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RESUMO

Introdugdo: O estudo da resposta broncodilatadora e da eosinofilia no
escarro ou no sangue de pacientes com Doenga Pulmonar Obstrutiva
Cronica (DPOC) estavel sdo de interesse atual em virtude das
implicagdes para o manejo da doenga. Objetivos: O objetivo primario do
presente estudo foi avaliar, em uma amostra de pacientes com DPOC
estavel, se existem diferencas nas medidas do volume expirado no
primeiro segundo (VEF,) e capacidade vital lenta (CVL) aos 20 e aos 45
minutos apdés uso de broncodilatador (BD) de curta duragao.
Adicionalmente foi investigada a presenga de correlagdo entre a
magnitude da resposta broncodilatadora e eosindfilos no escarro
induzido ou sangue periférico e, avaliada a concordéancia entre estes dois
parametros. Métodos: Estudo transversal com 37 individuos com DPOC
moderado a muito grave, integrantes da fase de “run in” de estudo
multicéntrico intervencional. Foram realizadas espirometrias antes, 20 ¢
45 minutos apdés a inalacdo de salbutamol 400mcg via espagador.
Sangue periférico para hemograma foi coletado simultaneamente, assim
como se induziu e processou o escarro para analise da celularidade.
Resultados: A maioria dos participantes eram homens (62,2%), com
idade média de 67,2 anos. Todos eram fumantes ou ex-fumantes e a
carga tabagica média foi de 52,6 magos/ano. Quatorze participantes
(37,8%) foram classificados como GOLD 11, 13 (35,2%) como GOLD
III e dez (27%) como GOLD IV. Nenhum participante fazia uso de
corticoide inalatorio. A média e intervalo de confianga (IC) 95% da
resposta broncodilatadora aos 20 minutos foi de 0,23 L (0,18-0,28)
sendo similar a da resposta broncodilatadora aos 45 minutos, de 0,25 L
(0,20-0,30), com um coeficiente de correlagdo intraclasse (CCI) entre as
duas medidas de 0,98 (0,97;0,99), p<0,001. Dezessete individuos
(45,9%) apresentaram resposta broncodilatadora significativa de 200 ml
e 12% do valor basal aos 20 minutos. Treze individuos (35,1%) tinham
eosinofilia no escarro induzido (eosinofilos no escarro >3%), sendo que
estes apresentaram limitagdo ao fluxo de ar das vias aéreas
significativamente mais grave do que aqueles com escarro ndo
eosinofilico. A média e IC de 95% da contagem eosinofilos no sangue
periférico, expressos em nimeros absolutos x10°L foi de 0,27(0,21—
0,33). A maioria dos participantes (59,5%) tinha uma contagem absoluta
de cosinéfilos no sangue >0,2 x10°L. Embora houvesse moderada
correlacdo (r=0,400; p=0,01) entre eosinofilia no escarro e no sangue
periférico a concordancia entre estes dois pardmetros para diversos
pontos de corte, medida pelo Kappa estatistico, foi fraca. A resposta



broncodilatadora néo se correlacionou com a inflamacao eosinofilica em
vias aéreas ¢ nem com os eosin6filos no sangue periférico. Conclusdes:
Estes resultados sugerem que ¢ indiferente medir a resposta
broncodilatadora a inalagdo de 400 mcg de salbutamol aos 20 ou 45
minutos. A magnitude ou presenga desta resposta, ndo esta relacionada a
inflamagdo eosinofilica medida no sangue ou no escarro induzido. A
concordancia entre os eosinéfilos no sangue periférico e no escarro
induzido foi baixa.

Descritores: Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica. Resposta
Broncodilatadora. Espirometria. Eosinofilos no Escarro Induzido.
Eosindfilos no Sangue Periférico. Inflamacdo das Vias Aéreas.



ABSTRACT

Introduction: The study of bronchodilator response and sputum or blood
eosinophilia of patients with stable Chronic Obstructive Pulmonary
Disease (COPD) is of current interest due to the implications on the
disease management. Objectives: The primary objective of this study
was to evaluate, in a sample of patients with steroid naive stable COPD,
if there were differences in measuring expired volume in the first second
(FEV)) and slow vital capacity (CVL) at 20 and 45 minutes after the use
of Bronchodilator (BD). In addition, we investigated the presence of a
correlation between the magnitude of the bronchodilator response and
induced sputum or peripheral blood eosinophils and agreement between
these two parameters. Methods: A cross-sectional study with 37
moderate to very severe COPD patients, participants of a multicenter
interventional study evaluated in the “run in” phase before any
intervention. Spirometry was performed before, 20 and 45 minutes after
salbutamol 400mcg inhaled via a spacer. Peripheral blood for cell count
was collected simultaneously, as well as sputum induction and
processing for cellularity analysis. Results: Most of the participants
were men (62,2%), with a mean age of 67,2 years. All were smokers or
former smokers and the mean smoking load was 52,6 year/pack.
Fourteen participants (37,8%) were classified as GOLD 11, 13 (35,2%)
as GOLD III and ten (27%) as GOLD IV. No one was on inhaled
corticosteroids treatment. The mean and 95% confidence intervals (CI)
of the 20 minutes bronchodilator response were 0,23 L (0,18-0,28),
similar to the 45 minutes bronchodilator response, 0,25 L (0,20-0,30),
with an Intra class Correlation Coefficient (ICC) between the two
measures of 0,98 (0,97; 0,99), p <0,001. Seventeen individuals (45,9%)
had a bronchodilator response of 200 ml and 12% of the baseline value
at 20 minutes. Thirteen subjects (35,1%) had induced sputum
eosinophilia (sputum eosinophils >3%), and had significantly greater
airflow limitation than those with non-eosinophilic sputum. The mean
and 95% CI of peripheral blood eosinophil count, expressed in absolute
numbers x10°L was 0,27 (0,21-0,33). Most of participants (59,5%) had
an absolute eosinophil count in the blood >0,2 x10°L. Although there
was a moderate correlation (r = 0,400; p = 0,01) between sputum and
peripheral blood eosinophils, the agreement between these two
parameters at different cutoff points, as measured by statistical Kappa,
was poor. The bronchodilator response didn’t correlate with airways
eosinophilic inflammation nor with peripheral blood eosinophils.
Conclusion: These results suggest that measuring the bronchodilator



response to the inhalation of 400 mcg of salbutamol at 20 or 45 minutes
offers the same information. The magnitude of this response or its
presence is not related to the eosinophilic inflammation measured in
blood or induced sputum. The agreement between eosinophils in
peripheral blood and induced sputum was low.

Keywords: Chronic Obstructive Pulmonary Disease. Bronchodilator
Response. Spirometry. Sputum Eosinophils. Peripheral Blood
Eosinophils. Airway Inflammation.
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1 INTRODUCAO
1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) ¢é de elevada
prevaléncia e atualmente a quarta causa de mortes no mundo, com a
projecdo de se tornar a terceira causa de mortes em 2020 . Em 2015 a
DPOC causou aproximadamente 5% de todas as mortes do mundo e
noventa por cento ocorreram em paises de baixa e média renda .
Estima-se que no Brasil menos de um quinto dos pacientes com DPOC
tenha diagnostico estabelecido e, nas fases mais graves da doenca,
apenas metade receba algum tipo de tratamento especifico para sua
enfermidade *. Considerando que o diagndstico e tratamento precoces
podem influenciar na desaceleragdo do declinio da fun?éo pulmonar, e
que nas fases iniciais esta perda seja mais acentuada *%, ¢ fundamental
o esforgo para o diagnostico precoce bem como a instituigdo de medidas
terapéuticas farmacologicas e ndo farmacologicas .

Definida como uma enfermidade relacionada a exposi¢do do
individuo a gases ou particulas nocivas inaladas, trata-se de doenga
comum, prevenivel e tratavel V. Caracterizada por sintomas
respiratorios e limitacdo persistente ao fluxo de ar nas vias aéreas, que
usualmente € progressiva e associada a resposta inflamatéria cronica e a
alteracOes estruturais decorrentes em alvéolos e vias aéreas DA
magnitude e predomindncia dos danos estruturais variam em cada
individuo, em virtude de caracteristicas proprias .

A DPOC produz uma deterioragdo progressiva da capacidade
fisica e laboral em decorréncia de sintomas de dispneia em graus
limitantes as diversas atividades da vida cotidiana ®”. Os mecanismos
envolvidos na génese das manifestacdes clinicas da DPOC séo
multiplos, entre os quais se pode ressaltar alteragdes mecanicas
estruturais e inflamatérias locais e sistémicas cujo resultado ¢ a
disfung¢do do sistema respiratorio ¢ de sua interagdo com os demais
sistemas ""”. O aprimoramento do conhecimento dos mecanismos
fisiopatolégicos envolvidos na evolugdo da doenga tem permitido o
desenvolvimento de novas opgdes de manejo, com o objetivo de
interferir na progressdo da limitagdo ao fluxo de ar V. Os fatores que
diferenciam a evolucdo de cada paciente e como estes influenciam o
prognostico, ainda nio sio completamente claros ‘.

Do ponto de vista clinico, os sintomas cardinais da DPOC sao
tosse produtiva e dispneia. Esta Gltima ¢é progressiva e limitante para as
atividades fisicas. Estes achados relacionam-se a fisiopatologia da



16

doenga, caracterizada de forma geral por obstrucdo de pequenas vias
aéreas com bronquiolite e destrui¢do do parénquima pulmonar com
perda das caracteristicas de recolhimento eldstico dos pulmdes,
caracterizando 4reas de enfisema "*'?. Ambas as situagdes tém carater
evolutivo e manifestam-se como uma resposta inflamatoria cronica a
exposicdo aos agentes inalantes, em especial, ao tabagismo 7. As
alteragdes  inflamatdrias  cronicas nos pulmdes determinam
consequéncias funcionais importantes incluindo a limitagdo crénica ao
fluxo de ar e a hiperinsuflagio pulmonar "*'*. Desta forma a DPOC
integra conceitos clinicos, inflamatorios e funcionais, o que evidencia a
complexa heterogeneidade da doenga e sua evolugéo .,

Do ponto de vista de diagnostico a Estratégia Global para o
estudo da DPOC (GOLD), em sua revisdo mais recente, sugere a medida
da funcdo pulmonar por meio da espirometria para estabelecer o
diagnoéstico e a classificacdo de gravidade funcional, relacionando-a ao
prognoéstico e ndo mais a classificacdo da doenga, que utiliza agora
critérios clinicos predominantemente ‘.

1.2 DIAGNOSTICO DA DPOC: PROVA DE FUNCAO PULMONAR
E RESPOSTA AO BRONCODILATADOR

A avaliagdo da funcdo pulmonar nos individuos portadores de
DPOC ainda na atualidade enfrenta desafios em seu método, analise e
interpretagio Y. A espirometria, na DPOC, faz parte da avaliagio
diagnostica e, até a atualizagio de 2017 a GOLD " incluia, nos critérios
de classificagdo da doenca para planejamento terapéutico, a magnitude
da limitagdo ao fluxo de ar das vias aéreas. A mudanca da ultima
atualizacdo da GOLD ", em que a espirometria ndo € mais considerada
para classificagdo da doenga e, sim, da gravidade da limita¢do ao fluxo
de ar, foi fundamentada por evidéncias mais recentes sugerindo que,
talvez, a espirometria ndo tenha aplicabilidade na avalia¢do evolutiva do
paciente e sua resposta as intervencdes >'?. Além disso, a variabilidade
individual das medidas ao longo do tempo pode limitar o valor de uma
unica medida em relagdo ao seu uso como um desfecho clinicamente
importante (17.18)

A espirometria ¢ um exame de simples execugdo, com boa
reprodutibilidade fornecendo medidas de volumes e fluxos pulmonares
através de manobras ventilatorias orientadas ®. Os parimetros
considerados importantes para diagnostico e acompanhamento da DPOC
permanecem sendo o valor do volume expiratério for¢ado no primeiro
segundo (VEF)) e sua relacdo com a capacidade vital lenta (CVL) ou
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forcada (CVF) "% sendo a relagdo VEF,/CVF menor do que 0,7
apos broncodilatador o critério para diagnostico funcional de DPOC'".
Embora outras provas funcionais (volumes pulmonares e difusdo do
mondéxido de carbono) tenham a vantagem de avaliar de forma mais
completa a heterogeneidade e dindmica das manifestacdes clinicas dos
individuos com DPOC, a espirometria oferece a possibilidade de
execucdo em unidades de satide de menor complexidade, o %ue permite
o diagnostico precoce e facilita o seguimento dos pacientes '°.

O uso do valor fixo da razdo VEF,/CVF para o diagnoéstico da
DPOC vem sendo criticado pelo potencial de identificacdo erronea da
doenga nos individuos mais jovens ¢ nos mais idosos (1920 para evitar
diagndsticos falso positivos ou falso negativos, alguns autores sugerem
0 uso dos limites inferiores de normalidade '®. Neste sentido, Hansen e
col (21), estudaram a prevaléncia de DPOC, usando o banco de dados do
estudo NHANES III. Estes autores empregaram ambos os parametros da
razdo VEF,;/CVF: valor fixo e limite inferior da normalidade desta
relacdo. Neste estudo, que incluiu 3497 tabagistas e¢ 5906 adultos
saudaveis que nunca fumaram os resultados mostraram que, usando o
valor fixo da razdo VEF;/CVF, cerca de metade dos adultos jovens
foram erroneamente classificados como tendo espirometria normal,
quando a mesma estava claramente alterada pelo limite inferior da
normalidade. O contrario aconteceu com um quinto dos individuos
idosos, cuja espirometria era normal ?elo limite inferior da normalidade,
mas alterada pelo critério da GOLD'.

Além do diagnodstico da limitagdo ao fluxo de ar na DPOC, a
espirometria também permite a avaliagdo da magnitude da resposta
broncodilatadora. A reversibilidade da bronconstric¢do ou resposta
broncodilatadora pode ser definida como um aumento do VEF; em
resposta ao tratamento ativo, que seja superior ao que ocorreria por
chance ®. O coeficiente de variagdo do VEF, em individuos normais ¢
menor que 5% com um desvio padrdo de medidas, repetidas no mesmo
dia, de 102 ml *?). Isto significa que, se uma alteragdo no VEF; exceder
170 ml pode ser considerada como tendo surgido por outras causas que
ndo por acaso. Tanto a American Thoracic Society (ATS) como as
European Respiratory Society (ERS) recomendam que as alteragcdes no
VEF, somente devam ser consideradas significativas se estas excederem
um volume absoluto de 200 ml e 12% em relagdo ao valor pré-
broncodilatador, tanto para VEF, quanto para CV ).

A medida da resposta broncodilatadora, na pratica clinica, deve
ser baseada em espirometria realizada de acordo com diretrizes
universalmente aceitas. As atuais diretrizes da ATS/ERS (%
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recomendam que a resposta broncodilatadora seja medida como a
seguir: 1) espirometria basal seguida da inalagdo de 4 jatos de um
broncodilatador de acdo curta (exemplo salbutamol); 2) espirometria
pos-broncodilatador realizada >10 até 15 minutos se o broncodilatador
for salbutamol ou apos 30 minutos, se o broncodilatador for um
anticolinérgico de acao rapida.

O uso da resposta broncodilatadora na DPOC, como critério
para classificagdo diagnoéstica e escolha terapéutica, tem percorrido um
longo caminho @426 por exemplo, até ha pouco tempo, considerava-se
que a presenca de resposta significativa ao broncodilatador na
espirometria excluia o diagnéstico de DPOC @9 Entretanto, estudos
mais recentes evidenciam que a resposta broncodilatadora significativa
pode estar presente em pacientes com DPOC e que esta pode variar ao
longo do tempo, em um mesmo individuo *¥.

A prevaléncia de resposta broncodilatadora significativa em
pacientes com DPOC varia de 9% “” a 52% 9. Parte desta
variabilidade pode ser explicada por diferencas metodologicas,
facilmente observadas pela heterogeneidade entre os diversos estudos no
que se refere a esta medida “Y. Entre os diversos fatores que podem
influenciar a resposta ao broncodilatador se encontram o tipo de
broncodilatador utilizado, a dose, o tempo da medida apds inalagdo e a
propria variabilidade individual nas medidas ao longo do tempo %, A
despeito das recomendagdes atuais das diretrizes para avaliar a resposta
broncodilatadora '**?, o intervalo de tempo utilizado para medida de
VEF, apés inalacdo do broncodilatador varia de 15 minutos até uma
hora nas diversas publicacdes '***9 (Tabela 1).
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Tabela 1 - Estudos que avaliaram resposta broncodilatadora na DPOC e método
empregado.

Numero de Broncodilatador e Tempo para medida
pacientes dose utilizados pos broncodilatador

ECLIPSE"™ 1831 Salbutamol 400 pg 15min

ISOLDE ®¥ 660 Salbutamol 400 uge  30min + 30 min
80 pg ipratropio

Estudo

UPLIFT®” 5756 Ipratropio 80 pg e 60min+30 min
salbutamol 200 pg

PI;ATINO 5571 Salbutamol 200 pg 15min

35

NETT ©? 544 Salbutamol 116 pg 15min

ECLIPSE: Evaluation of COPD Longitudinally to Identify Predictive Surrogate
Endpoints;,ISOLDE: Inhaled Steroids in Obstructive Lung Disease in Europe;
UPLIFT: Understanding Potential Long-term Impacts on Function with
Tiotropium;,PLATINO: Proyecto Latinoamericano de Investigacion en
Obstruccion Pulmonar,NETT: National Emphysema Treatment Trial

O salbutamol inalatério na dose de 200 a 400mcg ¢ o
broncodilatador mais comumente usado e, mais frequentemente, ¢
utilizado um intervalo de 15 minutos entre inalagdo do broncodilatador e
medida do VEF, p6s, uma vez que este ¢ considerado o tempo minimo
para o efeito farmacoldgico desta droga ***). Entretanto, se desconhece
se ha vantagens em medir a resposta broncodilatadora mais tardiamente.
Contudo, ¢ plausivel imaginar que, ao ampliarmos o intervalo de tempo
para medida do VEF, ap6s broncodilatador possa haver um incremento
de reversibilidade em um grupo de pacientes com DPOC ©”.

1.3 INFLAMACAO NA DPOC

A presenga de inflamacdo na DPOC, estabelecida como
resposta a inalagdo de particulas e gases toxicos, ¢ associada aos
achados patolégicos da doenca “**”, ¢ entendida como resposta local e
sistémica persistente G739 A inclusdo da presencga de inflamagdo nos
critérios de acompanhamento da doenga ¢é defendida mesmo nas
situagOes de doenca estavel ©7.38)

Alguns estudos, embora ndo conclusivos, sugerem que o
aumento das células inflamatdrias nas vias aéreas estd relacionado a
gravidade da doenga e ao declinio da funcdo pulmonar, assim como a
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inflamag@o sistémica pode estar associada as comorbidades e ao risco de
exacerbagoes (@840

A inflamagdo das vias aéreas na DPOC ¢ caracteristicamente
neutrofilica. Entretanto, dados de um grande estudo longitudinal
(ECLIPSE - Evaluation of COPD Longitudinally to Identify Predictive
Surrogate End-points) ndo estabeleceu relacdo deste achado e sua
variagdo com desfechos clinicos significativos *". Outros autores citam
a predominancia de inflamagdo neutrofilica em individuos com perfil de
maior gravidade da DPOC, sugerindo haver relacdo com a presenca de
enfisema “?.

Além da inflamacdo neutrofilica, a presenca de inflamagao
eosinofilica nas vias aéreas de pacientes com de DPOC pode ser
identificada em 10 a 40% dos casos em diversos estudos “*. O impacto
deste achado vem sendo estudado com focos diversos, relacionados a

. \ A ~ (44)
resposta broncodilatadora, e a frequéncia de exacerbagdes . A
presenca de inflamagdo eosinofilica nas vias aéreas de pacientes com
DPOC esté relacionada & responsividade aos corticoides * e por este
motivo, € considerada relevante no manejo da DPOC. Além disso, a
investigacdo da relacdo entre padrao inflamatorio, declinio funcional e
exacerbagdes pode auxiliar no estabelecimento de propostas terapéuticas
individualizadas, especialmente se considerarmos a heterogeneidade da
E)POC em suas manifestacdes clinicas, evolucao e progndstico (13,37,43,46-

Neste sentido, a analise do escarro induzido é uma ferramenta
amplamente aceita e validada para o estudo das células inflamatoérias nas
vias aéreas, sendo considerada minimamente invasiva, segura e
reprodutivel “***%_ Embora valida para avaliar a inflamagdo das vias
aéreas, a analise da celularidade do escarro induzido requer qualificagdo
técnica, o que torna sua aplicabilidade na pratica clinica infrequente. Por
este motivo, tém sido investigados outros biomarcadores que se
relacionem a presenca e ao tipo de inflamacdo das vias aéreas.
Consequentemente, pesquisas recentes tém avaliado a utilidade da
medida de eosinofilos no sangue periférico como um marcador da
inflamagdo eosinofilica nas vias aéreas de portadores de DPOC ©'%.
Em revisdo dos dados coletados no estudo ECLIPSE (Evaluation of
COPD Long’tudinally to Identify Predictive Surrogate End-points),
Singh e col ©* observaram que houve concordéncia nos pontos de corte
para medida de eosindfilos no sangue (de 2% do total de leucdcitos ou
valor absoluto de 150c¢lulas/puL), sendo 2% relatado como valor de alta
sensibilidade para presenca de eosinofilia no escarro. Estes autores
identificaram que cerca de 37% dos portadores de DPOC apresentaram
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medida de eosindfilos sanguinea acima de 2% e observaram que a
resposta ao tratamento com corticoides foi associada a presenca deste
achado.

Na publicagio recente das diretrizes GOLD " a medida de
eosindfilos sanguinea ¢ citada como um biomarcador do risco de
exacerbagdes, com a ressalva de que ainda sdo necessarios estudos para
a definicdo do melhor ponto de corte para uso clinico e avaliagdo de
impacto terapéutico.

Recentemente, Negewo e col ©3) demostraram que existe
correlagdo entre eosinofilia no escarro induzido ¢ medidas de eosinéfilos
no sangue periférico e que o ponto de corte >0,3x10°/L (especificidade
= 76%, sensibilidade = 60%) permitiu a identificagdo de eosinofilia no
escarro induzido em 71% dos casos. Ja o ponto de corte >0,4x10°/L
apresentou habilidade similar em prever eosinofilia no escarro, porém
com melhor especificidade (91,7%). Os autores concluem que a medida
de eosinofilos no sangue pode ser usada com razoavel grau de acuracia
para identificar a eosinofilia das vias aéreas na DPOC.

1.4 JUSTIFICATIVA

A DPOC ¢ uma doenca das vias aéreas sendo o declinio
progressivo da fun¢do pulmonar e a ocorréncia de exacerbacdes os
principais determinantes da morbimortalidade desta doenca ©**Y.
Central na génese destes desfechos ¢ a presenca de uma reacdo
inflamatoria a agentes nocivos inalatérios V. Mais recentemente, esta
resposta inflamatoria tem sido considerada heterogénea ¢ utilizada para
caracterizar os fenotipos inflamatorios eosinofilico ou ndo eosinofilico
@9 A importancia destes fenotipos vem sendo investigada.

Por outro lado, a antiga percep¢do de que a obstrugdo ao fluxo
de ar fosse irreversivel, tem sido questionada. Nesse sentido, as atuais
diretrizes reconhecem que a limitagdo ao fluxo de ar na DPOC ¢ parcial

) ¢ que a resposta broncodilatadora possa ser varidvel ao uso de
broncodilatadores inalatorios ©. Esta caracterizag¢do adiciona mais um
componente a heterogeneidade da doenga. Sua relevancia, a semelhancga
do processo inflamatdrio, continua sendo investigada. Além disso, tem
sido postulado que o intervalo de tempo entre a inalacdo do
broncodilatador ¢ a medida da resposta broncodilatadora, possam
influenciar a magnitude dessa resposta . Teoricamente, a medida dos
fluxos e volumes pulmonares apd6s um intervalo de tempo maior,
resultaria em maior propor¢do de portadores de DPOC classificados
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como responsivos ©”. Até o presente, poucos estudos investigaram esta
possibilidade.

Outro aspecto fundamental do manejo da DPOC ¢ a escolha do
tratamento  farmacoldgico.  Primariamente, as  intervengdes
farmacologicas na DPOC estdo direcionadas ao controle das limitagdes
atuais decorrentes dos sintomas e a prevengao da progressdo da doenga,
resultante majoritariamente, da ocorréncia das exacerba¢des. O manejo
farmacologico da DPOC inclui primariamente a broncodilatagdo para a
redugdo dos sintomas ¢ o emprego de intervengdes capazes de reduzir a
ocorréncia de exacerbagdes nos pacientes em que estas sdo frequentes.
A escolha do tratamento, idealmente, deve ser individualizada de acordo
com a gravidade da obstrucdo das vias aéreas, intensidade dos sintomas,
fatores de risco para exacerbagdes, fendtipo e, provavelmente, outros
@539 " Entretanto, considerando a heterogeneidade da doenca e a
necessidade de individualizar o tratamento de acordo com as
caracteristicas dos pacientes, a pesquisa de fatores inflamatdrios e
funcionais que possam agrupar pacientes em fendtipos especificos ou
grupos clinicos, ¢ um foco importante que vem sendo ressaltado em
pesquisas recentes sobre o tratamento da DPOC ©*372).

Com relagdo aos fenotipos, diversos autores tém avaliado a
relacdo de biomarcadores com padrdes e desfechos clinicos (13,56-58)
Neste sentido, a presenga de eosindfilos no sangue periférico vem sendo
utilizada como um biomarcador da inflamagdo eosinofilica das vias
aéreas (bronquite eosinofilica) ®”. Além disto, alguns autores sugerem
que, a resposta broncodilatadora na DPOC, possa ser um marcador
indireto da presenca de bronquite eosinofilica “”. Embora reconhecida
parcialmente na versdo mais recente do GOLD (1), ambas as situagoes,
ainda s@o motivo de debate e ndo estdo esclarecidas.

Neste sentido, o presente estudo se propde a avaliar a
importancia da medida do VEF, em diferentes intervalos de tempo apos
uso de broncodilatador em individuos portadores de DPOC virgens de
tratamento  antiinflamatéorio e em fase estivel da doenca.
Adicionalmente avaliaremos a caracterizac¢do da inflamacao eosinofilica
nas vias aéreas e no sangue periférico neste grupo de individuos bem
como a correlagdo entre 0os mesmos.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

1. Avaliar se existem diferencam nas medidas do VEF; e CVL aos 20
minutos e 45 minutos apos uso do broncodilatador de curta duragéo
em pacientes estaveis com DPOC, virgens de uso de corticoides
inalatérios.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar se existe correlagio entre a magnitude da resposta
broncodilatadora e eosinéfilos no escarro induzido ou no sangue
periférico nos participantes deste estudo.

2. Avaliar a concordancia entre eosinofilia das vias aéreas e diferentes
pontos de corte dos eosinofilos no sangue periférico nos participantes
deste estudo.
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3 METODOS
3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo multicéntrico transversal. Os dados de 37 individuos
portadores de DPOC, que haviam sido consecutivamente recrutados
para um estudo multicéntrico intervencional cujo objetivo secundario
era determinar a relevancia do intervalo de tempo na resposta
broncodilatadora, foram obtidos na segunda visita do periodo de “run
in”.

Na visita referente aos dados analisados, os participantes do
estudo foram submetidos, sequencialmente, a coleta de amostra de
sangue periférico, espirometria pré-broncodilatador, inalagdo de
salbutamol 400mcg administrado via espagador volumétrico, medida do
VEF; 20 e 45 minutos apds a administracdo do broncodilatador e
inducdo de escarro. Todos os participantes foram orientados a suspender
o uso de broncodilatadores por um periodo minimo de 6 horas
previamente a realizacdo dos exames.

3.2 LOCAL DO ESTUDO

Trés centros participaram do estudo: Firestone Regional Chest
& Allergy Unit, St Joseph’s Hospital, Hamilton, Canada, NUPAIVA
(Nucleo de Pesquisa em Asma e Inflamagdo das Vias Aéreas) do
Departmento de Clinica Médica, Universidade Federal de Santa
Catarina, Floriandpolis, Brasil e, Institut Universitaire de Cardiologie et
de Pneumologie de Québec, Université Laval, Québec, QC, Canada.

3.3 ASPECTOS ETICOS

Todos os pacientes que participaram do estudo assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, em projeto que foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Santa Catarina e pela Comissdo Nacional de FEtica em Pesquisa
(CONEP) sob o parecer n 208/98 e pelos demais comités dos
respectivos centros participantes. Os dados coletados encontram-se
armazenados conforme as orientagdes relativas a guarda de documentos
de pesquisa no Nucleo de Pesquisa em Asma e Inflamagdo das Vias
Aéreas (NUPAIVA), responsiavel por manter a guarda e
confidencialidade dos individuos.
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3.4 TAMANHO DA AMOSTRA

O tamanho da amostra foi calculado estimando um coeficiente
de correlacdo intraclasse de 0,6, com a (dois lados) = 5% e B de 20%
(poder de 80%). Para estes pardmetros, a amostra minima estimada foi
de 19 participantes. Entretanto, considerando que eosinofilia no escarro
seria um dos parametros utilizados e que a ocorréncia desta ¢ de cerca
30% #°4D em portadores de DPOC e considerando possiveis perdas
aumentamos o nimero da amostra para 40.

3.5 PARTICIPANTES

A populagdo alvo deste estudo foi composta por pacientes
estaveis, com DPOC relacionada ao tabagismo, moderado a grave e que
foram atendidos em ambulatdrio especializado em doengas respiratorias.
Os individuos que consentissem em participar do estudo e que
preenchessem os critérios de inclusdo, apds assinarem o consentimento
informado, foram consecutivamente incluidos no estudo.

3.5.1 Critérios de inclusao

1. Idade > 40 anos

2. Fumantes ou ex-fumantes com histéria de tabagismo > 20
anos/maco.

3. Diagnostico clinico de DPOC confirmado pela presenga de
obstru¢do ao fluxo de ar das vias aéreas conforme demostrado pela
razdo VEF,/CVF pos-broncodilatador < 0,7.

4, Auséncia do uso prévio de esteroides ou ndo ter usado
corticosteroides oral ou inalatério nas ultimas 6 semanas.

5. Sem historia de infecgdo aguda definida como: i) ou
desenvolvimento de uma infecgdo respiratéria concomitante com ou
sem escarro purulento, ou ii) a adicdo de qualquer medicamento
(incluindo antibioticos ou corticosteroides inalatorios ou orais), ou
iii) hospitaliza¢do durante as tltimas 6 semanas.

6. Medicagdo inalterada no ultimo més.

7. Sem outra doenga respiratdria concomitante.

8. Capaz de produzir um volume adequado de escarro nao
purulento para permitir a contagem total e diferencial das células.

9. Capaz de completar adequadamente, como indicado no

protocolo, os testes de fungdo pulmonar.
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10. Pacientes que assinaram o consentimento livre e informado para
participar no estudo.

3.5.2 Critérios de exclusio

1. Coexisténcia de outra doenga grave ou nio controlada, que na
opinido dos investigadores possa ser agravada pelo estudo.

2. Pacientes que por qualquer razdo sdo incapazes de realizar de
maneira adequada a provas de fun¢do pulmonar.

3. Historia prévia de asma.

3.6 PROCEDIMENTOS CLINICOS E DEFINICOES DO ESTUDO

Os participantes elegiveis para o estudo foram submetidos aos
procedimentos descritos abaixo em visita Unica, apos coleta de dados
demograficos, clinicos e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

3.6.1 Espirometria

A espirometria foi realizada utilizando-se um espirdmetro
computadorizado (Koko Spirometer, PDS Instrumentation, Louisville,
USA) nos padrdes de procedimentos estabelecidos pelos Consensos da
American Toracic Society (ATS), European Respiratory Society (ERS)
19 ¢ Global Iniciative for COPD (GOLD) " . Os pacientes foram
orientados a suspender o wuso de broncodilatadores conforme
recomendagdes e padrdes ATS/ERS. Foram realizadas trés medidas que
preenchessem critérios de reprodutibilidade e aceitabilidade de curvas
com medida do volume expiratorio forcado no primeiro segundo
(VEF)), e capacidade vital lenta (CVL), pré-broncodilatador, 20 minutos
e 45 minutos apds a inalagdo de 400mcg de salbutamol por dosimetro
com aerocamara de 750ml (Ventichamber). Os exames foram realizados
por pessoal técnico especializado. Os valores previstos da normalidade
foram os publicados por Crapo et al .

A reversibilidade ao broncodilatador foi definida segundo os
critérios ATS/ERS ® sendo igual ou maior a 0,2L e 12% em relagio ao
valor da medida basal pré-broncodilatador para VEF, e capacidade vital
(CV). A classificacdo da gravidade da limitagdo ao fluxo de ar das vias
aéreas foi feita de acordo com os critérios da GOLD " conforme
discriminado no Quadro 1.



28

Quadro 1 - Critérios espirométricos para estadiamento da DPOC""
Estadio I - DPOC leve VEF,/CVF <0,7 e VEF, > 80% do previsto

Estadio 11 - DPOC VEF,/CVF <0,7 e VEF, < 80% e > 50% do|
moderada previsto

Estadio IIT - DPOC grave VEF,/CVF <0,7 e VEF; < 50% e > 30% do
previsto

Estadio IV- DPOC muito VEF;/CVF <0,7 e VEF; < 30% do previsto

grave

DPOC = Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica VEF, = Volume Expiratorio

Forg¢ado no primeiro segundo CVF = Capacidade Vital Forcada VEF;/CVF =

Relagdo VEF,/CVF apds uso de broncodilatador.

3.6.2 Teste cutineo

Teste cutaneo de alergia foi realizado pela técnica de punctura
modificada ®” usando 14 extratos alergénicos inalatorios comuns. A
leitura foi feita ap6s 15 minutos, registrando-se o diametro médio da
circunferéncia em milimetros. Atopia foi definida pela presenga de um
ou mais testes cutdneos com um didmetro de enduracdo 3 mm maior do
que o resultado do controle negativo.

3.6.3 Inducio, processamento e analise do escarro

O escarro foi induzido de acordo com o método descrito por
Pizzichini e col *”. Em sintese, o procedimento foi iniciado 15 minutos
apods a administracdo de 200 pg de salbutamol inalatério. A inducdo do
escarro foi realizada por meio da inalacdo de um aerossol de solucdo
salina isotonica (0,9%) seguida por inalagdo de um aerossol de solugdo
salina em concentragdes crescentes de 3%, 4% e 5%, cada uma destas
inalada por 7 minutos sucessivamente até a ultima concentracdo ou até
uma queda do volume expirado no primeiro segundo (VEF) igual ou

superior a 20% em relagdo ao valor basal, sendo, neste caso,
interrompida a induc¢do. Para a nebulizacdo da solugdo salina foi
utilizado um nebulizador ultrassénico Fisoneb (Fisons, Pickering,
Ontario, Canadd). Os pacientes foram orientados a enxaguar a boca,
engolir a 4gua e assoar o nariz para minimizar a contaminagdo com
saliva ou descarga pos-nasal ap6s cada inalagdo. A seguir, foram
instruidos a tossir e depositar o escarro em um recipiente limpo. Esses
procedimentos foram repetidos a cada inalagdo, quando também foi
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medido o VEF; visando garantir a seguranga do teste, sendo que a

concentracdo da solucdo salina da inalagdo seguinte ndo foi aumentada
caso ocorresse uma queda do VEF| > 10% em relagdo ao valor basal.

O processamento do escarro foi realizado dentro de duas horas
de acordo com a técnica descrita por Pizzichini e col *. Inicialmente,
as porgdes densas do material expectorado foram selecionadas a olho nu
ou, se necessario, sob visualizagdo de um microscopio invertido,
usando-se um forceps de 115 um para separar o escarro da saliva. A
fracdo selecionada foi colocada em um tubo de poliestireno de 15 ml e
tratada com quatro vezes o seu volume de ditiotreitol (DTT) a 0,1%
(Sputalysin 10%; Calbiochem Corp., San Diego, CA). O tubo de
poliestireno foi entdo colocado em um agitador de mesa (Dade Tube
Rocker; Baxter Diagnostics Corporation, Miami, EUA) e agitado por 15
minutos. Para sustar o efeito do DTT sobre a suspensdo de células, foi
adicionada solugdo salina tamponada em fosfato de Dulbecco (D-PBS)
em quantidade correspondente a quatro vezes o volume inicial de
escarro selecionado. A suspensdo resultante foi filtrada em um filtro de
nailon com microporos de 48um (BBS Thompson, Scarborough,
Ontario) para remover os restos celulares e 0 muco ndo dissolvido. Em
seguida, foi realizada a contagem celular total de leucécitos, excluindo-
se as células escamosas, utilizando-se um hemocitdometro de Neubauer
modificado. A viabilidade celular foi determinada por meio do método
de exclusdo pelo trypan blue (as células mortas aparecem em azul).
Sessenta a oitenta microlitros da suspensdo, ajustada para 1,0 x 10%ml,
foram colocados em recipientes para uma citocentrifuga Shandon III
(Shandon Southern Instruments, Sewickley, PA) e quatro citospinas
codificadas foram preparadas a 450 rpm por 6 minutos. Depois de secar
ao ar livre, as citospinas foram coradas pelo corante de Giemsa para a
contagem diferencial de células, sendo que 400 células ndo escamosas
foram contadas na ldmina de melhor qualidade.

As contagens celulares foram relatadas em numeros absolutos e
expressas em percentuais. Eosinofilia no escarro caracterizando
inflamagdo eosinofilica foi considerada presente se a propor¢dao de
eosinofilos fosse > 3% e inflamagdo neutrofilica presente se a propor¢ao
de neutrofilos fosse > 64% .
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3.6.4 Contagem de eosinofilos no sangue periférico

Sangue periférico para contagem de eosindfilos foi coletado
antes da espirometria, em amostra de 20ml, com realizacdo de
hemograma e contagem diferencial de células do sangue periférico de
acordo com métodos padronizados universalmente. Os resultados foram
expressos em numero de células por microlitro de sangue e percentual
do total de leucocitos.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Dados de distribuicdo normal estdo resumidos em forma de
média e intervalo de confianga (IC) de 95%. Variaveis categoricas estdo
apresentadas como percentuais. A concordincia entre as repostas
broncodilatadoras aos 20 e 45 minutos foi avaliada pela concordancia
por meio do coeficiente de correlagdo intraclasse (CCI) e graficamente
apresentado de acordo com Bland-Altman “¥. A interpretacdo do CCI
foi baseada na classificagdo proposta por Landis e Koch 65 onde um
CCI de 0 a 0,20 indica “concordancia fraca”, de 0,21 a 0,4
“concordancia aceitavel”, de 0,41 a 0,60 “concordancia moderada”, de
0,61 a 0,8 “concordancia substancial, e >0,81 “concordancia quase
perfeita”. A concordancia entre escarro eosinofilico e diferentes pontos
de corte para eosinéfilos no sangue periférico foi calculada por meio do
Kappa e a interpretacdo dos resultados foi baseada nos pontes de corte
propostos por Landis e Koch 6 como descrito acima. Correlagdes entre
variaveis foram estimadas pelo coeficiente de correlagdo de Spearman.
Diferencas entre a resposta broncodilatadora aos 20 e 45 minutos foi
examinada pelo teste t pareado. Diferencas entre grupos foi avaliada
pelo teste t de student. Todos os testes estatisticos foram bi caudados e o
nivel de significancia aceito foi de 5%.

Todas as analises foram feitas usando o pacote estatistico SPSS
— Statistical Package for the Social Sciences for Windows, versao 22.0
(SPSS Inc., Chicago, II, EUA).
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4 RESULTADOS

As caracteristicas demograficas dos individuos estdo descritas
na Tabela 2. A maioria dos participantes era do género masculino
(62,2%), com idade média de 67,2 anos. Apenas 37,8% eram fumantes
ativos, e a carga tabagica média foi de 52,6 macos/ano. Quatorze
participantes (37,8%) foram classificados como classe funcional GOLD
I, 13 (35,2%) como GOLD Il e 10 (27%) como GOLD IV.

Tabela 2 - Caracteristicas demogréficas e espirométricas dos participantes

Caracteristicas n=37
Idade, anos 67,2 (64,3 -70,1)
Género masculino, n (%) 23 (62,2)
Tabagismo ativo, n (%) 14 (37,8)
Carga tabagica, magos/ano 52,6 (43,9 -61,3)
Atopia, n (%)* 7 (18,9)
Funcio pulmonar
VEF, pré-BD, % do previsto 42,2 (37,5 -47,0)
CVL pré-BD, % do previsto 77,7 (72,4 -83,1)
VEF,/CV pés-BD 0,42 (0,38 — 0,45)
Gravidade da limitacdo ao fluxo de ar**
GOLD I, n (%) 14 (37,8)
GOLD III, n (%) 13 (35,2)
GOLD IV, n (%) 10 (27,0)

Variaveis categoricas estdo expressas como valor absoluto e percentuais.
Variaveis continuas expressas como médias, e intervalo de confianga de 95%.
*Atopia significa um ou mais testes de alergia cutdnea (por punctura) positivo,
com um halo 3 mm maior do que o controle negativo. ** Ref " VEF, =
Volume Expiratorio Forgado no primeiro segundo BD = broncodilatador CVL =
Capacidade Vital Lenta VEF,/CV = Relacdo VEF,/CV apods uso de
broncodilatador. GOLD = Global Initiative for Chronic Obstructive Lung
Disease

4.1 RESPOSTA BRONCODILATADORA

Dezesseis  individuos  (43,2%)  apresentaram  resposta
broncodilatadora >200ml tanto aos 20 quanto aos 45 minutos pos-
broncodilatador. Outros 16 individuos (43,2%) ndo apresentaram
resposta broncodilatadora em ambas as mensuragdes (20 e 45 minutos).
Trés individuos (8,1%) tiveram resposta broncodilatadora >200ml
apenas na mensuragdo aos 20 minutos e dois individuos (5,4%)



32

apresentaram esta resposta apenas na mensuragdo aos 45 minutos pos-
broncodilatador (Figura 1). Dezessete individuos (45,9%) apresentaram
resposta broncodilatadora com aumento do VEF; >200ml e >12% do
valor basal na medida 20 minutos pos-broncodilatador.

Figura 1 - Resposta broncodilatadora >200ml no VEF1 medido 20 e 45 minutos
apos a administracao de broncodilatador

TOTAL
n=37

’7 20 minutos —‘

Sim Nao
19 (51,4%) 18 (48,6%)
45 mi‘wutos 45 minutos
Sim Nao Sim Nao
16 (43,2%) 3 (8,1%) 2 (5,4%) 16 (43,2%)

A média e IC 95% da resposta broncodilatadora, medida pela
variabilidade do VEF; aos 20 minutos [0,23 L (0,18-0,28)] foi similar
(p=0,08) a da resposta broncodilatadora aos 45 minutos que foi de 0,25
L (0,20-0,30), com um CCI entre as duas medidas de 0,98 (0,97; 0,99),
p<0,001 (Figura 2). Da mesma forma, a média e IC 95% da resposta
broncodilatadora, medida pela variabilidade do CVL aos 20 minutos
[0,41 L (0,26-0,55)] também foi similar (p=0,07) a da resposta
broncodilatadora aos 45 minutos [0,49 L (0,33-0,63)], com um CCI
entre as duas medidas de 0,89 (0,79; 0,94), p<0,001.
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Figura 2 - Concordancia entre medidas de VEF1 aos 20 e 45 minutos pos-
broncodilatador como proposto por Bland e Altman ¥
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As plotagens se referem as diferengas entre as medidas do VEF, aos 20 e 45
minutos (eixo Y) em relagdo a média das duas medidas (eixo X). A linha central
indica média das diferengas, e as linhas periféricas, os limites superior e inferior
de concordancia. CCI = coeficiente de correlagdo intraclasse.

A Tabela 3, mostra que individuos com e sem resposta
broncodilatadora aos 20 minutos ndo diferiram em suas caracteristicas
clinicas.
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Tabela 3 - Dados demogréficos e funcionais dos individuos com e sem resposta
broncodilatadora de >200ml e > 12% do valor pré-broncodilatador.

Resposta Sim Nao
Broncodilatadora (n=17) (n=20) P
Idade, 65,6 68,5 0,3
anos (60,4 —70,8) (65,2-171,9)
Género masculino, 10 13 0,7
n (%) (58.8) (65,0)
Carga tabagica, 47,1 57,3 0,2
magos/ano (38,4 —55,8) (42,5-170,0)
Atopia, n (%) * 1(5,9) 6 (30,0) 0,09
VEF, pré-BD, 422 422 0,9
% do previsto (36,1 —48,4) (34,5-49,9)
CVL pré-BD, 77,4 78,0 0,9
% do previsto (69,3 — 85,4) (70,2 — 85,9)
VEF,/CVL p6s-BD 0,42 0,41 0,9
(0,36 - 0,47) (0,35-0,47)
Gravidade da limitacdo ao fluxo de ar**
GOLD IL n (%) 5(29,4) 9 (45,0) 0,7
GOLD IlI- GOLD 12 (70,6) 11 (55,0)
IV, n (%)

Variaveis categoricas estdo expressas como valor absoluto e percentuais.
Variaveis continuas expressas como médias, e intervalo de confianga de 95%.
*Atopia significa um ou mais testes de alergia cutdnea (por punctura) positivo,
com um halo 3 mm maior do que o controle negativo. ** Ref " VEF, =
Volume Expiratorio Forgado no primeiro segundo BD = broncodilatador CVL =
Capacidade Vital Lenta VEF,/CVL = Relacdo VEF,/CVL apds uso de
broncodilatador. GOLD = Global Initiative for Chronic Obstructive Lung
Disease
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42 CELULARIDADE TOTAL E DIFERENCIAL NO ESCARRO
INDUZIDO E CONTAGEM DE EOSINOFILOS NO SANGUE
PERIFERICO

A Tabela 4 mostra as caracteristicas inflamatorias celulares no
escarro induzido dos participantes do estudo. Como esperado, o perfil
inflamatorio dos portadores de DPOC foi caracterizado por um aumento
significativo na contagem celular total e neutrofilia, embora 35,1 %
destes individuos também apresentassem inflamagdo eosinofilica.

Tabela 4 - Contagem celular total (CCT) e diferencial no escarro induzido.

Celularidade Mediana (10 — 90 percentis)
CCT x 10% mg 6,9 (2,3-29,1)
Neutrofilos % 70,4 (46,6 — 90,7)
Eosindfilos % 1,L3(0-7,2)
Macroéfagos % 26,4 (7,0—-51,0)
Linfocitos % 0,3(0-2,7)
Eosinofilia n (%)* 13 (35,1)

CCT- contagem total de células. * eosinofilia= eosindfilos > 3,0%

Individuos com eosinofilia no escarro induzido foram similares
aqueles sem eosinofilia no que diz respeito a idade, género, tabagismo
em magos/ano, presenga de atopia e medida de eosino6filos no sangue
periférico (Tabela 5). No entanto, participantes com escarro eosinofilico
apresentaram limitacdo ao fluxo de ar das vias aéreas significativamente
mais grave do que aqueles com escarro ndo eosinofilico, conforme
indicado pelo VEF,% do previsto e pela relagio VEF;/CVL pos-
broncodilatador. Em paralelo a estes achados, no grupo de pacientes
com escarro eosinofilico houve predominancia dos estadios a GOLD III
a IV. Contudo, ndo houve diferenga na resposta broncodilatadora, tanto
expressa em L quanto expressa em percentual do previsto.
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Tabela 5 - Caracteristicas dos participantes com (eosinofilos >3,0%) e sem
eosinofilia no escarro induzido (eosinofilos <3,0%).

Eosindéfilos Eosinéfilos
Caracteristicas >3,0% <3,0% P
(n=13) (n=24)
Idade, anos 68,7 66,4 0,4
(64,7—-172,6) (62,3 -70,3)
Género masculino, n 11 12 0,04
(%) (84,6) (50,0)
Carga tabagica, 58,0 49,7 0,4
magos/ano (40,3 -75,7) (39,4 -59,9)
Atopia, n (%) * 2 5 0,9
(15,4) (20,8)
VEF, pré-BD, % do 33,0 47,2 0,003
previsto (25,0 — 40,3) (41,7-52,7)
CVL pré-BD, % do 78,0 77,6 0,07
previsto (66,6 — 89,4) (71,4 -83,7)
VFE,/CVL po6s-BD 0,36 0,48 0,001
(0,30 -0,42) (0,45 -0,52)
A VEF, p6s-BD 20 0,21 0,23 0,7
min, L** (0,13 -0,28) (0,16 —0,30)
A VEF, p6s-BD 20 20,0 19,4 0,8
min, %*** (11,7 -28,5) (14,6 — 24,1)
Gravidade da limitacdo ao fluxo de ar****
GOLD II, n (%) 3(23,0) 11 (45,8) 0,08
GOLD III-GOLD 1V, 10 (77,0) 13 (54,2)
n (%)
Fosindfilos no sangue periférico
>0,2x10°/L, n (%) 9 (69,2) 13 (54,2) 0,4
> 2%, n (%) 11 (84,6) 17 (70,8) 0,4

Variaveis categoricas estdo expressas como valor absoluto e percentuais.
Variaveis continuas expressas como médias, e intervalo de confianga de 95%.
*Atopia significa um ou mais testes de alergia cutdnea (por punctura) positivo,
com um halo 3 mm maior do que o controle negativo. A VEF, = variagdo de
VEF,. ** diferenca da medida inicial, *** percentual do valor pré-
broncodilatador. ****Ref " VEF, = Volume Expiratério Forgado no primeiro
segundo BD = broncodilatador CVL = Capacidade Vital Lenta VEF,/CVL =
Relagdo VEF,/CVL apo6s uso de broncodilatador. GOLD = Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease

A média e IC de 95% da contagem eosindfilos no sangue
periférico, expressos em nimeros absolutos x10°L foi de 0,27(0,21—
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0,33). A maioria dos participantes (59,5%) tinha uma contagem absoluta
de eosindfilos no sangue > 02 x10°L, enquanto que em sete
participantes (28,9%) esta contagem foi > 0,4 x10°L. Destes ultimos,
apenas trés (42,9%) tinham eosinofilia no escarro.

Embora uma houvesse correlagdo positiva entre eosinofilia no
escarro e no sangue periférico (Figura 3) a concordancia entre estes dois
parametros para diversos ponto de corte foi fraca (Tabela 6).

Figura 3 - Correlagdo entre eosinéfilos no sangue periférico e no escarro
induzido.
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Tabela 6 - Concordancia entre escarro eosinofilico e diversos pontos de corte de
eosindfilos no sangue periférico

Eosindfilos no Sangue Periférico Kappa p
>0,20 x10°/L 0,130 0,3
>0,30 x10°/L 0,140 0,4
> 0,40 x10°/L 0,07 0,6
>2,0% 0,109 0,3
>3,0% 0,137 0,4
>4,0% 0,155 0,3

4.3 CORRELACAO ENTRE EOSINOFILOS NO ESCARRO E NO
SANGUE PERIFERICO COM RESPOSTA BRONCODILATADORA

Nao houve correlagdo significativa entre eosinofilos no sangue
periférico (x10°/L) e resposta broncodilatadora expressa em ml (Figura
4). Tampouco houve correlagdo entre inflamagdo eosinofilica nas vias
aéreas (%) com resposta broncodilatadora (ml) como mostra a Figura 5.
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Figura 4 - Correlacdo da variagcdo do VEF1 pds-broncodilatador e eosinéfilos no
sangue periférico.
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Figura 5 - Correlacdo da variagcdo do VEF1 pds-broncodilatador e eosinéfilos no
escarro induzido.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo fornecem evidéncias de que,
em pacientes portadores de DPOC moderado a muito grave " em fase
estavel da doenga ndo existe diferenga entre as medidas do VEF; e CVL
medidas aos 20 ou 45 minutos ap6s a inalacdo de broncodilatador. Os
resultados também mostram que a magnitude da resposta
broncodilatadora ndo estd associada a contagem de eosinofilos no
escarro ou no sangue periférico. Isto € importante por demonstrar que a
avaliacdo funcional e a medida da inflamagdo das vias aéreas, na DPOC,
ndo sdo intercambidveis.

No presente estudo optamos pela definigdo de resposta
broncodilatadora significativa da ATS/ERS ®*. De acordo com esta
defini¢do, quase metade dos individuos estudados apresentaram resposta
broncodilatadora. Esses resultados estdo alinhados com os de Tashkin e
col ®, que estudaram a resposta broncodilatadora em 5756 pacientes
com DPOC que fizeram espirometria basal e 90 minutos ap6s receberem
400 mcg de salbutamol e 80 mcg de ipratropio. Destes, 53,9% tiveram
um aumento no VEF; >200 ml € > 12% do valor basal.

Por outro lado, nosso estudo difere dos demais por avaliar a
magnitude da resposta broncodilatadora em dois tempos distintos apds o
uso de broncodilatador. Revisando a resposta broncodilatadora na
DPOC, Calverley ©* cita a associagio da magnitude da resposta
broncodilatadora em relagdo ao tempo da medida, assinalando a grande
variabilidade encontrada nos diferentes estudos. Por exemplo, Pascoe e
col ©” estudaram a resposta broncodilatadora de acordo com os critérios
da ATS/ERS ® em 56 pacientes que receberam aleatoriamente
salbutamol 400 mcg ou ipratrépio 80 mcg e vice-versa. A resposta
broncodilatadora foi avaliada antes e uma hora apds a administracdo do
broncodilatador em dois dias diferentes com intervalo de dez dias. Os
autores relatam que 45% dos participantes tiveram resposta
broncodilatadora positiva sendo que, em 79% da amostra ndo houve
mudanga no tipo de resposta ao broncodilatadora, nos diferentes dias do
estudo.

A medida da resposta broncodilatadora na DPOC, sua
definigdo, significado e relevancia ainda sdo motivos de divergéncia “*
% Isso se reflete na grande variabilidade entre os estudos incluindo
tempo de avaliagdo pds-broncodilatador, dose, tipo de broncodilatador
utilizado, modo de administragio além das diferencas entre as
populagdes em estudo ®”. O documento mais recente da GOLD ",
sugere que embora a espirometria pos-broncodilatador seja necessaria
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para o diagnostico e avaliagcdo da resposta broncodilatadora, o grau de
reversibilidade da limitacdo do fluxo de ar na DPOC néo deve ser usado
na avaliacdo da doenga pois ndo aumenta seu diagnodstico, ndo ajuda a
diferenciar DPOC de asma nem serve para predizer a resposta ao
tratamento. Isto contrasta com o documento da GOLD de 2016 7 no
qual se sugeria que uma resposta broncodilatadora com um aumento de
>12% e >400 ml no VEF,, fosse altamente indicativa de asma ou
compativel com sobreposi¢ao de asma/DPOC.

Os resultados do presente estudo mostram que 20% dos
individuos apresentou resposta broncodilatadora no VEF1 >12% e >400
ml do valor basal, sendo que destes, apenas dois tinham eosinofilia no
escarro e um tinha atopia. Nenhum dos pacientes tinha histdria sugestiva
de asma, uma vez que este era um critério de exclusdo do estudo. Além
disto, todos eram fumantes de > 20 magos/ano, o que torna dificil a
opcdo por diagndstico de asma ou sobreposicdo asma/DPOC e,
evidencia que esse tipo de resposta broncodilatadora & possivel na
DPOC em concordancia com o entendimento mais recente da GOLD .
Seria interessante avaliar a replicagdo destes resultados em estudos
maiores e com populacdes mais heterogéneas.

No presente estudo, inflamagdo eosinofilica das vias aéreas
(bronquite eosinofilica) foi encontrada em 35,1%. Estudos anteriores
@617 54 haviam observado eosinofilia de escarro em cerca de 20% a
40% de portadores de DPOC com doenga estavel. Mais recentemente,
Negewo e col ®?, avaliaram 141 individuos portadores de DPOC com
doenga estavel, e destes 31,9% tinham eosinofilia no escarro. Em outro
estudo recente, Schleich e col " relataram uma prevaléncia de 37% de
eosinofilia no escarro dos 155 individuos portadores de DPOC estavel
incluidos no estudo. Em conjunto, estes estudos mostram a robustez e
consisténcia do exame do escarro para avaliar a inflamacdo das vias
aéreas em pacientes com DPOC.

Nossos resultados diferem dos estudos anteriores por termos
observado que os individuos com eosinofilia no escarro apresentavam
maior gravidade da limitacdo ao fluxo de ar. Diferengas nas populagdes
destes estudos podem justificar nosso achado, uma vez que tanto
Negewo e col ®” quanto Schleich e col ©" avaliaram pacientes em uso
de terapéutica broncodilatadora tinica ou associada e, em alguns casos,
associada a corticoides inalatorios.

Os resultados deste estudo também mostraram a inexisténcia de
associagdo entre magnitude da resposta broncodilatadora e eosinofilia no
escarro induzido. Estes achados diferem dos achados recentes de
Queiroz e col ®” que encontraram uma associagdo positiva significativa,
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embora fraca, entre resposta broncodilatadora em portadores de DPOC e
eosinofilos no escarro. E possivel que diferengas entre as populacdes
estudadas possam explicar estas discrepancias, uma vez que oS
participantes do presente estudo ndo se encontravam em uso tratamento
para a doenga. Outra explicacdo pode residir no método de
processamento do escarro induzido utilizada nos dois estudos.

Nossos resultados também ndo mostraram correlagdo entre
eosindfilos no sangue e resposta broncodilatadora. Um dos poucos
estudos a examinar esta associagdo foi a recente publica¢do de Pascoe e
col . Estes autores ndo também ndo conseguiram demonstrar uma
associagdo entre eosindfilos no sangue e resposta broncodilatadora ao
avaliar os dados de dois estudos randomizados totalizando 3177
pacientes com DPOC.

Também sdo escassos os estudos investigando a relagdo entre
eosinofilia no escarro induzido e medida de eosindfilos no sangue
periférico em pacientes com DPOC ©'*?). Entretanto, devido ao fato da
eosinofilia no escarro induzido ser um marcador de resposta aos
corticoides e da ocorréncia de exacerbagdes, tanto na asma > quanto na
DPOC #7576 de que o exame do escarro induzido ndo ¢ facilmente
disponivel na pratica clinica, recentemente tem aumentado o interesse
no estudo da medida de eosindfilos no sangue periférico como marcador
de inflamac@o eosinofilica das vias aéreas na DPOC.

Neste sentido, Singh e col (52), revisando dados do estudo
ECLIPSE “Y, encontraram medida de eosinofilos >2% persistente (em
todas as visitas do estudo) no sangue de 37% de 1483 portadores de
DPOC estudados ao longo de trés anos, 13,6% apresentaram eosinofilos
sanguineos persistentemente <2% e 49% apresentaram variagdo deste
pardmetro ao longo do tempo. Sdo poucos os estudos especificamente
concebidos para avaliar os pontos de corte que melhor reflitam a
presenga de eosinofilia nas vias aéreas em pacientes com DPOC estavel.

Em pacientes estiveis Schleich e col ®" relatam valores de
eosinofilos no sangue periférico de 2,6% ou 0,162 x10°/L como os
melhores pontos de corte para predizer inflamagdo eosinofilica em vias
aéreas. Em outro estudo recente Negewo e col ®” mostraram que a
presenca de eosinofilos > 0,2 x10°/L possui sensibilidade de 91,1% e
especificidade de 50% em predizer inflamagdo ecosinofilica de vias
aéreas sugerindo que este pardmetro pode ser uma importante
ferramenta na avaliacdo da cosinofilia das vias aéreas na DPOC.
Usando o ponto de corte > 0,2 x10°/L no sangue periférico a maioria dos
participantes (59,5%) do nosso estudo apresentava esta medida de
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eosinofilos no sangue periférico. Este achado ¢ similar ao ja relatado em
outros estudos %7,

Examinou-se a correlag@o entre eosinofilos no sangue periférico
e no escarro induzido. A despeito da correlagdo moderada entre
eosinofilia no escarro e no sangue periférico a concordancia entre estes
dois parametros foi fraca, independente do ponto de corte. A baixa
concordancia entre os dois pardmetros sugere que estes oferecem
informagdes diferentes que podem ou ndo ser complementares. Isto é
importante porque nossos resultados questionam o significado da
presencga de eosin6filos no sangue periférico, particularmente em relagéo
a sua habilidade em predizer exacerbagdes e beneficio clinico com o uso
de corticoides na DPOC, a exemplo do que ocorre com a eosinofilia no
escarro induzido “>7*

Neste contexto, dois estudos recentes analisando
eosindfilos no sangue, ao contririo de outros estudos igualmente bem
desenhados e bem conduzidos *’” ndo foram capazes de definir um
subgrupo de pacientes com DPOC que se beneficiaria do tratamento
com corticoides. Entretanto, os eosinéfilos no sangue parecem
identificar quais exacerbag¢des da DPOC se beneficiariam do tratamento
com corticoide sistémico . Estas discrepancias merecem ser
investigadas.

O presente estudo tem como principal limitacdo o delineamento
transversal que nos impossibilita avaliar a estabilidade da medida de
eosinofilos no sangue de portadores de DPOC livres de tratamento com
corticoides e examinar as implicagdes longitudinais de nossos achados.
Poderia também se argumentar que a selegdo dos pacientes, que resultou
em uma amostra homogénea e bem caracterizada de pacientes com
DPOC, sem o uso de corticoides inalatdrios, limitasse a aplicabilidade
dos presentes resultados. Apesar desta homogeneidade ser interpretada
como um ponto forte do estudo, uma vez que permitiu responder as
questdes do estudo em pacientes que inquestionavelmente eram
portadores da doenca, entende-se que a generalizabilidade externa dos
resultados é menor, necessitando ser investigada em outras populagdes.

Em sintese, os achados do presente estudo adicionam
conhecimento sobre a resposta broncodilatadora na DPOC e sua relagdo
com a inflamagéo eosinofilica nas vias aéreas e no sangue. Os resultados
sugerem que, em pacientes portadores de DPOC, virgens de tratamento
com corticoides, ¢ indiferente medir a resposta broncodilatadora a
inalagdo de 400 mcg de salbutamol aos 20 ou 45 minutos ¢ que a
presenca ou magnitude desta resposta nao estd relacionada a inflamagao
eosinofilica medida tanto no sangue quanto no escarro induzido.

(75,76)
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6 CONCLUSOES

1.

E indiferente medir a resposta broncodilatadora a inala¢do de
400 mcg de salbutamol aos 20 ou 45 minutos em pacientes com
DPOC virgens de tratamento com corticoides e em fase estavel
da doenga.

A resposta broncodilatadora na DPOC ndo estd associada a
inflamag@o eosinofilica medida no sangue ou no escarro
induzido.

A concordancia entre eosinofilia no escarro induzido e no
sangue periférico, na amostra estudada foi baixa, independente
do ponto de corte utilizado.
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ANEXO

Anexo A — Parecer do Comité de Etice} em Pesquisas com Seres
Humanos (CEP) e Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
(continua).

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS

Titulo do Projeto: Limitag&o moderada ‘yﬂv" ao fluxo de ar em fumantes: valor

preditivo da eosinofilia no escarro para beneficio com altas doses de

budesonida inalada.
Pesquisador principal: Marcia Margaret M. Pizzichini

PARECER

O projeto de pesquisa vem acompanhado de toda documentaco exigida no

protocolo,

Segundo nossa andlise, consideramos o projeto aprovado. Porém, tratando-se de um
experimento que sera realizado em conjunto com pesquisadores e instituigies estrangeiras
& de acordo com o item VIil . 4 ¢.B da Resoluglo 196 de 10 de outubro de 19968 do
Conselho Nacional de Salide, sugerimos que o projeto seja encaminhado ac CONEP para

apraciagio.
Floriandpolis 26 de agosto de 1998

\| g

Terezinha de Jesus Carvalho Neiva
Membra do Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos
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Anexo A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisas com Seres
Humanos (CEP) e Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
(continua).

MINISTERIO DA SAUDE
Conseing Macional de Sadde
Cemisslo Maciorel de Euca em Pesguiss - CONEP

PARECER N* 208/98

Processo n® 25000.0090269T6/98-11 _
Projeta de Pesquisa: “Limiagdo Moderada & grave ao fiuxo de ar am fumantes: vaio
preditve da egsingfiia no ascams para Deneficio com mitas doses 08 buUDeSOMICE
inaiada” _

Pasquisador responssvel: Marcia Margareth M. Pizzichmi

Instituigho: Universidade Federal da Santa Catanna

Ap se procedsr a andlise do processo acima. verficamos gue foram
atendidas as sclicitagbes feias pela Comissdc Nacional deé Etica em Pesquisa -
CONEP gue. Ge acordé com as atribuigbes definidas na Res. CNE 188/96, manifesta-
{se pela aprovagio do projato de pasguisa proposte.

Brasika, 30 de outubro de 1908,

s s g
" WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenadeor da CONEP-MS
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APENDICE

Apéndice A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(continua).

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, confirmo que 0 Dr.
discutiu comigo a pesquisa intitulada
“Limitacdo moderada a grave ao fluxo de ar em fumantes: valor
preditivo da eosinofilia no escarro para beneficio de tratamento com
altas doses de budesonida inalada. Eu compreendi que:

1. A razdo para fazer este estudo ¢ melhorar nosso entendimento sobre
a inflamacdo que ocorre nas vias respiratorias de pessoas que fumam e
que ja tém doenga respiratoria causada pelo cigarro, ¢ também para
saber se o tratamento com altas doses com corticosteroides inalados
pode melhorar estes pacientes.

2. Eu serei visto pelos investigadores deste estudo no comeco, durante
e apOs meu tratamento.

3. O estudo consistira de seis visitas num periodo de dois meses e
meio. As Visitas 1, 2 4, 5 e 6 terdo uma duragdo de mais ou menos
duas horas cada. A Visita 3 durara apenas trinta minutos.

4. Nas Visitas 1,2,4,5¢ 6, além de uma avaliacdo médica completa,
varias outras medidas de pesquisa serdo realizadas. Estas medidas sdo:
um questionario completo e detalhado, testes respiratdrios
(espirometria), tossir para produzir catarro apds inalar uma solugdo de
agua e sal por cerca de 20 minutos, retirada de 20 ml de sangue e
caminhada durante 6 minutos. Além disto eu farei uma radiografia do
pulmado e testes de alergia (se ndo houver sido realizado no ultimo ano),
na Visita 2. Na Visita 3 eu simplesmente vou repetir o teste da
caminhada em seis minutos.
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Apéndice A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(continuagao).

5. Os riscos associados com estes procedimentos sdo minimos. Eles
incluem um leve aperto no peito, chio, ou falta de ar durante os testes
respiratorios, durante a caminhada de 6 minutos ou durante a
nebuliza¢do com a solugdo de agua e sal para produzir catarro. Estes
sintomas melhoraram espontaneamente ou dentro de minutos apds o uso
da bombinha com broncodilatador.

6. O tratamento usado neste estudo ¢ frequentemente receitado para
pacientes com doenga pulmonar devido ao cigarro. Ele ¢ um tratamento
considerado seguro e se causar efeitos colaterais, estes serdo minimos.
Espera-se que o tratamento seja bem tolerado. Possiveis efeitos
colaterais podem incluir moniliase oral (sapinho) e rouquiddo. O risco
destes efeitos colaterais pode ser diminuido pelo ato de enxaguar a boca
com agua e cuspi-la apos usar a medicacdo do estudo. A prednisona
pode causar aumento do apetite, insonia, alteragdes do humor, manchas
roxas na pele, acne, aumento do agucar no sangue, e retencdo de
liquidos que desaparecem apds a suspensdo da prednisona. Se qualquer
destes efeitos ocorrerem ou me preocuparem, eu entendo que posso
telefonar para me aconselhar.

7. Eu poderei ou ndo me beneficiar com o tratamento usado no estudo.
8.  Minha participagdo no estudo é voluntaria e eu estou livre para me
retirar do estudo em qualquer momento sem prejuizos para meu
tratamento médico futuro.

10. Se eu tiver qualquer duvidas ou preocupagdes eu poderei contatar
com a Dra. Marcia MM Pizzichini ou com o Dr. Emilio Pizzichini
telefonando para 224-5226 ou 971-8273.

11. Toda a informagdo obtida durante o estudo sera confidencial.

12.  Eu concordo em participar deste estudo.

Participante: Data:

Testemunha: Data:
Médico: Data:



