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Avaliagédo da inflamacao de vias aéreas em asmaticos
apos o teste de broncoprovocacdo com metacolina’
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Introducao: O teste de broncoprovocagdo com metacolina & comumente empregado em
pneumologia para medir a reatividade bronquica com finalidade de diagndstico ou acompanhamento
da asma. Objetivo: Pesquisar efeitos tardios da inalagdo de metacolina na inflamagdo brénquica
avaliada pelo escarro induzido. Casuistica e métodos: Foram selecionados dez pacientes com asma
leve ou moderada, néo tabagistas, com medicacdo e quadro clinico estaveis. As 12:00h, os pacientes
receberam inalagdo, aleatoriamente designada, de metacolina (broncoprovocacédo) ou soro fisiologico.
As 18:00h, foi realizada a inducéo de escarro. Em outro dia, com intervalo de uma semana, os
pacientes completaram o protocolo, recebendo a outra inalacdo (metacolina ou soro fisiolégico) e
nova inducdo de escarro. Resultados: Ap6s metacolina, obtiveram-se 8,6 + 9g de escarro, 8,6 + 6
milhdes de células, sendo 78 + 10% viaveis e 6,8 + 7% eosindfilos. Esses dados nao foram
significativamente diferentes dos resultados obtidos apés soro fisiolégico: escarro = 7,6 + 6g, células =
12,4 + 12 milhdes, 82 + 10% viaveis e 6,6 + 9% eosindfilos. A queda de pico de fluxo observada
durante a indugéo de escarro também nao diferiu: 21,4 + 12% ap6s metacolina e 18,4 + 15% apds
soro fisiolégico. A queda de pico de fluxo durante a indugdo correlacionou-se com a quantidade de
escarro (p = 0,018) e percentagem de eosindfilos (p = 0,003). Outras correlagdes entre parametros
funcionais e do escarro nao foram significantes. Conclusdo: O teste de broncoprovocagdo com
metacolina realizado seis horas antes da inducdo de escarro nao altera significativamente a quantidade
e nem a constituicdo celular do escarro. (J Pneumol 2001;27(4):171-176)

Airway inflammation in asthmatic patients
after methacholine challenge

Background: The methacholine challenge test is commonly used to evaluate bronchial
responsiveness in diagnosis and follow-up of asthmatic patients. Objective: To investigate late
effects of methacholine challenge on induced sputum. Methods: Ten non-smoker patients with
mild or moderate stable asthma were recruited. At 12:00 p.m., patients were randomly assigned
to inhale either methacholine (challenge) or physiologic saline. At 6:00 p.m., sputum induction

was performed. On the second visit, one week apart, patients completed their participation in the
study by undergoing another inhalation and sputum induction. Results: After methacholine, 8.6
+ 9 g of sputum were expectorated with 8.6 + 6 million cells, 78 + 10% were viable, and 6.8 +
7% eosinophils. These data were not different from results obtained after saline: sputum amount
= 7.6 + 6 g, total cell count = 12.4 + 12 million, viability = 82 + 10%, and eosinophils = 6.6 +
9%. Expiratory flow (PF) peak fall during sputum induction was not different: 21.4 + 12% after
methacholine and 18.4 + 15% after saline. The PF fall observed during induction correlated with
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the amount of expectorated sputum (p = 0.018) and eosinophil relative number (p = 0.003). No
other significant correlation between lung function measurements and sputum characteristics was
found. Conclusion: A methacholine challenge carried out six hours before sputum induction
does not significantly alter the cellular constituents or amount of sputum.

Descritores — Asma. Cloreto de metacolina. Testes de provocagao
brénquica.

Key words — Asthma. Methacholine chloride. Bronchial provocati-
on tests.

INTRODUCAO

A broncoprovocagdo com metacolina & um método
diagnéstico e cientifico para a medida da reatividade brén-
quica. O achado de aumento da reatividade brénquica é
determinante para o diagndstico clinico em diversas si-
tuagdes e é utilizado como parametro para medir respos-
tas terapéuticas na asma. A exclusdo do diagnéstico de
hiper-reatividade bronquica, através de resposta normal
a inalagdo de metacolina, é também importante na préati-
ca clinica e cientifica, porque nos auxilia a descartar o
diagnostico de asma?. Paralelamente a avaliacao da rea-
tividade brdnquica, a anélise da inflamacao de vias aéreas
oferece informagdes complementares e valiosas. Um pos-
sivel efeito da inalacdo de metacolina nos parametros in-
flamatérios do asmatico poderia interferir em estudos ou
situagdes em que a avaliagdo da inflamacao seja necessa-
ria. Além do mais, se a metacolina tiver efeito de intensi-
ficar a inflamacéo, a broncoprovocacdo tornar-se-a teste
de maior risco. Poucos estudos tém-se dedicado a esses
aspectos da broncoprovocagdo com metacolina.

O escarro induzido, recentemente aprimorado, tem-se
tornado um instrumento de avaliagdo da inflamagao de
vias aéreas em asmaticos cada vez mais empregado®. O
procedimento é mais seguro do que a broncoscopia e
pode avaliar diversos parametros inflamatérios, principal-
mente, para fins de investigacdo cientifica da asma. A
indugéo do escarro é um procedimento n&o invasivo que
se faz pela inalagao de solugéo hipertdnica (como NaCl a
4,5%) por tempo determinado, dez a 20 minutos, para
provocar a secregao brdonquica e, portanto, a expectora-
¢éo, possibilitando o estudo de material oriundo das vias
aéreas. Nao se processa o escarro induzido como em la-
boratérios gerais, através de simples esfregaco do mate-
rial, mas sim através da lise do muco do escarro, que o
transforma em estado liquido, como é o lavado broncoal-
veolar (LBA), o liquido pleural, liquido ascitico, etc. S6 as-
sim é possivel separar as células e sobrenadante, realizar
a contagem do nimero total de células, analisar o sobre-
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Siglas e abreviaturas utilizadas neste trabalho

LBA - Lavado broncoalveolar

VEF, — Volume expiratério for¢ado no primeiro segundo

PC20 - Concentracdo de metacolina provocadora de queda de
20% do VEF,

PF - Pico de fluxo

nadante e preparar laminas para diversos fins citolégicos
ou imunocitolégicos.

Com o objetivo de pesquisar efeitos pré-inflamatérios
da metacolina e, portanto, caracterizar melhor o teste de
broncoprovocacdo com metacolina, avaliamos o escarro
induzido seis horas ap6s a inalacdo de metacolina com-
parando-o com o escarro colhido seis horas apds a inala-
¢ao de soro fisioldgico. O estudo foi realizado em pacien-
tes com asma leve ou moderada, no periodo intercrise.

MATERIAL E METODOS

Casuistica

Foram selecionados pacientes do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto que apre-
sentavam asma leve ou moderada definidas conforme a
publicacdo Guidelines for the Diagnosis and Manage-
ment of Asthma — 1997 (National Asthma Education
and Prevention Program — USA)®. Portanto, era requi-
sito o diagnéstico de asma baseado na presenca de obs-
trucdo de vias aéreas com reversibilidade parcial ou total,
de sintomas episédicos relacionados a obstrugdo e na
auséncia de outros diagnosticos. Para completar os crité-
rios de selegao, o volume expiratério forcado no primei-
ro segundo (VEF,) deveria ser igual a ou maior que 60%
do valor previsto, a idade entre 18 e 60 anos, quadro
clinico estavel e capacidade de compreender e executar
os procedimentos envolvidos no estudo. Foram excluidos
tabagistas, portadores de doengas pulmonares além de
asma e pacientes em uso de antibiéticos ou corticosteroi-
des sistémicos. Pacientes que haviam apresentado infec-
¢ado respiratéria nas seis semanas precedendo o estudo
tiveram sua participagéo adiada.

Aspectos éticos

Os pacientes que preencheram os critérios para sele-
¢ao receberam informacdes sobre os objetivos do estudo,
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procedimentos envolvidos e riscos. Se voluntarios, assi-
naram um termo de consentimento livre e esclarecido. O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribei-
réo Preto.

Delineamento do estudo

O trabalho deu-se em duas consultas, com um interva-
lo de uma semana entre elas. Em ambas as consultas, os
pacientes submeteram-se a uma inalagdo — em uma, de
soro fisiolégico, e, na outra, de metacolina (teste de bron-
coprovocagao) — sempre as 12:00h. Os pacientes foram
aleatoriamente designados para submeter-se a inalacdo
de metacolina na primeira ou na segunda consulta. No
dia de cada consulta, eles retornaram ao laboratério de
fungdo pulmonar as 18:00h para inducdo de escarro.

Broncoprovocaciao com metacolina

O teste de broncoprovocacdo com metacolina foi reali-
zado empregando-se cloreto de metacolina (Sigma, St.
Louis, MO, EUA) diluido em solucdo salina tamponada
(PBS), de acordo com padronizagdo usada em nosso labo-
ratério®. Resumidamente, concentracdes progressivamen-
te maiores (cada uma sendo o dobro da anterior), de 0,03
até 16mg/ml, foram inaladas com auxilio de um nebuli-
zador (Narco Service, Brasil), cujo débito confirmado era
de 0,13ml/min. As inalagbes prosseguiram até que queda
de pelo menos 20% do VEF, fosse detectada. Uma curva
dose-resposta foi elaborada e a concentracdo necessaria
para provocar queda de 20% no VEF, (PC20) foi calculada.

Inducdo e analise do escarro

Antes da indugéo, realizamos medida do pico de fluxo
(PF) e administracdo de salbutamol (spray, 200ug). A me-
dida do PF foi repetida a cada cinco minutos durante a
inducdo do escarro, que se constituiu de inalagdo de solu-
¢éo salina hipertdnica (4,5%) com 20 minutos de dura-
¢do. Utilizamos um nebulizador ultra-sénico (UltraNeb
2000, DeVilbiss, Somerset, PA, EUA) que gera particu-
las com tamanho médio de 4,5u e débito de 2,5ml/min.
Mesmo que tivessem que interromper a inalagdo, os pa-
cientes foram orientados a tossir quando necessério e a
escarrar em um frasco plastico, sendo a saliva despreza-
da previamente. Se ocorressem sintomas intensos (chia-
do, tosse ou dispnéia), o procedimento seria interrompi-
do e cancelado, assim como se houvesse queda de fun-
¢do pulmonar maior que ou igual a 20%®). Para a analise,
o escarro foi misturado e homogeneizado a ditiotreitol
(DTT). O nimero e viabilidade celulares foram avaliados
em hemocitdmetro (cAmara de Neubauer) apds colora-
¢do com azul de Trypan. Laminas para contagem dife-
rencial foram preparadas por citocentrifugacéo e colora-
¢do com May-Grunwald-Giemsa.
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Analise estatistica

Apdbs a confirmagdo da distribuicdo normal, o teste t
pareado bicaudado de Student foi usado para a compara-
¢éo entre as duas situagdes (apds metacolina e apds soro
fisiolégico). Calculamos o coeficiente de correlacao de
Pearson, designado r, para pesquisar a correlagdo entre
os parametros funcionais e do escarro. Foi considerado
significante o valor de p < 0,05. Os dados estdo expos-
tos como média + desvio padrao.

RESULTADOS

As caracteristicas gerais dos pacientes estdo demons-
tradas na Tabela 1, onde também se véem os resultados
da queda do PF causada pela inducéo de escarro. Os valo-
res da queda do PF durante a indugdo ultrapassaram, em
alguns casos, o limite predeterminado por duas razdes:
primeira, porque, quando detectada, a queda de PF ja havia
ultrapassado 20%. E, segunda, porque nos asseguramos
de que ambas as indugdes, num mesmo paciente, tives-
sem a mesma duragdo, mesmo que o PF atingisse o limite
estipulado. Isso para evitar que a duracdo da inalacao fos-
se um fator de interferéncia na quantidade e celularidade
do escarro. Apesar de a queda de PF observada na pri-
meira inducdo nao ter sido, em alguns pacientes, igual a
verificada na segunda indugdo, quando analisamos o gru-
po todo nao detectamos diferenca significativa. Isto é, a
queda de PF observada na inducdo apés inalacao de me-
tacolina foi de 21,4 + 12% e, apds soro fisiologico, de
18,4 + 15% (Tabela 2). Todos os pacientes foram obser-
vados e medicados apds o procedimento e o broncoes-
pasmo foi revertido rapidamente (menos de 30 minutos)
em todos os casos. Nao houve sintomas graves ou outras
complicacbes da inducdo de escarro.

Na Tabela 2, estao relacionados os resultados dos se-
guintes pardmetros: PF antes da indugdo, queda do PF
durante a indugéo, quantidade de escarro induzido, total
de células (leucdcitos) no escarro colhido, viabilidade ce-
lular e percentagem de eosinéfilos do escarro colhido seis
horas apéds inalagdo de soro fisiolégico comparados com
os parametros do escarro colhido seis horas apés a inala-

TABELA 1
Caracteristicas gerais dos pacientes estudados (n = 10)

Idade (anos) 41,5 (= 15,6)
Sexo (% masculino) 80

VEF, (% do predito) 92,8 (= 18,2)
PC20 (mg/ml) 1,91 (= 1,6)
Queda do PF na inducgéo (%) 19,9 (= 13,9)

Dados apresentados como média (+ desvio padrao)

VEF,: volume expiratério forcado no primeiro segundo

PC20: concentragao de metacolina provocadora de queda de 20% do VEF,

PF: pico de fluxo; o valor de queda do PF refere-se as 20 indugdes de escarro realizadas.
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TABELA 2
Dados da inducao e do escarro seis horas apés inalacao de soro fisiologico ou metacolina

Apés soro fisiolégico

Apos metacolina p (teste t pareado)

PF pré-inducdo (L/min)
Queda do PF na inducédo (%)
Quantidade de escarro (g)
Total de células (x10°¢)
Viabilidade celular (%)
Eosinodfilos (%)
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Figura 1 - Ha correlagao linear positiva entre percentagem de eosi-
ndfilos no escarro induzido e queda do pico de fluxo (PF) durante a
indugao de escarro. Foi utilizado o método de regressao linear sim-
ples para a reta demonstrada no gréfico.

¢do com metacolina. Através da inducao de escarro, apés
a broncoprovocagdo com metacolina, obtiveram-se 8,6
+ 9g de escarro com 8,6 + 6 milhdes de células, sendo
78 = 10% viaveis e 6,8 + 7% eosindfilos. Esses dados
néo foram significativamente diferentes dos resultados ob-
tidos apés inalagdo de soro fisiologico (Tabela 2).

A quantidade de escarro correlacionou-se significativa-
mente com a queda do PF, com valor de r = +0,72 (p =
0,018), demonstrando que a maior queda de PF se asso-
ciava a maior volume de escarro expectorado. Houve tam-
bém correlacdo significativa entre a percentagem de eo-
sinéfilos no escarro e a queda de PF durante a inducao
pés-metacolina com r = +0,82 (p = 0,003) (Figura 1).
Entretanto, a queda de PF n&o se correlacionou com o
numero total de células no escarro e nem com a viabilida-
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de destas células. Esses pardmetros do escarro (quantida-
de, nimero de células, eosindfilos e viabilidade celular)
ndo se correlacionaram com nenhum dos outros dados
funcionais (VEF,, PC20 ou PF pré-inducéo) (Tabela 3).

DiscussAo

Este estudo em pacientes asmaticos demonstrou que o
teste de broncoprovocacdo com metacolina realizado seis
horas antes da inducdo de escarro nao altera significati-
vamente seu volume e nem sua constituigao celular. Aléem
disso, o risco principal do procedimento de indugado de
escarro, que é o broncoespasmo, também nao se modifi-
cou. Com relagéo a essa queda de fungdo pulmonar du-
rante a inducdo de escarro, o trabalho permitiu demons-
trar que, quanto maior o broncoespasmo durante a indu-
¢&0, maior é a quantidade de escarro produzida e maior a
percentagem de eosinéfilos nesse escarro, provavelmen-
te, refletindo a maior gravidade da asma.

Conhecer os efeitos tardios das broncoprovocacdes é
fundamental para o pneumologista que executa esses tes-
tes. Embora tenhamos demonstrado que a broncoprovo-
cagdo com metacolina ndo induz inflamacdo brénquica
em asmaticos, a broncoprovocacdo com alérgeno certa-
mente o faz. Diaz et al. detectaram que a quantidade de
linfocitos, neutrdfilos, eosindfilos, proteina basica princi-
pal dos eosindfilos e neurotoxina derivada dos eosinéfilos
no LBA de asmaéticos aumenta seis horas apés o teste de
broncoprovocacdo com alérgenos®. O teste de bronco-
provocacao com a metacolina é indubitavelmente o mais
empregado na pratica clinica e, portanto, conhecé-lo bem
& uma necessidade para os clinicos e pesquisadores dessa
area.

Os efeitos do teste de broncoprovocagdo com metaco-
lina sobre o LBA tém sido mais estudados do que sobre o
escarro induzido. Lam et al. demonstraram que a inala-
¢do de metacolina realizada dez minutos antes do LBA
ndo modifica a contagem celular deste fluido”. De modo
similar, Soderberg et al. avaliaram a contagem celular e a
concentracao de albumina no LBA colhido 24 horas apés
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TABELA 3
Correlacdes de Pearson entre dados funcionais e do escarro induzido

Parametros de funcao pulmonar

v EF, (% predito)

PC20 (mg/ml)

Queda do PF na inducao (L/min)
V EF, (% predito)

PC20 (mg/ml)

Queda do PF na indugao (L/min)
V EF, (% predito)

PC20 (mg/ml)

Queda do PF na inducdo (L/min)

Parametros do escarro induzido r p
Quantidade de escarro (g) -0,32 0,36
Quantidade de escarro (g) -0,38 0,27
Quantidade de escarro (g) +0,72 0,018
Total de células (x10°) -0,22 0,54
Total de células (x10°) -0,39 0,25
Total de células (x106) +0,59 0,07
Eosindfilos (%) -0,09 0,79

Eosindfilos (%) 0 1
Eosindfilos (%)

+0,82 0,003

r: coeficiente de correlagdo de Pearson
p: nivel de significancia
W EF,: volume expiratdrio forcado no primeiro segundo

PC20: concentragao de metacolina provocadora de queda de 20% do VEF,

PF: pico de fluxo

a broncoprovocagdo e nenhuma mudanca significante foi
detectada®. Poucos autores encontraram alteragdes no
LBA apds broncoprovocacdo com metacolina e, mesmo
assim, essas alteragdes foram discretas®. Embora os re-
sultados do LBA e do escarro induzido ndo possam ser
diretamente comparados, os aqui demonstrados confir-
mam dados prévios de que a inalagdo de metacolina nao
leva a mudancas significantes na avaliagdo da inflamacao
de asmaticos.

A metacolina & um derivado sintético do neurotrans-
missor acetilcolina, substancia que ocorre naturalmente
no organismo. A metacolina é metabolizada mais lenta-
mente pela colinesterase do que a acetilcolina. Seus efei-
tos podem ser bloqueados ou diminuidos pela atropina e
outros agentes anticolinégicos (ex.: brometo de ipratré-
pio). A metacolina e a histamina causam broncoconstri-
¢do em doses aproximadamente equivalentes. A metaco-
lina é preferivel para a medida de reatividade brénquica
porque o uso de histamina se associa a mais efeitos cola-
terais, incluindo cefaléia, rubor cutdneo e rouquidéo. Além
do que, as medidas com histamina sdo menos reproduti-
veis, Além da conhecida ac¢do da metacolina no muscu-
lo liso brénquico, foram identificados receptores muscari-
nicos para a acetilcolina (e, portanto, para metacolina)
em células endoteliais, epiteliais, neutréfilos, linfécitos,
mastocitos, mondcitos e macréfagos'?, o que poderia
sugerir um papel pré-inflamatério da metacolina empre-
gada na broncoprovocagdo. Porém, esse papel ndo se
confirmou neste estudo e nem em trabalhos prévios.

Apesar de a presente casuistica ndo ser muito grande,
o aumento do nimero de pacientes néo levaria, prova-
velmente, a conclusdes diferentes. Outra limitagdo po-
tencial do estudo foi a variabilidade (entre individuos) da
celularidade total do escarro. Essa variabilidade explica-
se pela propria abrangéncia da populagéo estudada, uma
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vez que tanto pacientes com asma leve como pacientes
com asma moderada foram incluidos. A quantidade de
escarro e de células depende do tempo de inducdo. O
tempo de inducdo foi padronizado, mas foi abreviado no
caso de queda de PF intensa. Mesmo assim, certificava-
mo-nos de que o tempo de inducéo fosse sempre igual
para um mesmo individuo. Enfim, estudos futuros utili-
zando uma populag¢do maior e limitada a asma leve tra-
réo resultados interessantes para confirmar estes acha-
dos e analisar diferentes tempos ap6s a broncoprovoca-
¢éo e diferentes parametros inflamatérios.

Em conclusdo, segundo dados da literatura médica, a
metacolina é uma boa opgdo como agente broncoprovo-
cador para a medida de reatividade brénquica e, confor-
me demonstramos, a administracdo de metacolina é se-
gura por n&o induzir alteragdes celulares tardias. Estudos
prévios e os resultados apresentados sugerem que o efei-
to da metacolina limita-se a contra¢do da musculatura lisa
brénquica, apesar de que novos estudos serdo necessa-
rios para avaliar outros parametros do processo inflama-
tério. Esses resultados auxiliam também o delineamento
de pesquisas envolvendo asmaticos, em que a reatividade
brénquica & metacolina é medida em tempos préximos
aos da avaliacdo da inflamacéo de vias areas.
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