
em muitos com DPOC. Múltiplos trabalhos compro-
vam, igualmente, a presença de reversibilidade neste
último grupo de doentes11-13. Nos casos em que a
obstrução das vias aéreas é moderada ou grave, um
pequeno aumento do FEV

1
, após o broncodilatador,

condiciona frequentemente uma variação superior a
12 %. Quando a variabilidade deste parâmetro é
maior do que 200 ml, a prova torna-se então mais
significativa e fiável, sobretudo se verificada em ava-
liações sucessivas.

élevés de NO, et des éosinophiles et de l'ECP dans la
expectoration qui ne peut être expliqués par une pro-
duction de IL-5, par une population de cellules T cy-
totoxiques. Un mécanisme inflammatoire, différent
de l'asthme, semble être responsable par la réversi-
bilité des voies aériennes. Ces méthodes peuvent être
utiles dans la première évaluation de la maladie et
prédire et contrôler la réponse au traitement avec
corticostéroïdes. La baisse de 1'index de masse cor-
porel associée à l'augmentation de médiateurs

d'inflammation, principalement IL-8, confirme la
présence d'inflammation systémique dans la BPOC.
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A fisiopatologia da DPOC é condicionada por inú-
meros factores, não se encontrando todos identifica-
dos. Para além da obstrução anteriormente referida,
a definição da doença salienta a presença de uma
inflamação crónica. Esta abrange as grandes e
pequenas vias aéreas e o parênquima pulmonar, com
múltiplas células e mediadores envolvidos. Várias
condições podem contribuir para o aumento desta
inflamação, como a manutenção dos hábitos tabági-
cos, a presença concomitante de bronquiectasias, a
colonização bacteriana das vias aéreas e as exacer-
bações bacterianas ou virais frequentes14.

A referida inflamação tem sido estudada com
recurso a técnicas invasivas e não invasivas.

Entre as técnicas consideradas não invasivas,
conta-se a expectoração induzida, que é segura e
bem tolerada, e permite analisar células e media-
dores15 solúveis.

O aumento de neutrófilos nas vias aéreas de fu-
madores e na DPOC é conhecido há longa data16-19,
desempenhando estas células um papel fulcral na
patogenia da doença. Vários trabalhos demonstram
a alteração das concentrações de citocinas infla-
matórias na expectoração destes doentes, com es-
pecial relevo para o aumento da interleucina-8 (IL-8),
um potente factor activador e quimiotático dos neu-
trófilos, que inclusivamente se relaciona com a dete-
rioração dos parâmetros funcionais na DPOC20-22.

Recentemente, outras células têm vindo a ser
implicadas nesta inflamação crónica, como os macró-
fagos, as células epiteliais, os linfócitos T e os eosinó-
filos. Alguns autores relatam a presença de um número
aumentado de eosinófilos e ECP (eosinophil catio-

nic protein) na expectoração e biopsias brônquicas
de doentes com DPOC, quer em situações de estabi-
lidade, quer de exacerbação6-8, 23-25. O aumento destes
eosinófilos não está completamente explicado. Se-
gundo os conhecimentos actuais teríamos de consi-
derar, em alguns doentes com DPOC, uma popu-
lação de linfócitos T secretores de IL-4 e IL-5. Os
linfócitos T citotóxicos (Tc) CD8+ têm sido encon-
trados em valores superiores ao normal em biopsias
brônquicas e no sangue periférico de doentes com

DPOC26-28. Um estudo de De Jong e colaboradores29

demonstra que a razão CD4/CD8 está invertida nos
doentes fumadores com DPOC e que o aumento dos
CD8+ se relaciona negativamente com a função
pulmonar, mas positivamente com os níveis séricos
de IgE. Admite-se a hipótese que os linfócitos T
CD8+ possuam subpopulações Tc

1
 e TC

2
30 e que

esta última seja capaz de produzir IL-5, importante no
recrutamento eosinofílico.

Outro marcador não invasivo da inflamação das
vias aéreas é o óxido nítrico (NO), sintetizado pela
óxido nítrico sintetase (NOS), uma enzima presente
em muitas das células anteriormente referidas, nas
suas formas constitutiva e indutível. O NO está au-
mentado em doenças do foro respiratório como a
asma brônquica e as bronquiectasias, o que sugere
um papel importante na fisiopatologia de doenças
inflamatórias das vias aéreas. Os resultados publi-
cados na literatura sobre o NO no ar expirado de
doentes com DPOC não são consensuais. Há au-
tores que afirmam a existência de valores seme-
lhantes a indivíduos saudáveis31,32, outros que o NO
se encontra aumentado apenas durante as exacer-
bações33, 34 e, ainda outros, que referem a elevação
deste gás na doença estável35-38. O estudo de Papi e
colaboradores6 esclarece parcialmente a heteroge-
neidade dos resultados ao identificar uma subpopu-
lação de doentes com DPOC estável, com valores
de NO elevados, associados ao aumento de eosinó-
filos na expectoração.

Apesar de muitos trabalhos incidirem nas alte-
rações pulmonares da DPOC, admite-se hoje estar-
mos perante uma síndrome, com um componente
extra-pulmonar importante, que engloba uma in-
flamação sistémica, disfunção endotelial e alteração
dos músculos esqueléticos39. A inflamação sistémi-
ca tem sido implicada nas alterações metabólicas que
originam perda de peso e, inclusivamente, caquexia
em doentes com DPOC. O TNF-α (tumor necrosis

factor alfa) é sem dúvida o factor mais consis-
tentemente envolvido40, embora o papel de outras
citocinas não possa ser excluído41.

Colocamos subsequentemente um conjunto de
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perguntas que ainda carecem de respostas concre-
tas:

Confirma-se a presença de inflamação nas vias
aéreas e parênquima pulmonar em doentes com
DPOC?
Os doentes com DPOC e reversibilidade aos
broncodilatadores têm uma inflamação das vias
aéreas diferente dos doentes com obstrução
«fixa»?
Se a questão anterior for verdadeira, serão os
eosinófilos responsáveis pela presença de reversi-
bilidade?
O recrutamento de eosinófilos em doentes com
DPOC ocorre devido à produção de IL-5 pelos
linfócitos T citotóxicos?
Será que os doentes com DPOC e com reversi-
bilidade brônquica ao possuírem uma inflamação
eosinofílica constituem o subgrupo de doentes que
beneficia com a utilização de corticosteróides ina-
lados?
Podemos prever quais os doentes que pertencem
a este subgrupo por métodos rápidos e não inva-
sivos?
A inflamação crónica em doentes com DPOC
verifica-se apenas a nível pulmonar ou possui um
componente sistémico importante?

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

Investigar numa população de doentes com DPOC
moderada a grave, estável, ex-fumadores, com e
sem variabilidade de resposta aos broncodilata-
dores, as diferenças na fisiopatologia da doença,
nomeadamente na inflamação das vias aéreas.
Investigar se estas diferenças podem ser moni-
torizadas por métodos não invasivos, como a
medição do NO no ar expirado e a análise de
células e mediadores presentes na expectoração
induzida.
Investigar a viabilidade da determinação das po-

pulações linfocitárias T na expectoração induzi-
da de doentes com DPOC.
Investigar se a inflamação ocorre apenas a nível
pulmonar ou, pelo contrário, é sistémica, dosean-
do para o efeito mediadores inflamatórios no
sangue periférico.

II - MATERIAL E MÉTODOS

1. População

Seleccionaram-se, com origem na Consulta de
Pneumologia e na Unidade de Estudo de Função
Respiratória (UEFR) do Hospital de Pulido Valente
(HPV), 24 doentes, com o diagnóstico de DPOC
segundo os critérios do Global Initiative for

Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD)2. Os
doentes inseriram-se, de acordo com factores clíni-
cos e funcionais, nos graus II B e III de gravidade,
segundo a classificação proposta por esta entidade
(Quadro I).

Todos referiam, com diferente quantificação, sin-
tomas crónicos de dispneia, tosse ou expectoração
mucosa, exposição a factor de risco (ex-fumadores
em cessação há mais de 1 ano) e exacerbações
frequentes no último ano (2 ou mais). Foram ex-
cluídos doentes que possuíam história de doença
sistémica grave e instável ou patologia pneumoló-
gica concomitante (nomeadamente bronquiectasias,
sequelas de tuberculose pulmonar, neoplasia do pul-
mão ou asma).

A obstrução das vias aéreas obteve-se através
da realização de espirometria, sendo definida por um
FEV

1
/FVC < 70 % e um FEV

1
 < 80 % do valor

teórico após broncodilatação.
Os doentes encontravam-se estabilizados sob tera-

pêutica farmacológica, sem exacerbações agudas há
mais de 2 meses (e sem recurso a corticoterapia ina-
lada e/ou oral, pelo menos, 6 semanas antes do início
da avaliação. Naqueles que a realizavam diariamente,
foi suspensa durante igual período de tempo (nas 6
semanas prévias à realização do estudo).

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•
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Negavam clínica de asma, rinite, conjuntivite ou
eczema. Os testes de sensibilidade cutânea (PRICK)
e Phadiatop foram negativos e a IgE total < 80 Ul/ml,
demonstrando a inexistência de atopia na população
estudada.

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

Cada doente foi caracterizado por história clíni-
ca, frequência de sintomas, exame objectivo, exa-
mes imagiológicos recentes, testes de sensibildade
cutânea, espirometria, valor de NO no ar expirado,
expectoração induzida e avaliação analítica do sangue
periférico.

O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética do
Hospital de Pulido Valente, tendo cada doente dado
o seu consentimento por escrito, após ser informado
dos objectivos do mesmo.

2. Desenho do estudo

O protocolo constou de um estudo prospectivo,
incidindo sobre uma população de doentes com

DPOC, subdividida em dois grupos com caracterís-
ticas funcionais distintas (com e sem reversibilidade
aos broncodilatadores). As avaliações iniciais decor-
reram no HPV, na UEFR, e posteriormente no La-
boratório do Departamento Universitário de Fisiopa-
tologia e Laboratório de Imunologia da Faculdade de
Ciências Médicas (FCM) da Universidade Nova de
Lisboa (UNL).

No HPV os doentes realizaram uma primeira
avaliação funcional respiratória na UEFR, solicitada
pelo seu médico assistente em Consulta de Pneumo-
logia. Aqueles que possuíam o diagnóstico de DPOC
foram posteriormente contactados e incluídos no es-
tudo, após efectuarem novas provas de função res-
piratória, história clínica e exame objectivo, avaliação
de exames radiológicos recentes, realização de tes-
tes de sensibilidade cutânea PRICK, colheita de
sangue venoso (para determinação de IgE total e
Phadiatop) e amostra de expectoração para iden-
tificação de bactérias com significado patogénico.
Quando verificados todos os critérios de inclusão,
foram enviados à FCM onde realizaram determi-
nação do NO no ar expirado, espirometria com pro-
va de broncodilatação, expectoração induzida e co-
lheita de sangue venoso.

3. Métodos

3.1 Espirometria

Os testes de função pulmonar foram efectuados
de acordo com as recomendações da ATS9 e ERS
publicadas em 199310 e com recurso a um espiróme-
tro portátil (Vitalograph Compact II, Buckingham,

UK) que permitiu avaliar os débitos expiratórios, uti-
lizando para o efeito um pneumotacógrafo do tipo
Fleisch.

Foram medidos, o FEV
1
, FVC, FEV

1
/FVC,

FEF 
25%

, FEF
50%

, FEF
75 % 

e realizada prova de bron-
codilatação com inalação oral de 200 microgramas
(µg) de salbutamol (Ventilan), em três avaliações
funcionais (PFR) diferentes, separadas no tempo por

Espirometria normal
Com: tosse, expectoração

FEV
1
/FVC < 70%

FEV
1
 ≥ 80% do teórico

Com ou sem: tosse, expectoração

FEV
1
/FVC < 70 %

IIA - 50 % ≤ FEV
1
 < 80 % do teórico

IIB -  30% ≤ FEV
1
 < 50 % do teórico

Com ou sem tosse: expectoração,
dispneia

OFEV
1
/FVC < 70 %

FEV1 < 30 % do teórico ou FEV
1

     < 50 % do teórico com IR ou
sinais clínicos de IC

QUADRO I
Graus de gravidade da DPOC adoptados pelo GOLD.

Adaptado de2. IR - insuficiência respiratória; IC - insuficiência cardíaca.

Classificação da gravidade da DPOC

Grau 0 - Em risco

Grau 1 - Ligeira

Grau II - Moderada

Grau III - Grave

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•
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30 dias, garantindo a manutenção da positividade ou
negatividade da prova durante o período em que
decorreu o estudo.

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

Grupo A, constituído por 12 doentes e caracte-
rizado por apresentar uma resposta significativa
ao broncodilatador, definida como aumento do
FEV

1 
≥ 12% do valor teórico e aumento superior

a 200 ml após inalação do fármaco;

Grupo B, igualmente formado por 12 doentes,
que não manifestava resposta significativa à pro-
va de broncodilatação.

3.2 Determinação de Óxido Nítrico no ar expirado

A determinação de NO no ar expirado foi efec-
tuada com um analisador de quemiluminescência de
alta sensibilidade (Sievers NOA 280 Analyzer, Sie-

vers Instruments, Boulder, CO, USA) segundo as
recomendações da ERS Task Force42.

Com o doente sentado, em repouso, e sem mola
nasal, pediu-se para efectuar uma inspiração rápida
até TLC, seguida de uma expiração única, lenta (6 a
20 segundos), contra uma resistência baixa e fixa,
originando uma pressão de cerca de 20 cmH

2
O de

forma a manter um débito expiratório constante e

QUADRO II
Critérios de selecção de doentes.

Critérios de selecção

                  Inclusão              Exclusão

Asma brônquica
Outras doenças do foro
respiratório ou alérgico
Doença sistémica grave
Atopia
Colonização bacteriana
crónica das vias aéreas
Incapacidade em realizar
as manobras exigidas

DPOC confirmada (moderada
a grave - graus II B - III do
GOLD)
Ex-fumadores (> 1 ano)
Estabilizados sob terapêutica
farmacológica
Sem exacerbações agudas > 8
semanas
Sem recurso a corticosteróides
orais ou inalados > 6 semanas

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•

Fig. 1 — Localização e realização das diferentes fases do protocolo experimental.

FCML

NO no ar expirado

Espirometria com prova de BD

Expectoração induzida

Colheita de sangue venoso

Consulta de Pneumologia

UEFR

Avaliação

Provas de função respiratória

História clínica e exame objectivo

Provas funcionais respiratórias

Exames imagiológicos

Testes de sensibilidade cutânea

IgE total, Phadiatop

Bacteriologia da expectoração

 PFR
3PFR

1

1 mês
PFR

2

1 mês

•

•
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encerrar o palato mole, evitando contaminação da
amostra obtida, por NO nasal43.

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

Efectuou-se, utilizando o método de single-breath,
um mínimo de 5 medições com um plateau de NO
superior a 3 segundos e com inclinação inferior a 10º,
aceitando-se uma variabilidade inferior a 5 %.

3.3 Indução da expectoração

A expectoração foi induzida segundo protocolo
adaptado a partir do método descrito previamente
por Pin e colaboradores44.

Após realização de uma espirometria e determi-
nação da saturação de O

2
, por oxímetro de pulso, foi

efectuada uma prova de broncodilatação com ad-
ministração de 200 µg de salbutamol em câmara
expansora, de forma a determinar os valores es-
pirométricos basais e prevenir atempadamente fenó-
menos de broncoconstrição causados pela inalação
de soro fisiológico (NaCI) a diferentes concen-
trações.

A indução da expectoração proveniente das vias
aéreas inferiores, foi efectuada através da inalação
de 5 ml de NaCI isotónico (0,9 %) durante 5 minutos
em nebulizador ultra-sónico (DeVilbiss Ultra-neb

2000, DeVilbiss Corporation, Somerset, PA).
Quando não se obteve uma primeira amostra viável,
por critérios macroscópicos, o doente realizou nova
inalação com 5 ml de NaCI a 3 %, e caso a colheita
não fosse possível uma terceira inalação com NaCI
a 4,5 %, perfazendo um total máximo de 15 minutos.

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

O FEV
1
 e a saturação de O

2
 foram monitoriza-

dos após cada inalação. Nos casos em que, durante
a fase de indução, ocorreu diminuição do FEV

1
 en-

tre 10-19 % do valor teórico as inalações posteriores
foram administradas com precaução e sob vigilância
clínica apertada. Quando este decréscimo foi maior
do que 20 % do teórico e/ou se verificou uma queda
maior que 10 % da saturação de O

2
 basal, cessa-

ram-se as inalações e foi administrado um broncodi-
latador.

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

3.4 Processamento da expectoração

O tratamento da primeira amostra de expecto-
ração ocorreu sempre nas duas horas subsequentes
à colheita.

Com auxílio de uma pinça descartável separou-se,
macroscopicamente, a saliva da expectoração. De-
terminou-se o volume e peso da amostra e adicionou-
-se dithiothreitol (DTT) diluído em água destilada a
0,1 %, 4 vezes o volume da amostra inicial, seguido
de homogeneização em vórtex durante 15 segundos
e agitação em banco oscilatório durante 15 minutos.
A suspensão foi então diluída em phosphate buffe-

red saline (PBS), em igual proporção ao DTT, e
novamente colocada no banco oscilatório durante 5
minutos.

Para remoção do muco e fibrina utilizou-se um
filtro de 70 µm (Falcon Becton Dickinson, Bio Sci-

ences, CA, USA). O produto obtido foi centrifugado
a 2000 rpm durante 10 minutos.

O sobrenadante foi armazenado em 2 tubos ep-

pendorf de 1 ml e congelado a –80ºC.
O botão celular ressuspendeu-se em 500 µl de

PBS, dos quais 20 µl foram corados com azul trypan

e as células contadas em câmara de Neubauer para
determinar a viabilidade celular. Por fim, acertou-se
a concentração para 1x106 células/ml e 75 µl da
amostra foram centrifugados (Cytofuge 2, StatSpin

Inc, MA, USA) a 600 rpm durante 10 minutos, ob-
tendo-se 2 lâminas por doente. Cada uma das lâmi-
nas foi posteriormente corada pelo método de May

Grunwald Giemsa para contagem diferencial de 500
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células. As amostras consideradas válidas apresen-
taram uma viabilidade celular > 50 % e < 20 % de
contaminação por células epiteliais. O número abso-
luto de células por mililitro de expectoração foi cal-
culado através da multiplicação da percentagem de
células, pelo número total de células não epiteliais na
expectoração, e dividido pelo volume da amostra em
mililitros.

3.5 Estudo das populações linfocitárias T

Foi realizado o estudo das populações de linfóci-
tos T na segunda amostra de expectoração induzida
e no sangue periférico.

Esta expectoração foi tratada com DTT diluído
em PBS a 0,1 %, em igual volume ao da amostra,
seguido de agitação em banco oscilatório durante 5
minutos, dado ter-se verificado que com o procedi-
mento descrito anteriormente ocorria alteração dos
receptores de membrana linfocitários.

Realizou-se filtração do produto obtido (70 µm

Falcon Becton Dickinson, Bio Sciences, CA, USA)
e centrifugação a 2000 rpm durante 5 minutos. La-
vou-se o botão celular com 6 ml de PBS e efectuou-se
uma segunda filtração com filtro de 40 µm (Falcon

Becton Dickinson Bio Sciences, CA, USA), de for-
ma a diminuir a presença de algum muco e fibrina
residuais, que podiam interferir com a aquisição da
amostra pelo citómetro de fluxo. Fez-se nova cen-
trifugação a 2000 rpm durante 5 minutos e ressus-
penderam-se as células em 200 µl de PBS.

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

A marcação de superfície da suspensão celular
da expectoração e da amostra de sangue foi efec-
tuada através da colocação, em tubos Falcon (ref.
2052), de 10 µl de Tritest (CD4 FITC/CD8 PE/ CD3
PERCP) e de 10 µl de CD45 APC (Becton Dickin-

son, Bio Sciences, CA, USA) e incubado, no es-
curo, à temperatura ambiente, durante 20 minutos.
Posteriormente associou-se 2 ml de solução de lise
(FACs Lysing solution), sendo as amostras submeti-

das a nova incubação durante 10 minutos. Cen-
trifugou-se a 2000 rpm durante 5 minutos, lavou-se
com 2 ml de PBS e ressuspendeu-se o botão celular
com 200 µl de PBS.

A aquisição no citómetro de fluxo foi feita no gate

de células CD45+, no mínimo de 10 000 eventos.
Utilizou-se o sistema de análise «Paint-a-gate». A
análise das subpopulações linfocitárias T foi realiza-
da no gate de células T totais CD3+ e calculadas as
subpopulações T auxiliadora CD4+ e T citotóxica
CD8+ relativamente aos 100 % de CD3+, dada a
difícil análise das células da expectoração, resultan-
do este critério em quase todas as amostras.

3.6 Doseamento de IL-8, IL-5 e ECP

Efectuou-se colheita de 12 cc de sangue venoso,
sendo esta amostra colocada em tubo seco e, após
formação de coágulo, centrifugada a 2500 rpm du-
rante 10 minutos, à temperatura ambiente. O sobre-
nadante foi removido e armazenado em tubos ep-

pendorf de 1 ml a –80ºC até ser analisado.
No soro e sobrenadante da expectoração induzi-

da de cada doente foram realizados os doseamentos
de ECP por imunoensaio fluoroenzimático (Pharma-

cia & Upjohn, Uppsala, Sweden), e de IL-5 e 8
utilizando para o efeito um kit comercial ELISA
(Quantikine Human, R&D Systems Europe Ltd,

Abingdon, UK).

3.7 Análise estatística

A análise estatística foi realizada com recurso ao
programa informático SPSS (versão 10.0, Chica-

go, USA).
Os dados demográficos e a análise das caracterís-

ticas do grupo de doentes (variáveis contínuas) fo-
ram expressos em média e desvio padrão. Foram
analisados os seguintes parâmetros: idade; índice de
massa corporal (IMC); anos de tabagismo; número
de unidades maço ano fumadas (UMA); número de
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anos de início de sintomas; FEV
1
 (% do valor teóri-

co); FVC (% do valor teórico); FEV
1
/FVC (percen-

tagem); variação do FEV
1
, após prova de broncodi-

latação (ml e percentagem); NO no ar expirado (ppb);
contagem total de células na expectoração; eosinó-
filos (% do total de células); linfócitos (% do total de
células); macrófagos (% do total de células); neu-
trófilos (% do total de células); populações linfoci-
tárias T CD4 e CD8; IL-5, IL-8 e ECP na expecto-
ração e no sangue periférico. As contagens de células
foram analisadas de acordo com a frequência de dis-
tribuição, e expressas em percentagem do total de
células.

A diferença entre as médias dos dois grupos foi
comparada recorrendo aos testes de T-student ou
U de Mann-Whitney para duas populações não em-
parelhadas, quando apropriado. As correlações fo-
ram determinadas através do coeficiente de corre-
lação de Spearman. As diferenças de probabilidade
(p) foram consideradas significativas quando infe-
riores a 0,05.

III - RESULTADOS

1. Factores demográficos, clínicos e funcionais

As características da população estudada encon-
tram-se expressas no Quadro III. Dos vinte e quatro
doentes estudados, sete foram excluídos. Quatro por
exacerbação infecciosa aguda durante o período de
estudo, e três por incapacidade de produzir expecto-
ração viável.

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

O IMC, o início dos sintomas, as UMA fumadas
e a duração dos hábitos tabágicos foram sobreponíveis
nos dois grupos.

No total dos doentes avaliados, 94 % encontra-
vam-se medicados com corticosteróides inalados

antes do início do estudo. Em todos foi suspensa a
medicação com estes fármacos de acordo com os
critérios de inclusão. Apesar de não ter ocorrido de-
terioração significativa do FEV

1
 e/ou FVC durante

o período de estudo, todos os doentes do Grupo A
referiram agravamento subjectivo da sintomatologia,
particularmente da dispneia, enquanto no Grupo B
tal apenas se verificou num caso (p < 0,001).

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

A taxa de sucesso na obtenção das amostras de
expectoração foi de 85 %. Naqueles em que se con-
seguiu colher expectoração viável, as amostras fo-
ram adquiridas após a primeira inalação de NaCI a
0,9 % em 88 % dos casos. Durante a indução da
expectoração houve uma diminuição média do FEV

1

de 12,12 ± 8,7 % do valor teórico (0-47 %) e uma
diminuição da saturação de O

2
 de 5,2 ± 2,3 %.

Num doente, as provas de broncodilatação foram
efectuadas com recurso a brometo de ipratrópio, dado
ter ocorrido obstrução marcada das vias aéreas após
a inalação de salbutamol em aerossol pressurizado
(diminuição de 57 % do valor teórico de FEV

1
).

O valor do FEV
1
 (em percentagem do valor teóri-

co e em valor absoluto) após à realização de prova
de broncodilatação foi estatisticamente maior no
Grupo A (p = 0,022).

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

O FEV
1
/FVC foi menor no Grupo B, embora tal

diferença não fosse significativa.
As três avaliações funcionais respiratórias a que cada

doente foi submetido não sofreram variações supe-
riores a 5 % durante o período de estudo. As carac-
terísticas funcionais de cada grupo encontram-se ex-
pressas no Quadro IV. O grupo total de doentes possuía
um FEV

1
 médio pós-broncodilatação de 37,2 ± 14,9  %

do valor teórico (máximo 50 % e mínimo 15 %).
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QUADRO III
Características demográficas e clínicas dos grupos de doentes estudados, com e sem reversibilidade

ao broncodilatador (Grupo A e B, respectivamente). CI - corticosteróide inalado. * p < 0,05.

                                                 Grupo A                             Grupo B
                                                        (reversibilidade)                  (sem reversibilidade)

Doentes incluídos (n.º)

Idade (anos)

Sexo masculino

Índice massa corporal (Kg/m2)

Início dos sintomas (anos)

IgE total (Ul/ml)

CI antes do início estudo (n.º)

Agravamento dos sintomas (n.º)

Ex-fumadores (n.º)

Anos de tabagismo

Unidades maço ano

Anos de cessação tabágica

Exacerbações no último ano (n.º)

9

73,0 ± 5,5*

 9

 28,1 ± 4,9

16,8 ± 2,5

31,4 ± 15,8

 9

  9*

9

42,4 ± 16,5

66,2 ± 26,5

5,2 ± 5,8

2,2 ± 0,2

8

66,8 ± 4,7*

8

24,9 ± 5,8

18,9 ± 2,4

41,2 ± 33,0

7

1*

8

46,6 ± 4,3

6 4,3 ± 31,3

8,7 ± 7,3

2,3 ± 0,4

Características

QUADRO IV
Características funcionais dos grupos de doentes estudados, com e sem reversibilidade

ao broncodilatador. BD - broncodilatador; ∆- variação. * p < 0,05.

                                                                  Grupo A                                 Grupo B
                                 (reversibilidade)                      (sem reversibilidade)Características

Número de doentes

FEV
1
 pós BD (% teórico)

FEV
1
 pós BD (ml)

∆ FEV
1
 (% teórico)

∆ FEV
1
 (ml

FEV
1
/FVC (%)

9

45,3 ± 15,8 *

 1372 ± 205 *

20,7 ± 9,8 *

216,7 ± 55,0 *

46,2 ± 13,3

8

29,4 ± 8,4 *

827 ± 115 *

5,5 ± 5,7 *

51,3 ± 48,8 *

36,6 ± 11,2
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2. Óxido nítrico no ar expirado

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

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

3. Concentrações de IL-8, IL-5 e ECP

As concentrações médias de IL-8 na expecto-
ração induzida dos doentes com DPOC encontra-
vam-se aumentadas, não possuindo a diferença en-
tre grupos relevância estatística (Fig. 3).

Na determinação das concentrações séricas de
IL-8 obtiveram-se valores normais (< 31,2 pg/ml),
sendo estes inferiores no Grupo A comparativamente
ao B (Quadro V). Esta diferença não foi estatistica-

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

Como se pode constatar, as concentrações de IL-8
foram francamente superiores no sobrenadante da
expectoração quando comparadas aos níveis séri-
cos.
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Valores de NO expressos em ppb (partes por bilião) nos dois
grupos de doentes com DPOC: Grupo A que engloba doentes
com reversibilidade e o Grupo B, com doentes sem rever-
sibilidade ao broncodilatador. Estão representados os va-
lores máximo, mínimo, percentil 25-75, médias e media-
nas para cada grupo.

Fig. —
Concentrações de IL-8 na expectoração induzida dos 2 gru-
pos de doentes com DPOC. NS - não significativo p ≥ 0,05.

Fig. 3 —

Concentrações séricas de IL-8 nos Grupos A e B de doentes
com DPOC. NS - não significativo p ≥ 0,05.

Fig. 4 —
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As concentrações de IL-5 (Figs. 5 e 6) foram
superiores no Grupo A, quer no sobrenadante da
expectoração, quer no soro. Obtiveram-se em todos
os doentes determinações séricas normais de IL-5
(< 7,8 pg/ml).

Os valores de ECP na expectoração (Fig. 7 e
Quadro V) foram significativamente diferentes en-
tre os dois grupos (p = 0,018), não se identificando
diferenças estatísticas em relação ao ECP sérico

Expectoração

IL-8 (pg/ml)

IL-5 (pg/ml)

ECP (µg/l)

Sangue periférico

IL-8 (pg/ml)

IL-5 (pg/m1)

ECP (µg/l)

QUADRO V
Determinações da IL-8, IL-5 e ECP no sobrenadante da expectoração. * p < 0,05.

        Grupo A                            Grupo B
(reversibilidade)             (sem reversibilidade)

1875,8 ± 1352,2

12,3 ± 6,3

144,3 ± 73,2 *

9,6 ± 7,1

2,3 ±1,8

14,2 ± 4,7

3240,2 ± 2388,5

10,7 ± 5,3

57,5 ± 51,0 *

11,8 ± 7,6

2,0 ± 2,7

9,4 ± 5,8

Determinações da IL-5 no sobrenadante da expectoração
nos dois grupos estudados. NS - não significativo p ≥ 0,05.

Fig. 5 — Valores médios de IL-5 sérica. NS - não significativo p ≥
≥ 0,05.

Fig. 6 —
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Determinação da ECP média nos dois grupos de doentes
estudados.

Fig. 7 — Fig. 8 — Valores séricos de ECP. NS - não significativo p ≥ 0,05.

Percentagem média de células na expectoração induzida nos 2 grupos de doentes com DPOC.
N - neutrófilos; M - macrófagos; E - eosinófilos; L - linfócitos. * p = 0,01.

Fig. 9 —
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(Fig. 8 e Quadro V), em que se observaram valores
normais (< 15 µg/l) em todos os doentes.

4. Células na expectoração e sangue periférico

Os resultados demonstraram uma boa viabilidade
celular nas 17 amostras de expectoração considera-

das válidas. A média de contaminação das amostras
foi de 12,7 ± 6,8 % de células epiteliais escamosas.

Os resultados das contagens diferenciais de célu-
las, na expectoração induzida, em ambos os grupos,
encontram-se representados na Fig. 9. No Grupo A
o total de células foi de 3,21 x 106/ ml e no B de
3,52 x 106/ml.

Verificou-se um predomínio de neutrófilos e

Eritrócitos (106/mm3)          4,91± 0,5                          4,88 ± 0,4
Hemoglobina (g/dl)         14,7 ± 1,2 15,3 ± 1,1
Leucócitos (103/mm3)           8,9 ± 1,6   8,8 ± 2,2
Neutrófilos                        5,5 ± 1,3   6,2 ± 2,4
Linfócitos                        2,3 ± 0,9   1,8 ± 0,6
Eosinófilos                        0,3 ± 0,2   0,1 ± 0,1
Monócitos                        0,7 ± 0,3   0,6 ± 0,1

QUADRO VII
Células presentes no sangue periférico dos dois grupos de doentes

        Grupo A                       Grupo B
 (reversibilidade) (sem reversibilidade)

Número de doentes                              7                                  7

Expectoração

CD4+ (%)                                   54,6 ± 23,1              60,0 ± 21,0

CD8+ (%)                                   49,9 ± 22,7              40,0 ± 21,0

CD4/CD8                                          1,1                                 1,5

Sangue periférico

CD4+(%)                       55,9 ± 19,6               66,8 ±12,0

CD8+ (%)                       43,8 ± 18,9               33,2 ± 12,0

CD4/CD8                                         1,3                                 2,0

QUADRO VI
Subpopulações de linfócitos T no sangue periférico e expectoração induzida dos 2 grupos de doentes.

                                                                Grupo A                   Grupo B
                                                          (reversibilidade)        (sem reversibilidade)

Linfócitos T
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macrófagos em todos os doentes. A diferença entre
os Grupos A e B não foi significativa para nenhuma
das células estudadas, à excepção dos eosinófilos
que se encontravam significativamente aumentados
no grupo com reversibilidade (5,8 ± 1,0 % do total de
células) comparativamente ao sem reversibilidade
(3,0 ± 0,8% do total de células) (p = 0,01).

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

A caracterização das populações linfocitárias T
no sangue periférico e expectoração encontra-se re-
presentada no Quadro VI e exemplificada na Fig. 10.
Verificou-se um predomínio de linfócitos CD4+ na
expectoração e no sangue venoso, sem diferenças
significativas entre os dois grupos. Os doentes do
Grupo A possuíam uma razão CD4/CD8 diminuída.

Também ao nível do sangue venoso periférico a
análise das células confirmou o predomínio de neu-
trófilos nos dois grupos. A diferença entre os doentes
com e sem reversibilidade (Grupos A e B) não foi
significativa para nenhuma das linhagens celulares
estudadas (Quadro VII).

Exemplo de caracterização e quantificação das subpopulações linfocitárias T na
expectoração induzida e sangue periférico de um doente com DPOC. A e A'
janela de células T CD4+. B e B' janela de células T CD8+.

Fig. 10 —
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5. Relação entre parâmetros inflamatórios
    e funcionais

Nos 17 doentes com DPOC a variação percen-
tual do valor teórico do FEV

1
, após prova de bron-

codilatação (∆ FEV
1
 teve uma relação positiva com a

percentagem de eosinófilos na expectoração induzida
(r = 0,56, p = 0,02) (Fig. 11) e com o NO no ar
expirado (r = 0,76, p = 0,0003) (Fig. 12), ou seja,
quanto maior a variabilidade deste parâmetro funcional,
maior a percentagem de eosinófilos presentes e
maiores os valores de NO medidos.

Verificou-se uma relação negativa entre a varia-
ção percentual do FEV

1
 e os valores de IL-8 na ex-

pectoração induzida (r = 0,55, p = 0,025) (Fig. 13),
sendo os doentes com menor variabilidade do FEV

1

aqueles que apresentavam concentrações mais ele-
vadas desta interleucina.

Os valores de NO no ar expirado, para além da
relação anteriormente referida com a percentagem
de variação do FEV

1
, tiveram igualmente uma re-

lação significativa com a ECP na expectoração in-
duzida (r = 0,64, p = 0,01) (Fig. 14) o que não ocor-
reu com os eosinófilos da expectoração (p = 0,05).

No entanto, obteve-se uma relação significativa

entre a ECP e o número de eosinófilos (r = 0,53, p =
0,03) na expectoração induzida. Não houve relação
entre o número ou percentagem de eosinófilos na
expectoração e os doseamentos de IL-5 no soro ou
expectoração.

A relação entre a IL-8 e os neutrófilos na expec-
toração foi francamente positiva (r = 0,94, p = 0,0001)
(Fig. 15) em que concentrações mais elevadas desta
interleucina correspondiam a amostras com maior
número de neutrófilos na expectoração.

Não se detectou relação entre a IL-5 sérica e a
IL-5 na expectoração induzida, número de eosinófi-
los no sangue periférico ou a percentagem de eo-
sinófilos da expectoração. A mesma ausência de re-
lação ocorreu entre a IL-8 no soro e a IL-8 do
sobrenadante da expectoração, o número de neutrófi-
los na expectoração induzida e no sangue periférico.

As subpopulações linfocitárias T CD4+ e CD8+
não demonstraram relações com outros parâmetros
inflamatórios, funcionais ou demográficos, à excepção
de uma relação entre o número de anos de cessação
e a razão CD4/CD8 (r = 0,52, p = 0,04), na qual
doentes com menor tempo de cessação possuíam
menor valor desta razão.

Em relação às características funcionais e de-

Relação entre percentagem de eosinófilos na expecto-
ração induzida e variação percentual do FEV

1
 após pro-

va de broncodilatação.

Fig. 11 — Relação entre o NO no ar expirado e a variação percen-
tual do FEV

1
 após prova de broncodilatação.

Fig. 12 —
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mográficas da população identificou-se uma relação
francamente positiva entre os valores de FEV

1
 e

FEV
1
/FVC e o IMC (r = 0,61, p = 0,009) (Fig. 16).

Este último parâmetro verificou-se ainda estar rela-
cionado negativamente com os valores de IL-8 na

expectoração induzida (r = –0,57, p < 0,02. Doentes
com menor IMC possuíam concentrações mais al-
tas de IL-8.

Não se encontrou nenhuma relação entre o FEV
1

e a carga tabágica, os anos de tabagismo, os sinto-

Relação entre os valores de IL-8 na expectoração in-
duzida e a variação percentual do FEV

1
 após inalação de

broncodilatador.

Fig. 13 — Relação entre o ECP no sobrenadante da expectoração
induzida e NO no ar expirado.

Fig. 14 —

Relação entre a percentagem de neutrófilos e os valores
de IL-8 na expectoração induzida.

Fig. 15 — Relação entre o FEV
1
/FVC e o IMC em todos os doentes

com DPOC.
Fig. 16 —
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mas ou os parâmetros de inflamação, nomeadamente
a IL-8 ou as percentagens de neutrófilos e eosinófi-
los na expectoração induzida.

IV - DISCUSSÃO

Os resultados deste estudo demonstram, inequi-
vocamente, a presença de inflamação na DPOC es-
tável.

De facto, em doentes ex-fumadores, evidenciou-
-se a inflamação das vias aéreas e do parênquima
pulmonar, traduzida pelo elevado número de células
inflamatórias, com particular relevância para os neu-
trófilos e aumento das concentrações de IL-8 na
expectoração induzida.

Provou-se também que o grupo com reversibili-
dade aos broncodilatadores possuía uma inflamação
eosinofílica e valores de NO no ar expirado mais
elevados que os do grupo sem reversibilidade, rela-
cionando-se ambos positivamente com a variabilidade
do FEV

1
. Estas diferenças não puderam ser expli-

cadas pela presença de linfócitos T citotóxicos produ-
tores de factores quimiotáticos eosinofílicos, nomea-
damente IL-5.

A utilização de métodos não invasivos permitiu
detectar diferenças na caracterização da inflamação
pulmonar dos dois subgrupos de doentes com o diag-
nóstico de DPOC e, no caso da expectoração indu-
zida, determinar, pela primeira vez, as diferentes po-
pulações de linfócitos T.

Demonstrou-se ainda, na população estudada, que
a presença desta inflamação não se circunscreve ao
pulmão, existindo um componente sistémico com re-
percussões no IMC.

1. População

A população de doentes com DPOC foi selec-
cionada de acordo com o critério prioritário de ex-
clusão de asma brônquica. Para tal, foram incluídos
doentes com DPOC moderada a grave, tentado privi-

legiar-se os com predomínio de bronquite crónica em
detrimento dos que apresentavam alterações ima-
giológicas eminentemente enfisematosas. Todos pos-
suíam história importante de exposição a factor de
risco (fumo de tabaco), presença de sintomas com-
patíveis (tosse, expectoração e dispneia), início da
sintomatologia após os 45 anos e obstrução brônqui-
ca marcada (FEV

1
/FVC < 70 % e FEV

1
 < 50 % do

valor teórico) que não foi completamente reversível
após prova de broncodilatação (FEV

1
 < 80 % do

valor teórico após broncodilatação). Ainda que a asma
brônquica e a DPOC possam eventualmente estar
associadas, os critérios utilizados permitem admitir
que os doentes avaliados não eram asmáticos. A
presença de valores de NO, IL-5, IL-8, ECP e célu-
las, muito diferentes dos obtidos em doentes com asma
brônquica, reforçam este facto.

A exclusão de outras patologias do foro respi-
ratório, alérgico ou doença sistémica grave, nomea-
damente inflamatória ou cardíaca, foi de extrema
importância, dado aquelas poderem falsear os resulta-
dos.

Uma parte do estudo decorreu nos meses de In-
verno, tendo-se observado exacerbações agudas de
causa infecciosa (bacterianas e virais) que motiva-
ram, também, a exclusão de um número considerá-
vel de doentes. A presença de bactérias patogéni-
cas na expectoração e/ou leucocitose com neutrofilia
no sangue periférico auxiliaram na discriminação de
exclusão.

A manutenção dos hábitos tabágicos e a terapêu-
tica com corticosteróides orais e/ou inalados que
poderiam diminuir os valores de NO no ar expirado
foi obrigatoriamente outro dos critérios de exclusão.

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

A ausência de uma população de controlo justifi-
ca-se pela existência de valores de referência na li-
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teratura quer para as contagens de células e media-
dores solúveis na expectoração induzida45 quer para
os valores de células, interleucinas e ECP no sangue
periférico. Spanevello e colaboradores46 demonstra-
ram, na expectoração induzida de indivíduos saudáveis,
a prevalência dos macrófagos (69,2 ± 13 %) sobre
neutrófilos (27,3 ± 13 %), eosinófilos (0,6 ± 0,8 %) e
linfócitos (1,0 ± 1,2 %). Também para o NO no ar
expirado, para além de valores de referência em in-
divíduos saudáveis, não fumadores47, existem múlti-
plos trabalhos com concentrações no grupo de con-
trolos saudáveis entre 6,5 a 14,1 ppb, consistentes e
reprodutíveis6,32-36.

2. NO no ar expirado

O NO é originado através da conversão da L-ar-
ginina em L-citrulina pela enzima NOS, da qual exis-
tem 3 isoformas. A isoforma neuronal e endotelial
são constitutivas (cNOS) e produzem pequenas
quantidades de NO, enquanto a forma indutível
(iNOS) gera grandes quantidades deste gás após
activação celular por estímulos inflamatórios ou imu-
nológicos. O NO tem um papel fundamental na regu-
lação de funções fisiológicas, mas encontra-se igual-
mente implicado na fisiopatologia de várias doenças
pulmonares, reflectindo, na DPOC, as alterações in-
flamatórias e o aumento do stress oxidativo.

Neste estudo verificamos a existência de valores
significativamente aumentados de NO no ar expira-
do de doentes com DPOC estável e com reversibi-
lidade aos broncodilatadores, comparativamente aos
descritos nas séries publicadas com valores em indi-
víduos saudáveis6,32,36. O grupo sem reversibilidade
possuía concentrações deste gás sobreponíveis aos
descritos em indivíduos saudáveis.

A maioria dos autores é consensual quanto à exis-
tência de valores aumentados desta molécula durante
as exacerbações infecciosas, motivados pelo afluxo
de células inflamatórias ao pulmão. O mesmo não se
verifica no que concerne ao período de estabilidade.
De facto, Agusti34 conclui que na fase de exacer-

bação da doença os valores de NO foram mais ele-
vados e que a normalização dos mesmos não foi ime-
diata, o que leva a aceitar uma melhoria lenta do
estado inflamatório. Maziak e colaboradores33

demonstraram, igualmente, um aumento das concen-
trações de NO em doentes com DPOC grave ou em
fase de exacerbação e a relação inversa deste me-
diador com o FEV

1
. No entanto, o estudo de Clini31

relata resultados opostos, ou seja, os doentes com
DPOC grave e estável possuem valores de NO in-
feriores aos indivíduos saudáveis que se relacionam
positivamente com a gravidade da obstrução das vias
aéreas. Estudos mais recentes referem concen-
trações na DPOC estável superiores aos controlos,
que se relacionam positiva36 ou negativamente37,38

com o FEV
1
. A análise destes trabalhos, com re-

sultados contraditórios, revela factores de viés como:
amostras pequenas, populações heterogéneas, in-
clusão de fumadores e de doentes em exacerbação,
técnicas de medição não padronizadas nas primeiras
publicações e a possibilidade de colonização das vias
aéreas inferiores, entre outros. Por este motivo, foi
nossa preocupação controlar estes factores de en-
viesamento.

No nosso estudo, as concentrações de NO rela-
cionaram-se com a variabilidade do FEV

1
, demons-

trando que os doentes com maior reversibilidade pos-
suíam valores mais elevados deste mediador no ar
expirado. A existência de uma função pulmonar
menos deteriorada neste grupo de doentes é con-
cordante com os resultados de estudos mais actuais,
e permite-nos especular sobre a possível contribuição
deste gás não só na manutenção do calibre das vias
aéreas, constituindo um mecanismo de defesa con-
tra a obstrução, mas também na génese de uma in-
flamação passível de reversibilidade.

Os dados por nós obtidos separam um subgrupo
de doentes com DPOC com características funcio-
nais distintas e explicam, parcialmente, a heteroge-
neidade dos resultados da literatura, uma vez que
confirmam a existência de concentrações aumenta-
das de NO num subgrupo de doentes com DPOC
estável, moderada a grave, ex-fumadores. Este fac-
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tor não tinha sido correctamente averiguado até ao
estudo de Papi e colaboradores6.

Constatou-se também, nesta população de
doentes com DPOC, a associação do NO com a
concentração de ECP e, indirectamente, com a in-
flamação eosinofílica, demonstrada anteriormente na
asma brônquica48. Esta inflamação relacionou-se
positivamente com a variabilidade do FEV

1
, reforçan-

do as diferenças fisiopatológicas comparativamente
à restante população de doentes com DPOC. Rut-
gers e colaboradores32 confirmaram a relação entre
os níveis de NO e a percentagem de eosinófilos na
expectoração, considerando o aumento destas célu-
las como resultado de um estímulo inflamatório ines-
pecífico. Papi6, tal como no presente estudo, compa-
rou dois grupos de doentes com DPOC estável, com
e sem variabilidade do FEV

1
 ao broncodilatador. Os

seus resultados demonstraram que apenas os doentes
com reversibilidade possuíam níveis aumentados de
NO e eosinofilia na expectoração, relacionando-se
exclusivamente o NO com o grau de reversibilidade,
contrastando de alguma forma com os nossos re-
sultados, em que também a eosinofilia na expecto-
ração se relacionou com a variabilidade do FEV

1
.

Existem várias diferenças metodológicas entre o
estudo de Papi e o nosso, que podem explicar algu-
ma discordância nos resultados. Entre estas o facto
de ter estudado um grupo de doentes com menor
gravidade (DPOC ligeira a moderada). Por outro lado,
a reversibilidade aos broncodilatadores não foi defi-
nida com critérios padronizados pelas normas da ATS
ou ERS (aumento do FEV

1
 após broncodilatação

maior ou igual a 12 % do valor teórico e superior a
200 ml). Outra limitação foi a não verificação da
validade das células na expectoração com recurso
ao doseamento de mediadores solúveis que pode-
riam confirmar os resultados e, ainda, a existência
de doentes submetidos a outros estímulos desen-
cadeantes na população estudada, o que pode cons-
tituir um factor de erro, dada a possibilidade de
diferentes mecanismos fisiopatológicos  comparati-
vamente aos ex-fumadores.

A inclusão de doentes medicados com corti-

costeróides inalados pode, igualmente, deturpar os re-
sultados, uma vez que o NO e a percentagem de eosi-
nófilos na expectoração da população de doentes com
variabilidade são alterados por estes fármacos5 , 7.

À luz dos conhecimentos actuais existem vários
mecanismos que permitem explicar o aumento do
NO no ar expirado no subgrupo de doentes com re-
versibilidade após broncodilatação.

Atendendo a que a iNOS está presente nas célu-
las epiteliais, macrófagos, neutrófilos, células do mús-
culo liso, fibroblastos, mastócitos e eosinófilos, e a
que os doentes com reversibilidade se distinguem dos
sem reversibilidade eminentemente pelo maior número
de eosinófilos, é plausível considerar estas células
como a fonte de produção de NO. A presença de
valores mais elevados deste gás durante as exacer-
bações, altura em que os eosinófilos na expectoração
aumentam, corrobora esta hipótese. Por sua vez, hoje
sabe-se que o próprio NO produzido pelos eosinófi-
los é em si mesmo um estímulo de feedback posi-
tivo para esses mesmos eosinófilos, perpetuando as-
sim um ciclo vicioso de inflamação, contribuindo para
fenómenos de migração e/ou efeitos líticos nos teci-
dos49. É igualmente possível que outras células, no-
meadamente as epiteliais ou os macrófagos, após a
presença de um estímulo lesivo inicial, induzido pelo
fumo do tabaco, produzam NO que irá contribuir para
a quimiotaxia ou diminuição da apoptose dos eosinó-
filos nas vias aéreas50. O trabalho de Feder e co-
laboradores51 em ratos alérgicos sugere que o NO
libertado pelas células do endotélio vascular do pul-
mão está implicado na quimiotaxia dos eosinófilos,
promovendo a migração a partir da circulação san-
guínea para o parênquima pulmonar e vias aéreas.
A presença de um ciclo perpetuador em que o NO
pode ser causa e/ou consequência da eosinofilia não
fica explicada, sendo necessários mais estudos para
o seu esclarecimento.

Outra possível explicação para o aumento do NO
no ar expirado dos doentes com DPOC e com re-
versibilidade poderá relacionar-se com a resposta
compensatória à broncoconstrição induzida pela in-
flamação. Esta resposta assenta na estimulação dos
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nervos broncodilatadores NANC (non adrenergic

non colinergic) com aumento da expressão da cNOS
neuronal e consequente aumento de NO. No entan-
to, esta hipótese parece-nos menos provável, dado
que a produção deste gás por esta enzima é menor
comparativamente à sua isoforma indutível.

A presença de inflamação crónica grave com
envolvimento de múltiplas células levar-nos-ia a pres-
supor valores aumentados de NO em todos os
doentes com DPOC. Um trabalho recente52 demons-
trou a importância dos neutrófilos como fonte produ-
tora de NO em doentes com asma brônquica, o que
poderia conduzir à ideia de que, dado o predomínio
destas células na DPOC, os valores de NO estariam
aumentados. Contudo, este pressuposto não se ve-
rifica no nosso estudo. Efectivamente, o grupo sem
reversibilidade possuía concentrações deste gás so-
breponíveis às descritas em indivíduos saudáveis e
coincidentes com os valores relatados na literatura
para populações semelhantes32,35,38, demonstrando
que a padronização dos métodos de avaliação no ar
expirado começa a produzir resultados comparáveis
entre grupos de investigação.

Podemos avançar hipóteses explicáveis da ausên-
cia de concentrações elevadas de NO no grupo sem
reversibilidade.

A presença aumentada de neutrófílos, com
produção de grandes quantidades de radicais livres,
entre os quais o anião superóxido, ao reagir com o
NO origina um potente oxidante, a peroxinitrite, di-
minuindo os níveis doseados deste gás no ar expira-
do53. Por este motivo Kanazawa e colaboradores35

relataram que os derivados do NO na expectoração
são mais fidedignos do que os valores no ar expirado,
na avaliação da inflamação em doentes com DPOC.

Também a hipertrofia das glândulas mucosas com
hiperprodução de muco associada a metaplasia ce-
lular e diminuição do epitélio ciliado (que se sabe
produzir NO para manutenção dos movimentos ci-
liares) podem contribuir para a diminuição da
produção ou mesmo constituir uma barreira à sua
libertação, com diminuição da difusão do gás e
redução dos seus valores no ar expirado. Um estu-

do, de extrema importância, de Hogman54, avaliou
os diferentes locais de produção do NO na DPOC,
de forma a distinguir o gerado na região alveolar do
originado nas vias condutoras. Em doentes ex-fu-
madores constatou que a fracção alveolar de NO
estava aumentada, comparativamente com os indi-
víduos saudáveis e com asma brônquica, possivel-
mente por aumento da iNOS a este nível ou alte-
ração da relação ventilação-perfusão (a existência
de áreas do pulmão bem ventiladas e não perfundi-
das aumenta os valores de NO no ar expirado). Veri-
ficou-se ainda uma heterogeneidade de resultados
em doentes com DPOC no que concerne à taxa de
transferência do NO do epitélio para o ar expirado,
urna vez que se constatou poder estar aumentada
nuns doentes e diminuída noutros. A alta taxa de
transferência pode explicar parcialmente o aumento
do NO no grupo de doentes com reversibilidade e,
por sua vez, a baixa taxa de transferência decor-
rente do espessamento da membrana basal, de al-
terações epiteliais ou de aumento do muco, explica-
ria os baixos valores encontrados no grupo sem
reversibilidade.

Outro factor a considerar é a presença de uma
inflamação eosinofílica menos intensa neste último
grupo de doentes, e, dado que o NO no ar expirado
depende do grau de obstrução, pode acontecer que
os doentes mais obstruídos libertem para o ar ex-
pirado menor quantidade deste gás.

Em conclusão, estes factos sugerem que a varia-
bilidade do FEV

1
, traduzida pela resposta ao bron-

codilatador, tal como a presença de uma inflamação
eosinofílica, podem ser monitorizados indirectamente
pela determinação de NO no ar expirado.

Ao verificarmos na literatura que os doentes com
inflamação eosinofílica são aqueles que respondem
aos corticosteróides orais e inalados4,7, considera-
mos a hipótese de se poderem identificar estes
doentes, a fim de os submeter a uma prova terapêu-
tica com corticosteróides, mediante o recurso a um
método rápido, simples, eficaz e não invasivo, que
possivelmente terá maiores probabilidades de sucesso
do que a selecção ao acaso.
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3. Expectoração induzida

A expectoração induzida constitui uma alternati-
va não invasiva ao lavado broncoalveolar (LBA) e à
biopsia brônquica ou pulmonar no estudo da in-
flamação.

A investigação da fisiopatologia da DPOC foi
adiada até há cerca de 6 anos, altura em que a maio-
ria dos grupos científicos centraram os seus esforços,
de forma a determinar a sequência de acontecimen-
tos que originam o aparecimento de inflamação e,
posteriormente, de obstrução, num indivíduo fuma-
dor. O elevado número de doentes, muitos com um
diagnóstico tardio, a noção de que é parcialmente
auto-infligida, sendo o principal agente etiológico o
fumo do tabaco, e a ineficácia das terapêuticas dis-
poníveis, que não impedem a progressão do proces-
so inflamatório, de destruição e de remodelação, con-
tribuíram para o reforço da actividade científica nesta
área. O estudo e monitorização da cinética in-
flamatória foi efectuado, nos primeiros trabalhos, com
recurso a técnicas invasivas, difíceis de realizar,
desconfortáveís para o doente, dispendiosas e com
alguns riscos quando comparadas com os métodos
não invasivos.

A expectoração induzida adquire um papel de
extrema importância, uma vez que permite obter
secreções das vias aéreas, com consequente análise
de células e mediadores, de forma segura, eficaz e
reprodutível, como comprovado por Bhowmik15 e
mais recentemente por Brightling e colaboradores
numa população com DPOC moderada a grave55.

O presente estudo corrobora estes resultados.
Houve uma alta taxa de sucesso na obtenção das
amostras, sendo o procedimento facilmente executa-
do e bem tolerado, apesar da gravidade da obstrução
brônquica, o que atesta a segurança do método em
doentes com DPOC moderada a grave. Os factores
de segurança devem ser respeitados escrupulosa-
mente e instituídas as devidas precauções para cor-
recção de possíveis complicações, dado que a ina-
lação de soro iso ou hipertónico pode originar
broncoconstrição e consequente diminuição da satu-

ração arterial de O
2
, o que se verificou apenas num

doente, após terminar a fase de indução e terem sido
obtidas amostras viáveis (diminuição de 47 % do va-
lor teórico do FEV

1
 com inalação de soro isotónico).

Entre os problemas identificados, que tornam difícil
a implementação da indução e processamento da
expectoração na prática clínica, referem-se a mo-
rosidade do processo, a necessidade de pessoal trei-
nado na sua execução e a obrigatoriedade do trata-
mento da amostra nas horas subsequentes à colheita.
Atendendo às condicionantes referidas, a metodolo-
gia que utilizamos no processamento da expectoração
induzida obedeceu escrupulosamente às mesmas. No
entanto, as suas vantagens não são de menosprezar,
uma vez que pode permitir uma decisão terapêutica
inicial, monitorizar a inflamação das vias aéreas, ava-
liar a eficácia da terapêutica instituída e eventual-
mente determinar factores de prognóstico da doença.

De forma a garantir a fiabilidade dos resultados
das células obtidas na expectoração induzida deter-
minou-se a IL-8, um factor quimiotático e activador
dos neutrófilos, e a ECP, dado ser um marcador indi-
recto da actividade eosonofílica.

4. Neutrófilos e concentrações de IL-8

Identificámos concentrações elevadas de IL-8 e
de neutrófilos na expectoração induzida, semelhantes
às relatadas por outros autores em doentes ex-fu-
madores com DPOC21,22,56,57, encontrando-se au-
mentadas quando comparadas com os valores de
referência em indivíduos saudáveis. Os valores de
neutrófilos e as concentrações de IL-8 possuíam uma
excelente relação linear.

Entre os factores quimiotáticos neutrofílicos mais
importantes inclui-se a IL-8, sintetizada pelo epitélio
brônquico, neutrófilos, eosinófilos, linfócitos e macró-
fagos. A activação dos neutrófilos liberta IL-8 con-
duzindo a um ciclo de perpetuação58 o que, apoiado
pelos resultados obtidos, permitem considerá-los os
principais responsáveis na produção desta interleucina
na DPOC. Os macrófagos e as células epiteliais não
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podem, no entanto, ser excluídos como fontes se-
cundárias da sua produção e libertação. De realçar,
ainda, o aumento da expressão da selectina E e
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) que,
para além da IL-8, parecem contribuir para a acti-
vação e recrutamento dos neutrófilos na DPOC59.
O predomínio de uma inflamação neutrofílica possi-
bilita, igualmente, explicar a ausência de efeito dos
corticosteróides na maioria dos doentes com DPOC.

A IL-8 encontra-se aumentada mesmo nos fu-
madores sem obstrução, o que indica um papel pre-
coce na doença16,21. Hulbert e colaboradores60

demonstraram de forma inequívoca, em modelo ani-
mal, que a exposição ao fumo de tabaco durante 6
horas condiciona um aumento de cinco vezes do
número de neutrófilos no epitélio das vias aéreas com-
provando a potência deste mediador. Um estudo de
Rutgers61 demonstra que existe uma boa correlação
entre o doseamento da IL-8 na expectoração indu-
zida, nas biopsias brônquicas e no LBA, o que sugere
que este mediador adquire um carácter abrangente
em todos os compartimentos traduzindo mais infor-
mação do que a análise das células inflamatórias, já
que a comparação de neutrófilos entre os diferentes
compartimentos pulmonares revelou diferenças sig-
nificativas.

O aumento de neutrófilos e a alteração do ba-
lanço proteases-antiproteases em fumadores é co-
nhecida desde longa data na DPOC. As alterações
fisiopatológicas induzidas por estas células ocorrem
quer por síntese e libertação de enzimas destrutivas
quer pelo aumento da migração, recrutamento e per-
sistência destas células nas vias aéreas e parênqui-
ma pulmonar de fumadores com e sem obstrução.
Keatings62 confirma um aumento de neutrófilos nos
doentes com DPOC acompanhado de libertação de
enzimas destrutivas, como a mieloperoxidase e a
lipocalina neutrofílica.

Existe evidência, na literatura, de que a in-
flamação neutrofílica epitelial, subepitelial, das glân-
dulas brônquicas e do lúmen das vias aéreas (esta
última avaliada na expectoração induzida) se rela-
ciona directamente com o declínio do FEV

1
19, 21-23,

62, 63. No importante estudo de Stanescu64 foram ava-
liados 46 doentes fumadores e ex-fumadores durante
15 anos ficando demonstrado que a percentagem de
neutrófilos na expectoração induzida de fumadores
com obstrução das vias aéreas é maior do que nos
sem obstrução e se relaciona com o declínio do FEV

1
.

Ao contrário destes estudos, não identificamos
uma associação segura entre os valores de IL-8 ou
contagens de neutrófilos com a obstrução das vias
aéreas ou factores agressores, nomeadamente o
número de unidades maço ano fumadas. Tal facto
poderá ser justificado pelos diferentes critérios de
selecção ou pela dimensão das populações estuda-
das.

As diferenças entre o grupo com e sem reversi-
bilidade não foram significativas no que concerne à
IL-8 ou número de neutrófilos na expectoração. No
entanto, verificou-se uma tendência para o aumento
dos valores da IL-8 no grupo de doentes sem re-
versibilidade e com função respiratória mais dete-
riorada. Constatou-se, ainda, uma relação negativa
entre as concentrações desta interleucina na expecto-
ração e a variabilidade do FEV

1
 ou seja, os doentes

com menor variabilidade após a prova de broncodi-
latação e com uma obstrução marcada das vias aé-
reas possuíam concentrações mais elevadas deste
mediador, o que aponta para uma ligação entre a
presença de inflamação neutrofílica das vias aéreas
e o grau de variabilidade da obstrução das vias
aéreas em ex-fumadores com DPOC estabilizada.
Estes resultados sugerem que à medida que a gravi-
dade da obstrução aumenta os números de neutrófi-
los nas vias aéreas também aumentam, o que poderá
indicar um papel destas células na progressão da
doença. Dada a íntima relação entre a IL-8 e as
percentagens de neutrófilos na expectoração, é pos-
sível especular que os doentes com menor variabili-
dade do FEV

1
 após o broncodilatador, e com maior

deterioração da sua função pulmonar, terão uma in-
flamação neutrofílica mais marcada das vias aéreas,
onde os neutrófilos desempenham um papel crucial,
podendo originar o espessamento das paredes e es-
treitamento do lúmen conduzindo a uma obstrução
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fixa com posterior destruição e/ou remodelação das
vias aéreas.

Estes dados permitem explicar parcialmente o pior
prognóstico observado em doentes com obstrução
irreversível65. Também um estudo multicêntrico
sugere que o grau de resposta à terapêutica bron-
codilatadora está inversamente relacionado com a
diminuição anual do FEV

1
 em doentes com DPOC66.

Estabelece-se então uma causalidade entre a in-
flamação neutrofílica e a deterioração funcional na
DPOC, podendo a determinação destas células ter
utilidade como medida de avaliação da gravidade e
prognóstico da doença.

Todos os doentes incluídos no estudo eram
ex-fumadores, não se tendo identificado factores de
risco actuais, pelo que se conclui a persistência de
uma inflamação crónica, possivelmente progressiva,
tendo em conta o número de neutrófilos e as con-
centrações de IL-8 na expectoração de doentes com
provas de função mais deterioradas, e que se verifi-
ca mesmo após cessação de um factor de risco como
o fumo do tabaco. Estes resultados foram igualmente
confirmados noutros trabalhos57.

Bhowmik e colaboradores22 demonstraram que,
para além das agressões motivadas pelo fumo do
tabaco, as exacerbações frequentes nos doentes com
DPOC condicionam o aumento de IL-8 e maior
afluxo de neutrófilos na expectoração, quando com-
paradas com doentes com menor número de exa-
cerbações por ano. Nos doentes do nosso estudo, a
presença de inflamação foi certamente motivada
pelos anos de tabagismo, número de unidades maço
ano fumadas e exacerbações no ano anterior. Ao
compararmos as características dos dois grupos,
verificamos que os doentes com reversibilidade, ape-
sar de um grupo etário mais elevado, possuíam uma
menor gravidade de doença, avaliada pelo FEV

1
.

Deverão, certamente, ser consideradas susceptibili-
dades diferentes, que passarão, sem dúvida, pelas
características genéticas de resposta individual aos
agentes agressores.

As concentrações de IL-8 e o número de neutró-
filos no sangue periférico apresentaram-se dentro da

faixa de normalidade, em todos os doentes. Estes
resultados, que à primeira vista não parecem con-
sistentes com o aumento da inflamação sistémica em
doentes com DPOC, merecem alguma reflexão.

Podemos apenas afirmar que as características
inflamatórias a nível local não são semelhantes às
sistémicas. Tal não exclui a possível expressão de
outros mediadores não doseados neste estudo, entre
os quais o TNF-α e IL-6.

Apesar de não termos evidência, no nosso estu-
do, de inflamação sistémica mediante os parâmetros
inflamatórios avaliados, constatou-se um indicador
indirecto da referida inflamação mediante a existên-
cia de correlação entre os níveis de IL-8 na expec-
toração e o IMC. Na verdade, o facto dos doentes
com maior inflamação pulmonar apresentarem meno-
res valores de IMC, leva-nos a especular quanto à
existência de um nexo de causalidade entre a in-
flamação das vias aéreas e uma eventual inflamação
sistémica.

5. Eosinófilos e concentrações de IL-5 e ECP

Neste estudo foi demonstrada a existência de
percentagens de eosinófilos aumentadas na expec-
toração induzida de doentes com DPOC, quando
comparadas com os valores de referência em indi-
víduos saudáveis.

O aumento de eosinófilos tem sido referido em
vários trabalhos em doentes com DPOC estável4-

8,18,23,62 ou durante as exacerbações24, 67 na expecto-
ração induzida, LBA e biopsias brônquicas. Keatings
e colaboradores62 foram um dos primeiros grupos a
detectar o aumento de eosinófilos e de concentrações
de ECP e EPO (endoperoxidase eosinofílica) na ex-
pectoração induzida de fumadores com obstrução,
em condições de estabilidade. Estas células parecem,
inclusivamente, estar implicadas numa fase precoce
da doença, dado que se encontram aumentadas na
expectoração induzida de fumadores sem obs-
trução68.

A existência de concentrações normais de IL-5
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na expectoração induzida e sangue periférico indica
diferenças claras em relação à asma brônquica. Esta
citocina não parece ser a responsável pela diferen-
ciação e libertação dos eosinófilos nos doentes com
DPOC, uma vez que obtivemos valores semelhantes
nos dois grupos de doentes e não se verificou re-
lação com o aumento dos eosinófilos na expecto-
ração. Outros autores obtiveram condusões seme-
lhantes5,69, não conseguindo demonstrar, na mucosa
brônquica de doentes com DPOC estável ou em fase
de exacerbação e com valores aumentados de eo-
sinófilos, um aumento da expressão de IL-5.

A hipótese da existência de uma subpopulação
de linfócitos Tc2 produtores desta interleucina é as-
sim pouco viável. Outras moléculas podem estar im-
plicadas no recrutamento eosinofílico. A IL-8, sin-
tetizada em grandes quantidades nas vias aéreas pelos
neutrófilos e células epiteliais, é, para além dos neu-
trófilos, um factor activador e quimiotático dos lin-
fócitos T e eosinófilos70,  o que poderia explicar, par-
cialmente, o aumento destas últimas células na
expectoração induzida na DPOC. No entanto, este
mecanismo não nos parece ser o mais importante,
dado que, no grupo de doentes com reversibilidade e
número mais elevado de eosinófilos, os valores de
IL-8 foram inferiores aos do grupo sem reversibili-
dade. Uma outra possível explicação pode ser a ele-
vação do TNF-α que conduz directa ou indirecta-
mente, através da expressão aumentada de
moléculas de adesão endoteliais, ao afluxo de eo-
sinófilos aos locais de inflamação nos doentes com
DPOC71. Também o aumento de quemocinas ou
citocinas com especial relevância para a eotaxina e
RANTES (released on activation normal T-cell

expressed and secreted) produzidas pelo epitélio
brônquico contribui para a inflamação crónica per-
sistente, aumentando os eosinófilos nos tecidos e lú-
men das vias aéreas. Os mecanismos, anteriormente
referidos, dependentes do NO, podem ter um con-
tributo no recrutamento eosinofílico, que será tanto
mais elevado quanto maiores os níveis de NO no ar
expirado. Rutgers32 refere uma relação positiva en-
tre os valores de NO no ar expirado e a percenta-

gem de eosinófilos na expectoração. No estudo de
referência de Saetta e colaboradores24 foi demons-
trado, na expectoração e biopsias, que o aumento
destas células tende a ocorrer durante as exacer-
bações em doentes com DPOC o que pode explicar
o consequente aumento de NO verificado nestas si-
tuações34. Outros factores agressores podem estar
na origem desta eosinofilia. A relação entre a pre-
sença de inflamação eosinofílica e o fumo de tabaco
foi evidenciada em estudo animais72.

No grupo de doentes com reversibilidade do FEV
1

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

1
 após broncodilatação.

A relação entre o número de eosinófilos e o ECP
demonstra que estas células são a sua principal fon-
te, sendo provável que este marcador eosinofílico
contribua para a inflamação verificada nesta popu-
lação de doentes com DPOC.

No estudo de Rutgers61 foram encontrados va-
lores de ECP aumentados na expectoração induzida
e LBA de doentes com DPOC, com boa relação
entre os dois métodos e boa relação entre este mar-
cador e a presença de eosinófilos activados na sub-
mucosa de biopsias brônquicas. A expectoração in-
duzida pode, assim, ser útil no estudo de células das
vias aéreas centrais e de marcadores solúveis que
parecem representar quer as grandes vias aéreas
quer o espaço broncoalveolar.

Outros autores relataram aumento do ECP por
eosinófilo na expectoração induzida5,7,23,62 ou LBA4,18

de doentes com DPOC sugerindo activação e des-
granulação destas células nas vias aéreas. No pre-
sente trabalho os eosinófilos não parecem estar acti-
vados, uma vez que as concentrações de ECP não
estão aumentadas, sendo estes resultados coinci-
dentes com os de vários estudos8,57 .

Apesar da existência de uma relação não impli-
car causa-efeito, no nosso estudo, a percentagem de
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eosinófilos e a variabilidade do FEV
1
 estão intima-

mente ligados. Os dados obtidos sugerem um papel
da inflamação eosinofílica na fisiopatologia da obs-
trução e reversibilidade brônquica na DPOC. Fuji-
moto e colaboradores5 comprovaram que os números
de eosinófilos prévios à administração de corti-
costeróides se relacionam com a variabilidade do
FEV

1
 após o tratamento com prednisolona durante

duas semanas.
A existência de inflamação com um componente

eosinofílico na expectoração pode predizer benefí-
cios terapêuticos com corticoterapia. Na asma brôn-
quica, o tratamento com corticosteróides orais e/ou
inalados é uma das terapêuticas mais eficazes, di-
minuindo os sintomas, revertendo a obstrução das
vias aéreas e reduzindo os números de eosinófilos
que infiltram a submucosa das vias aéreas. As nor-
mas internacionais2 admitem que nalguns doentes com
DPOC estável pode ocorrer melhoria da função res-
piratória após um pulso de corticoterapia oral ou ina-
lada, embora tal não se consiga prever e a distinção
ocorra por intermédio de uma prova terapêutica com
estes fármacos. No trabalho de Pizzichini7 , efectua-
do em doentes com DPOC grave com hábitos tabá-
gicos e eosinofilia na expectoração induzida, ocor-
reu diminuição da sintomatologia, melhoria do FEV

1

e diminuição do número de eosinófilos e concen-
trações de ECP após terapêutica com prednisolona
oral, sem no entanto ter ocorrido alteração nos
números de neutrófilos ou proteases neutrofílicas.
Chanez e colaboradores4 referem um aumento de
eosinófilos no LBA e biopsias brônquicas e ECP no
LBA de doentes com DPOC, fumadores e ex-fu-
madores, que responderam a um pulso curto de cor-
ticosteróides orais. Dado que estes doentes respon-
dem significativamente ao broncodilatador e existe
uma resposta clínica e funcional à terapêutica,
propõem, estes últimos, que exista um subgrupo dis-
tinto de doentes com DPOC, com características
semelhantes às da asma brônquica. A ausência de
eosinofilia ou aumento de IL-5 no sangue periférico
consubstanciam esta ideia.

Todos os doentes com reversibilidade e valores

aumentados de eosinófilos referiram agravamento
subjectivo da sua sintomatologia após suspensão da
corticoterapia inalada, particularmente da dispneia,
apesar de não se ter verificado repercussão funcional.
Tal facto sugere um efeito sintomático benéfico dos
corticosteróides inalados, podendo os dados encon-
trados serem interpretados como uma consequência
da suspensão da medicação. Embora o mesmo não
se tenha verificado nos doentes do grupo sem re-
versibilidade, dado o tamanho da amostra, não po-
demos excluir completamente a presença de efeito
placebo.

A eosinofilia na expectoração induzida pode prever
benefícios desta medicação neste subgrupo de
doentes. Assim, este método é uma boa forma de
prever quais os doentes que irão beneficiar de te-
rapêutica com corticoterapia oral ou inalada. Per-
mite ainda avaliar e monitorizar a eficácia deste trata-
mento na DPOC.

Em termos clínicos e dado que o procedimento
da expectoração induzida é moroso, a determinação
do NO no ar expirado poderá ser o método de pri-
meira linha para a avaliação indirecta da inflamação
eosinofílica, apenas se avançando para a expecto-
ração induzida se os valores de NO estiverem nor-
mais ou nos casos em que exista uma discrepância
entre a história clínica, o exame objectivo e os va-
lores deste gás.

6. Linfócitos T

Este estudo procurou caracterizar as populações
de linfócitos T por métodos não invasivos, nas vias
aéreas de doentes com DPOC. Na literatura, a maio-
ria dos trabalhos prévios foram efectuados com re-
curso a biopsias brônquicas ou cirúrgicas. O estudo
dos linfócitos T na expectoração induzida foi efectu-
ado com sucesso sobretudo em doentes com asma
brônquica, onde se documentou um aumento da
subpopulação T CD4+ e um aumento da razão CD4/
/CD8, comparativamente ao sangue periférico73, 74,
mas também em doentes com DPOC75.
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Na fase que antecedeu a realização deste estudo
verificou-se que o tratamento da expectoração com
DTT conduzia a destruição dos receptores de su-
perfície dos linfócitos T, pelo que foi necessário
adaptar o procedimento de tratamento da amostra.
Resultados semelhantes foram obtidos76 em leucóci-
tos da circulação periférica com diminuição de al-
guns marcadores de superfície (por destruição dos
epitopos) e aumento da expressão de outros, com
melhor acesso dos anticorpos aos antigénios. Outras
dificuldades, para além da técnica, prendem-se com
o reduzido número de linfócitos na expectoração,
motivo que os torna difíceis de caracterizar. Nos
doentes fumadores estas células localizam-se histo-
logicamente no interior e à periferia das glândulas
brônquicas e submucosa63. Existe uma infiltração da
mucosa por células inflamatórias que é o resultado
da expressão aumentada de moléculas de adesão na
DPOC, como referido anteriormente. Assim, é pos-
sível que os linfócitos encontrados na expectoração
induzida provenham da superfície epitelial. Os re-
sultados encontrados são promissores, embora se-
jam necessários outros estudos para confirmação da
validade do actual.

Segundo alguns trabalhos, os linfócitos T CD8+
predominam na mucosa e submucosa de doentes que
mantêm hábitos tabágicos. Saetta28, ao tentar dife-
renciar as características dos fumadores com e sem
obstrução das vias aéreas com recurso a biopsias
cirúrgicas, demonstra, em fumadores com DPOC, o
aumento do número de linfócitos T CD8+ nas vias
aéreas periféricas, conduzindo a obstrução e poden-
do estar implicados nos processos de remodelação
com aumento do músculo liso. Também o estudo de
O’Shaughnessy27 reforça estas conclusões nas vias
aéreas centrais, utilizando biopsias brônquicas. Os
trabalhos referidos comprovam a relação negativa
entre os valores de linfócitos CD8+ e o FEV

1
.

Ainda que os números de células T CD4+ fossem
mais elevados, a razão CD4/CD8 foi relativamente
baixa, podendo traduzir alterações locais. Não con-
firmámos o aumento dos linfócitos T CD8+ nos va-
lores anteriormente referidos em doentes com DPOC,

em biopsias e LBA. Estas diferenças podem expli-
car-se quer pela metodologia aplicada (a expectoração
induzida parece investigar um compartimento pulmo-
nar distinto das biopsias) quer pela ausência de fuma-
dores activos na população estudada.

Sabe-se que em indivíduos saudáveis fumadores
o fumo de tabaco altera as populações de células T
com aumento dos CD8+ no sangue periférico, voltan-
do os valores ao normal após cessação tabágica77.
Existe tal interesse nos linfócitos T de doentes com
DPOC que alguns investigadores consideram que
as diferentes susceptibilidades aos efeitos do fumo
do tabaco, ocorrem em indivíduos com condicio-
nantes genéticas que determinam, à partida, uma
diminuição da razão CD4/CD878.

É possível que a actividade destes linfócitos T
CD8+ seja menor nos ex-fumadores e seja máxima
durante a manutenção do estímulo agressor (fumo
de tabaco). Os dados obtidos sugerem um possível
papel dos linfócitos T CD4+ na fisiopatologia do
desenvolvimento de obstrução. As células T CD4+,
após a cessação do factor agressor, podem estar
implicadas na manutenção de uma inflamação cróni-
ca na DPOC com destruição directa do parênquima
pulmonar, através da libertação de substâncias líti-
cas, como as perforinas e granzimas, ou indirecta-
mente, através da produção de numerosas citocinas
que podem induzir o recrutamento, activação e di-
ferenciação de outras células inflamatórias. Não se
pode excluir, igualmente, a interferência nos proces-
sos de reparação com fibrose e remodelação, após
cessação tabágica.

Parece-nos fundamental a continuidade da inves-
tigação nesta área, para que seja possível determi-
nar as acções destas células na DPOC.

7. Inflamação sistémica

A perda de peso e a fraqueza muscular ocorrem,
frequentemente, em doentes com DPOC. O baixo
peso corporal tem vindo a ser demonstrado como
um factor de mau prognóstico79.
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Neste estudo, os doentes com menor IMC possuíam
uma maior deterioração da função respiratória, ava-
liada pelo FEV

1
 e FEV

1
/FVC, o que demonstra a

diminuição da massa muscular ou peso com a pro-
gressão da doença. Um IMC inferior a 25 kg/m2

aumenta o risco de mortalidade nos doentes com
DPOC80, o mesmo se verificando nos que têm um
baixo FEV

1
81, pelo que o seu prognóstico é reser-

vado.
A fraqueza muscular ocorre em doentes com

DPOC como parte de uma diminuição do peso, mas
também por um processo isolado, sugerindo a
presença de um estado hipermetabólico com resposta
catabólica82. Este pode ser activado por citocinas
produzidas nos locais de inflamação ou na circulação,
que actuam directa ou indirectamente, originando al-
terações hormonais, como o aumento da noradre-
nalina, adrenalina ou esteróides endógenos.

Em estudos animais, os processos inflamatórios
conduzem a que vádos aminoácidos sejam desvia-
dos do músculo para o fígado de forma a possibilitar
a síntese de proteínas de fase aguda83. Ficou de-
monstrado, em doentes com estados hipermetabóli-
cos, que os níveis de proteínas de fase aguda estão84

francamente aumentados, contribuindo para a perda
de peso Uma das proteínas de fase aguda, o TNF-α,
produzido pelos macrófagos e mastócitos, pode en-
contrar-se aumentado21 relacionando-se as suas con-
centrações com a perda de peso em doentes com
DPOC estável40. Este mediador induz a produção
de IL-8 pelas células epiteliais85,  eosinófilos86 e neu-
trófilos87. Os resultados obtidos no nosso estudo per-
mitem concluir que existe uma associação entre a
IL-8 na expectoração induzida, um marcador da ac-
tividade inflamatória no pulmão e a diminuição da
massa corporal na população estudada.

Eid41 formula a hipótese de que, à medida que a
inflamação pulmonar progride, ocorre, inicialmente,
uma perda preferencial de proteínas musculares, o
que reflecte uma resposta hipercatabólica mantida.
Quando esta inflamação se torna persistente verifi-
car-se-á perda de peso com consequentes efeitos
na morbilidade e mortalidade dos doentes com

DPOC. Langen e colaboradores88 confirmam que o
TNF-α induz a activação do factor nuclear kB inter-
ferindo na diferenciação das proteínas musculares.
Estabelecem uma relação directa entre as citocinas
e a fraqueza muscular.

Estes dados permitem concluir que a alteração
observada no peso corporal de doentes com DPOC
moderada a grave pode estar relacionada com uma
resposta catabólica induzida pela inflamação crónica.

V - CONCLUSÕES

Do estudo realizado podemos concluir que:

Na população estudada de doentes com DPOC
moderada a grave, ex-fumadores, existe uma in-
flamação pulmonar crónica heterogénea, com inú-
meras células e mediadores implicados, que per-
siste mesmo na ausência de um factor agressor.
Existe um subgrupo de doentes, com reversibili-
dade à medicação broncodilatadora, que apre-
senta características inflamatórias semelhantes
às da asma brônquica (aumento dos valores de
NO no ar expirado e eosinófilos na expectoração
induzida) e significativamente diferentes da res-
tante população de doentes com DPOC.
A presença de uma obstrução com reversibili-
dade das vias aéreas pode ser justificada pelas
características inflamatórias neste subgrupo.
Estes dados sugerem a existência de um meca-
nismo inflamatório na génese da reversibilidade.
A inflamação das vias aéreas mais centrais, ava-
liada pelas células na expectoração, parecer re-
lacionar-se com a obstrução que acontece maio-
ritariamente nas vias aéreas periféricas, estimada
pelos marcadores solúveis doseados.
O recrutamento de eosinófilos nas vias aéreas
dos doentes com DPOC não ocorre por aumen-
to da produção e libertação de IL-5 por uma po-
pulação de linfócitos T, pondo em evidência ca-
racterísticas inflamatórias diferentes da asma
brônquica.

•

•

•

•
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O subgrupo de doentes com reversibilidade do
FEV

1
, valores mais elevados de NO no ar ex-

pirado e eosinofilia na expectoração, poderá be-
neficiar do tratamento com corticosteróides orais
ou inalados. São necessários ensaios clínicos
controlados que confirmem a eficácia destes fár-
macos na DPOC com resposta à prova de bron-
codilatação.
O doseamento de NO no ar expirado e a expec-
toração induzida permitem prever, de forma não
invasiva, quais os doentes com inflamação
eosinofílica das vias aéreas e podem ser um fac-
tor a considerar na avaliação inicial da doença e
na monitorização da resposta ao tratamento com
corticosteróides. O estudo das células adquiri-
das através da expectoração induzida possibilita
ainda a detecção das subpopulações linfocitárias T
na DPOC.
A diminuição do IMC, associada ao aumento de
mediadores inflamatórios, confirma a presença
de um componente sistémico na DPOC.
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