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1 - RESUMO:

O transporte mucociliar € o principal mecanismo de defesa das VAs (Vias Aéreas)
contra agentes agressivos e microorganismos, células ciliadas e células secretoras de muco
sdo seus principais componentes. Ha diversos métodos de avaliacdo do muco, do transporte
pelos cilios em modelo experimental e em humanos, transporte pela tosse e avaliacdo do
batimento ciliar, sendo essencial a avaliacdo de cada componente separadamente para
realizacdo de diagndstico de patologias. O objetivo do presente estudo € a revisdo da literatura
dos métodos utilizados para avaliacdo do transporte mucociliar, do batimento ciliar, das
propriedades reologicas e da transportabilidade do muco. Para avaliagdo do muco foi
encontrado o uso de microrredbmetros magnéticos, rebmetros rotacionais, viscosimetros cone-
placa e viscosimetro capilar, para avaliacdo da tensdo superficial é utilizado a medida do
angulo de contato. O principal método utilizado para avaliacdo experimental do transporte
mucociliar em animais é o palato de rd, mais recentemente também passou a ser utilizado a
traquéia bovina, de rato e outros. O transporte mucociliar em humanos tem como padréo ouro
0 uso de particulas radioativas, mais recentemente o teste de sacarina passou a ser utilizado,
sendo uma técnica mais barata e de mais simples aplicacdo. O transporte do muco em alta
velocidade é avaliado pela maquina simuladora de tosse. O batimento ciliar pode ser avaliado
tanto pela técnica videoscopica como videomicroscopica, sendo esta ultima mais precisa. O
uso das técnicas citadas acima é de fundamental importancia para diagnostico e tratamento de

patologias, pesquisa e avaliacdo da eficacia do tratamento proposto.



2 - INTRODUCAO:

A superficie respiratoria tem 70 a 80 m? aproximadamente, sendo a maior superficie
corporea. Diariamente, em repouso, 0os pulmdes humanos ventilam aproximadamente 10.000
litros de ar, que contém muitas substancias potencialmente patogénicas as vias aéreas. No
entanto, distinguem-se trés mecanismos de defesa das vias aéreas: a atividade mucociliar, a
atividade fagocitaria (realizada pelos macréfagos) e a atividade imunitaria (humoral e
celular). (TARANTINO, 1990)

O transporte mucociliar é o principal mecanismo de defesa das vias aéreas contra
microorganismos e substancias potencialmente agressivas, mas na superficie respiratoria a
defesa mais importante cabe aos macrofagos alveolares (TARANTINO, 1990). Células
ciliadas e células secretoras de muco sdo 0s componentes estruturais da clearance mucociliar.
(SALDIVA, 1990)

O trato respiratorio é coberto por epitélio pseudoestratificado cilindrico ciliado desde
as cavidades nasais até os bronquiolos respiratorios, sendo entremeado por células mucosas,
serosas e da Clara, que sao responsaveis pela producdo de muco (SALDIVA, 1990).

Os cilios estdo dispostos paralelamente nas vias aéreas, e sdo responsaveis pelo
transporte do tapete mucoso, apresentando batimento ciliar de movimento pendular em uma
seqiiéncia coordenada e unidirecional, resultando em uma onda metacronica que propele o
muco, cujo mecanismo de controle permanece desconhecido. E fortemente influenciado pelas
propriedades viscoelasticas e de transportabilidade do muco respiratorio. (TARANTINO,
1990)

O batimento ciliar processa-se ao longo das duas fases do muco, sendo que a

caracteristica do movimento ¢ diferente em cada uma. Na hipofase sol 0 movimento realiza-se



de maneira lenta, sendo a fase de recuperacdo, ja que esta € menos densa, onde o cilio volta a
sua posicdo original. Na hipofase gel o movimento € de progressdo do muco e de particulas
inaladas impactadas no mesmo, é mais rapido do que na fase anterior (AGNER 1991).
Quando héa espessamento da hipofase sol 0 muco é desacoplado do aparelho mucociliar, e
quando ha diminuicéo da espessura ha interferéncia mecanica na fase de recuperacgéo do cilio
apos o batimento efetivo (SALDIVA, 1990). O transporte ativo de ions regula a composicéo e
volume do liquido periciliar, deixando o0 muco mais fluido, e essa regulacdo permite o
méaximo de efetividade no transporte das secrecdes (BOUCHER 1994).

O movimento do fluido periciliar € um estimulo para que se inicie o batimento ciliar,
levando a uma movimentacdo do cilio vizinho e desencadeando uma reacdo em cadeia
(AGNER 1991). Ha pelo menos dois diferentes modulos de batimento ciliar: baixa velocidade
e alta velocidade (TRINDADE 2007).

O muco tem diversas fungdes nas vias aéreas, a hidratacdo, a captacao e transporte das
particulas inaladas presentes no ar, a depuracao bioldgica (proteinas e enzimas presentes no
muco) e a protecdo da acdo lesiva do oxigénio na mucosa na arvore bronquica, sdo as
principais. (TARANTINO, 1990)

O mesmo é constantemente produzido e renovado, sendo formado por diversas
substancias (enzimas, agentes bactericidas e materiais solubilizantes, etc), mas as mucinas,
que sdo glicoproteinas de alto peso molecular e bastante glicosilada, sdo as principais.

Estas, apresentam caracteristicas ora sol e ora gel, sendo responsavel pela maior
adaptacdo do muco em situacoes adversas (VERDUGO, 1990). Ha trés tipos fundamentais de
mucoproteinas as sialomucinas, sulfomucinas e as fucomucinas, a composi¢do bioquimica das
mucoproteinas é de fundamental importancia para a determinacdo de maior ou menos
viscoelasticidade das secrecdes, influenciando, portanto, na transportabilidade do muco.

(TARANTINO, 1990)



Este comportamento ora sol ora gel é referido como viscoelastico, visto que se
comporta de maneira viscosa quando ha um transporte mais lento (batimento ciliar) e de
maneira elastica quando o transporte é feito mais rapido (tosse e espirro). O que caracteriza o
muco como um fluido ndo-newtoniano, devido a variacdo do seu comportamento de acordo
com a tensdo a que é exposto, apresentando caracteristicas de elemento solido (elastico) e de
elemento liquido (viscoelastico) (MACCHIONE 1995). Portanto, é de grande importancia o
estudo do muco em estimulos de baixa frequiéncia (transporte pelos cilios) e de alta frequéncia
(transporte pela tosse e espirro). (SALDIVA, 1990)

A analise reoldgica do muco fornece informacBes sobre essas propriedades
viscoelasticas, permitindo a compreensdo da funcdo normal e fatores responsaveis por
anormalidades nas doencas (TRINDADE 2007, MACCHIONE 1995).

As propriedades reoldgicas do muco sdéo (MACCHIONE 1995):

- A tixotropia, que € a capacidade de voltar as caracteristicas iniciais apos ter sofrido
agitacoes;

- A espinability que € a coesdo das forcas internas e a capacidade de formar filos ou
filamentos;

- A viscosidade que é a capacidade de deslocamento em dois planos;

- A elasticidade que é a capacidade de se deformar e voltar a forma original.

Além das propriedades reoldgicas, 0 muco apresenta outras propriedades fisicas que
interferem no transporte, como a adesividade, que é a forca necessaria para a separacao entre
o fluido adesivo (muco) e a superficie aderente (epitélio respiratdrio), controlando a eficacia
do transporte pela tosse. A wettability é outra propriedade fisica, que caracteriza a habilidade
do fluido de espalhar-se por uma superficie plana, solida e lisa, e isenta de carga eletrostatica,

esta € determinada pelo angulo de contato entre a tangente da interface liquido/ar e o plano



horizontal, que é visualizado com lupa e medido com goniémetro. Quanto menor o angulo de
contato melhor o transporte pela tosse. (TRINDADE 2007, MACCHIONE 1995)

Fatores externos que levam a alteracdo no transporte mucociliar podem levar ao
desenvolvimento de doencas do sistema respiratorio, quer por alteracdes na estrutura dos
cilios ou por mudanga estrutural do muco (AGNER 1991). A bronquiectasia é um exemplo de
patologia que, em muitos casos, € secundaria a outras patologias de vias aéreas. Inflamacéo,
diminuicdo do transporte mucociliar e infeccdo formam o ciclo vicioso de Peter Cole, que
descreve o ciclo patolégico da bronquiectasia. (COLE, 1997)

A discinesia ciliar primaria é um exemplo de doenca genética na qual ocorre uma
malformacdo de proteinas que coordenam o batimento ciliar, o que leva a alteracdes no
transporte do muco pelos cilios, resultando em obstrucdo crénica do trato respiratorio superior
e inferior, caracterizada por infeccdes recorrentes, o que pode levar ao desenvolvimento de
bronquiectasia (OLM, 2007). A fibrose cistica é uma patologia que também é de origem
genética (autossémica recessiva), acometendo principalmente o trato respiratério e pancreas,
devido a alteracdo no transporte de eletrolitos, principalmente de cloro. No trato respiratério
ha alteragdo do transporte mucociliar devido a deficiéncia na hidratagdo do muco levando a
colonizagdo cronica do trato respiratério inferior. (MATTOZO, 2005)

Muitos fatores interferem no transporte mucociliar, a diabetes mellitus (YUE, 1989),
individuos HIV positivo (ROSEN, 2005), gestacdo (ELLEGARD, 2000; PHILPOTT, 2003),
ar seco (SALAH, 1988), cirurgia das vias aéreas superiores (YANEZ, 2008), habito de fumar
(STANLEY, 1986), idade (MALLOL, 1999: YADAV, 2001), sexo (MALLOL, 1999),
patologias agudas e cronicas das VAs (RUTLAND, 1981), séo alguns exemplos.

Houtmeyer et. al. em 1999 cita como variaveis do transporte mucociliar a estrutura
ciliar, batimento ciliar, composicéo e propriedades reoldgicas do muco respiratorio, idade,

Sexo, postura, sono, exercicio fisico, gases poluentes e patologias das vias aéreas como asma,



bronquiectasia, bronquite crénica, fibrose cistica e a sindrome de Kartagener (HOUTMEYER,
1999).

Quando ha processos irritativos das VAs, sendo eles o fumo, infeccdo bacteriana ou
viral, gases irritantes, e etc, hd uma modificacdo na composicdo do muco. A quantidade de
glicoproteinas e as substancias a ela ligadas sao responsaveis por essas alteracbes, mudando
as propriedades viscoelasticas e deixando 0 muco mais espesso, dificultando a depuracdo
mucociliar. H& também diminuicdo da proporcéo de células ciliadas e serosas, aumentando o
namero de células caliciformes e de secrecdo mucosa, havendo transformacdo de células
serosas e da Clara em células caliciformes. Isso leva a estase do muco e consequientemente a
dificuldade de eliminacdo de microorganismos das VAs, facilitando a instalacdo de
patologias. (SALDIVA, 1990).

Quando isso ocorre, a tosse e 0 espirro se tornam alternativas para o transporte do
muco, ja que os cilios apresentam uma menor capacidade de mover o muco purulento.
(AGNER 1991, TRINDADE 2007, MACCHIONE 1995)

No estudo realizado por Zanchet et al em 2006, foi demonstrado que o escarro de
pacientes portadores de bronquiectasia com presenca de bactérias potencialmente patogénicas,
apresentou menor transportabilidade pelos cilios (palato de rd) e maior deslocamento pela
tosse (maquina simuladora de tosse), comparado ao escarro de portadores de bronquiectasia
sem presenca de bactérias potencialmente patogénicas nas vias aéreas. A cor do escarro
também demonstrou ser uma avaliacdo importante para a transportabilidade do muco, sendo
que secrecOes mais escuras apresentaram menor velocidade de transporte ciliar e maior
deslocamento por tosse, em relacéo as mais claras. (ZANCHET, 2006)

A fisioterapia respiratdria atua nas doengas pulmonares hipersecretivas, promovendo a
clearance do muco respiratorio com aumento do mecanismo de transporte. (MARTINS 2005,

APP 1998)
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A puruléncia do muco piora qualitativamente o perfil reol6gico do mesmo. No estudo
realizado por Martins et. al. em 2005 demonstrou melhora de perfil reolégico do muco
brénquico apo6s técnicas de fisioterapia respiratdria para higiene broénquica, também
aumentando quantitativamente a expectoracdo de secrecdo traqueobrénquica. (MARTINS
2005)

Baseado no exposto acima, ha muitos fatores que influem no transporte mucocilar e na
transportabilidade do muco. Portanto, é necessario a adequada avaliacdo de cada componente
individualmente para que se possa identificar a origem da alteracdo da clearance e o adequado
tratamento, assim como o diagnostico adequado de patologias que levam a alteracdes no
transporte mucociliar ou que decorrem dessas alteracoes.

H& métodos utilizados para a avaliacdo do batimento ciliar, das propriedades do muco,
do transporte mucociliar, assim como o transporte pela tosse. Sendo métodos de fundamental

importancia para a avaliacdo da transportabilidade do muco.



11

3-0OBJETIVO:

O objetivo do presente estudo é a revisdo da literatura dos metodos utilizados para
avaliacdo do transporte mucociliar, do batimento ciliar, das propriedades reoldgicas e da

transportabilidade do muco.
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4 - METODOLOGIA:

4.1. Tipo de pesquisa

Tratou-se de uma pesquisa descritiva

4.2. Local da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto da USP.

Foi realizado pesquisa bibliografica nas principais bases de dados (Bireme, scielo,
cochrane, pubmed), a consulta foi realizada de abril a setembro de 2011, as palavras-chave
utilizadas foram: transporte mucociliar, clearance mucociliar, mucociliary clearance,
transporte mucociliar nasal, clerance mucociliar nasal, nasal mucociliary clearance, nasal
mucociliary transport, palato de ra, frog palate, maquina simuladora de tosse, cough machine,
simulated cough, microrreometria magnética, magnetic microrheometer, traquéia bovina,
bovine trachea, viscosimetros capilares, redbmetros rotacionais e métodos de avaliacdo do
transporte mucociliar.

Os artigos utilizados foram no intervalo de 1968 a 2010, sendo o idioma dos estudos em
portugués, inglés ou espanhol. Foram selecionados 69 artigos e desses, 30 foram utilizados no

presente estudos.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise do muco

O método mais utilizado de analise das propriedades reoldgicas do muco € a técnica de
microrreometria magnética, que consiste na vibracdo de uma micro esfera de metal submersa
no muco através de campo magnético de corrente alternada, determinando o tempo entre a
aplicacdo da forca e a deformidade sofrida, podendo decompor os resultados em elementos
elasticos e plasticos separadamente. (AGNER, 1991; TRINDADE, 2007; MARTINS, 2005;
MACCHIONE, 1995; TTENUMA, 1991; GIORDANO, 1978; KING, 1997; MAJIMA 1999).

Viscosimetros capilares, viscosimetros cone-placa e rebmetros rotacionais sdo outras
técnicas utilizadas para a analise das propriedades reologicas do muco. (MARTINS, 2005;
LIEBERMAN, 1968; DULFANO, 1975; RAMOS, 2003; DENEUVILLE, 1997; SHIBUYA,
2003)

5.1.1. Microrreometria magnética

A técnica de microrreometria magnética desenvolvida por King et al em 1977, da
seguinte forma: trés bobinas de aproximadamente 500 voltas cada sé&o envolvidas em aco
toroid do qual uma area de 2,5mm foi removida. As amostras de muco foram colocadas em
um recipiente retangular claro que foi colocado na lacuna do toroid. Uma esfera pequena
(diam 50-150 pm) foi inserida no muco, e as amostras foram embebidas em 6leo de parafina
(viscosidade <1 P, saturado com &gua) para minimizar evaporacdo. O magneto e o recipiente
foram posicionados no microscopio. Todas as amostras foram realizadas na temperatura da
sala (23 + 2°C). Os volumes das amostras de muco foram tipicamente entre 2-5ul, e as
dimensGes internas do recipiente foram tipicamente 1,5 mm de largura (direcdo da

movimentagdo da esfera), 6 mm de comprimento, e 4 mm em altura. As amostras, por causa
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da elasticidade, tensdo superficial, e tamanho, normalmente se espalha ou derrama muito
pouco. Dessa forma as dimensdes tipicas de 2 ul de amostras eram 1,5 mm de largura, ~1,5
mm de comprimento, e ~1 mm de altura. Para amostras maiores, as duas ultimas dimensoes
podem ser apropriadamente maiores. (recipiente de comprimento de 1,5 mm era eficaz para
amostras pequenas com modulos de baixa elasticidade, o qual poderia tender a deslizar).
Cuidado era tomado para posicionar a esfera préximo ao centro da amostra de muco para
diminuir as chances de ficar na borda ou no fim. A forca magnética é gerada pela passagem
de corrente pelas bobinas. A forca age sobre a particula magnética. A for¢ca motora magnética
tem oposicdo da viscosidade e da forca inercial da particula e do muco. A imagem da esfera é
projetada em uma tela. (KING, 1977)

Quantidade da amostra, e necessidade de varias freqliéncias vibratorias para avaliacao
do muco para avaliacdo adequada da viscoelasticidade do mesmo sédo alguns fatores limitantes
para analise reoldgica do muco, sendo a técnica de microrreometria magnética mais adequada
para essa analise. Sendo o microrredmetro magnético um tipo de elastbmetro dindmico, que
funciona a partir do estudo da relacdo temporal entre deslocamento e forca de uma esfera de
aco submetida a um campo magnético que oscila em padrdo sinusoidal. Neste exame a
sombra da esfera é projetada através de um microscépio para duas fotocélulas, que permite
obter o deslocamento da esfera de acordo com a forca a ela aplicada. E necessario uma
pequena quantidade de secrecdo, somente alguns mililitros, sendo uma vantagem da técnica.
A esfera é submersa no centro do muco, e essa esfera € movimentada dentro do muco pela
acao de forca magnetica de carater sinusoidal. As forcas que se opde a movimentacdo da
esfera s@o de natureza elastica e viscosa. As forgas inerciais sdo despreziveis pelo fato de a

esfera estar em movimento constante. (SALDIVA, 1990)

5.1.2. Viscosimetro cone-placa
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Lieberman em 1968 utilizou um viscosimetro de micro-reologia para avaliacdo das
propriedades reoldgicas do muco. Para a avaliagdo do muco é colocado 2 ml de escarro em
um Becker previamente marcado com 2 ml, e o escarro é colocado no centro da placa do
viscosimetro. A placa do viscosimetro é entdo conectada ao viscosimetro, e o escarro €
deixado em temperatura de 37°C por 2 a 4 minutos sem rotacdo do cone. Cada amostra é
submetida a varios graus de cisalhamento (0.5, 1, 2.5, 5, 10, 20, 50, e 100 rpm), em ordem
ascendente, com 2 minutos de intervalo. Muitas leituras instantaneas foram entéo realizadas
durante os niveis descendentes das rotacdes do cone. (LIEBERMAN, 1968)

Tem o inconveniente de que ocasionalmente, especialmente com alta viscosidade das
amostras mucdides, movimentos erraticos da caneta indicadora indicam que a amostra fica

confinada sob o cone, sendo necessario rearranjar o escarro na camara. (LIEBERMAN, 1968)

5.1.3. Viscosimetro capilar:

No estudo de Ramos et al em 2009 a viscosidade foi analisada por meio de um
viscosimetro duplo capilar, constituido por um capilar de ago no interior de um capilar de
vidro. O sistema de capilares foi conectado a uma coluna de pressao de agua. Na extremidade
proximal do capilar de vidro, conectada a coluna de pressdo de agua, foi depositada uma
quantidade de escarro que preenchesse 5 mm do capilar. Com a imposi¢do da pressdo no
interior do capilar, foram determinados o descolamento do escarro, a pressao, o tempo e 0
recuo. Com a utilizagdo da equacdo de Poiseuille (n = @ x r4 x AP/8 x 1 x Q; onde n:
viscosidade; r: raio do tubo em cm; AP: pressdo da amostra através do tubo em cmH20; I:
comprimento do tubo em cm; e Q: razdo de fluxo volumétrico), obteve-se o valor da
viscosidade. Para a analise, foi utilizado o valor médio da viscosidade, que foi obtido por

meio da mensuracdo da viscosidade de cinco amostras do mesmo escarro. (RAMOS, 2009)
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5.1.4. Avaliacdo do angulo de contato

O angulo de contato representa a tensao superficial do muco sobre uma superficie plana
e solida. (TAMBASCIO, 2010)

Zanchet et al em 2006 realizou a avaliagdo do angulo de contato do muco assim como
descrito no estudo de Girod et al, sendo 0 mesmo analisado imediatamente ap0s a deposicado
do muco sobre a lamina. Foram realizadas cinco medidas de angulo de contato de cada
amostra e foi calculada sua média. (ZANCHET, 2006)

Fernandes at al em 2008 realiza a medida do angulo de contato das amostras de muco
foi realizada utilizando-se uma lente ocular com aumento de 25x equipada com um
gonibmetro com escala de 0 a 180 graus. As amostras foram colocadas sobre laminas tratadas
com acido sulfocrémico para eliminacao das cargas elétricas das mesmas, e 0 angulo formado
entre a interface ar-liquido e a superficie da lamina era registrado. (FERNADES, 2008)

Para a medida do angulo de adesdo Ramos at al em 2009 realiza o teste de modo
parecido ao descrito por Fernandes et al em 2008, mas este utiliza uma lente com aumento 5x
maior. O escarro foi depositado em uma ladmina deionizada, tratada com solucédo
sulfocrémica, e visualizado por meio de uma ocular com gonidmetro, com aumento de 20x. O
angulo de contato foi medido em graus, imediatamente apds a amostra ser depositada na
ldamina e ap6s 5 min. O &ngulo formado entre o escarro e a superficie solida reflete a tensdo
superficial e a forca de adeséo do escarro. (RAMOS, 2009)

No estudo de Tambascio et al em 2010, o estudo também é realizado de modo
semelhante ao de Ramos et al em 2009 e Fernandes et al em 2008, sendo que este estudo cita
estes dois estudos. O angulo formado entre 0 muco e a superficie de vidro foi medido com um
gonibmetro em uma lente com aumento de 20x. A superficie de vidro utilizada para essas

analises era tratada com acido sulfocrdmico para a remocao das cargas elétricas. A amostra
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era avaliada cinco vezes e utilizou-se a média dessas medidas, realizada em graus.

(TAMBASCIO, 2010)

5.2. Anélise em modelo experimental do transporte mucociliar

5.2.1. Palato de rd

O palato de rd é um método utilizado para o estudo do transporte mucociliar e interacdo
muco-cilio (TRINDADE 2007, MACCHIONE 1995). E um sistema adequado para estudo do
aparelho mucociliar, pois tem um epitélio muito parecido com o das vias aéreas dos

mamiferos. (SALDIVA, 1990)
O palato de rd vem sendo utilizado para estudos da atividade mucociliar desde 1948 e em estudos de

muco pulmonar nas ultimas 3 décadas. (apud WILLS 1998)

Apresenta a vantagem de ser uma superficie plana passivel de observacdo direto por
microscépio. (SALDIVA, 1990)

No estudo de Puchelle et al em 1982 para a preparacao tecidual, apds ser realizada a
disseccdo do palato da rd, o mesmo é colocado em uma camera de plexiglas na qual a
temperatura (30 + 0,5°C) e umidade relativa (100%) permanecem constantes. O palato é
depositado sobre um algodao Umido e fixado em um suporte moével. A camara € colocada
sobre uma mesa de marmore para reduzir a interferéncia vibracional. O palato é iluminado por
uma fibra dptica. Esta fonte de luz fria é para evitar qualquer interferéncia da radiacdo de
calor, e a sua mobilidade permite obter o angulo de incidéncia que fornece a maior
intensidade de luz refletida. Para aparato optico € utilizado um estéreo microscépio equipado
com uma objetiva com ampliacdo de 8X e um tubo de extensdo lateral. A ocular lateral
apresenta amplificacdo de 25X. A ampliacdo total utilizada para a mensuracdo da frequéncia
mucociliar foi de 200. Entre a ocular e a objetiva, um diafragma foi colocado consistindo em

um disco com abertura central e diametro varidvel (50, 100, e 400(1m) permitindo uma
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observacao de 12.5, 25, e 100m, respectivamente. Varia¢Ges na intensidade da luz devido ao
batimento ciliar foram detectadas por um fotomultiplicador situado na ocular lateral. A
sensibilidade espectral do fotomultiplicador (280-920nm com sensibilidade maxima de
550nm) foi similar ao espectro de transmissdo da fibra dptica (480-850 nm, transmissao
méaxima de 650 nm). (PUCHELLE, 1982)

Saldiva em 1990 descreve o método do palato de rd. As rds sdo espinaladas e em
seguida a regido do palato ¢ dissecado. O palato é mantido por 48 horas a 4°C com 100% de
umidade, para que o0 muco seja esgotado pela acdo do seu préprio aparelho mucociliar, o
muco da ra é coletado para ser utilizado como muco controle. E utilizado cerca de 5 ml de
muco para avaliacdo do transporte pelos cilios. A velocidade do muco é dado em velocidade
relativa em compara¢do com o muco da ra. (SALDIVA, 1990)

No estudo de Zanchet et al em 2006 também foi utilizado o palato de rd. Para cada
amostra, utilizaram-se cinco medidas do tempo despendido para as amostras percorrerem 6
mm no palato de rd. A velocidade do muco foi expressa como velocidade relativa, a qual
consiste na média da velocidade do muco teste dividida pela média da velocidade do muco da
rd, utilizado como controle. Cada amostra de muco era de aproximadamente 2mm.
(ZANCHET, 2006)

Assim como nos estudo anteriores, Fernandes et al também utilizou a velocidade
relativa (rato/rd) para demonstrar os resultados. (FERNANDES, 2008)

Em estudo realizado por Ramos et. al. em 2009 é descrito que a cada quatro amostras
testadas, era realizada uma medida com o muco da ré para o controle da integridade do palato.
Resultados expressos em velocidade relativa (velocidade do escarro do paciente / velocidade
do mudo enddgeno). A mensuracao da velocidade relativa do transporte do escarro em palato
de ra (velocidade do escarro do paciente/velocidade do muco endogeno), foi avaliada por

meio de uma lupa estereoscépica com ocular reticulada, com a utilizacdo de um crondémetro
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para a medicdo do tempo (em segundos) do deslocamento da amostra do escarro em direcao
cefalocaudal em 10 mm no palato. A cada quatro amostras testadas, foi realizada a medida

com o0 muco da rd para o controle da integridade do palato. (RAMOS, 2009)

™
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Foto de palato de ré retirada do estudo de Fernandes et. al. em 2008.

Em estudo recente de Tambascio et al em 2010 o estudo do transporte pelo palato de ra
foi realizado da seguinte maneira:

Rés (Rana catesbiana) tiveram seus palatos removidos por decapitacdo, e esses foram
mantidos em temperatura de 4°C durante 48 h para a retirada do muco para controle
enddgeno. Pequenas quantidades de muco dos pacientes eram retiradas do tubo plastico,
submersas em éter para a remocdo do excesso de vaselina e depositadas em uma regido do
palato. O deslocamento da amostra era observado com o auxilio de um estereomicroscépio
com aumento de 8%, e o tempo de transporte foi registrado com o auxilio de um cronémetro.
Os resultados foram expressos em velocidade relativa de transporte, correspondendo a razao
entre a média de cinco medidas da velocidade de transporte do muco experimental sobre a
velocidade de transporte do muco de rd (média da soma da velocidade do muco de ré inicial e
final). (TAMBASCIO, 2010)

A velocidade de TMC nas amostras de muco dos ratos foi comparada com a do muco da
propria réd, sendo os resultados, dessa forma, expressos como velocidade relativa (rato/rd). A

velocidade de TMC foi monitorada pela observacdo direta de particulas de carbono
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depositadas sobre a camada de muco da regido distal de cada bronquio utilizando-se um
estereomicroscopio com ocular reticulada. (FERNANDES, 2008)

Nos estudos realizados com palato de rd citados ha variacbes nas temperaturas de
conservacao, sendo que somente no estudos de Saldiva em 1990 e Tambascio em 2009 (T=
4°C) e de Puchelle em 1982 (T=30°C), expressaram a temperatura utilizada, mas a variagéo €
de aproximadamente 26°C. Mas apesar dessa diferenca, 0 método utilizado para avaliagdo do
transporte no palato de rd ndo apresentou grandes alteracGes ao longo dos anos, apesar de
haver falha nos estudos quanto a descricdo dos métodos detalhadamente, como por exemplo,

na maioria dos artigos ndo é descrito como as ras sao sacrificadas.

5.2.2. Traquéia Bovina:

A traquéia bovina é um estudo mais recente utilizado como método de avaliacdo do
transporte mucociliar em modelo experimental animal, utilizando a traquéia de boi como
substitutivo ao palato de rd, o método de referéncia de avaliacdo em ex-vivo do transporte
mucociliar. Sendo inicialmente descrito no estudo de Wills et al em 1995. A traquéia bovina
foi obtida com 4 horas de morte, dissecada em pedacos de 8x3 cm, e colocada em tampéo de
fosfato salino (pH7,4) a 4°C. O epitélio ndo foi removido dos anéis traqueais. As preparacdes
podem ser estocadas por 4 dias sem diminuir a viabilidades. A deplecdo do muco € mais
eficientemente realizada da seguinte maneira. O epitélio foi encubado por toda a noite a 37°C
em uma capsula de ima média contendo solucdo de antibidtico-antimicético. Exposicdo do
tecido no ar ajudou, e isso foi melhor executado sem dissecacdo pela colocacdo do lado
epitelial para baixo no intermediario, somente em uma profundidade o suficiente para
submergir a margem, e gentilmente agitar o recipiente. Uma quantidade consideravel de muco
de traquéia bovina colhido da porcdo cranial e do fim e foi utilizado nos ensaios como

controle enddgeno de escarro comparado a outras amostras de muco. Em seguida, a traquéia
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foi colocada em uma camara aquecida para manter a temperatura epitelial entre 35 e 37°C.
Aproximadamente 0,5 ml de traquéia umedecida com solucdo salina de fosfato (PBS), foi
aplicada repetidamente na extremidade caudal do tecido, permitindo que a traquéia transporte
isso cranialmente. Esse processo precisou ser repetido 50 vezes, um processo durando 2 horas
antes do estado de deplecdo do muco ser alcangcado. Esse cuidado foi fornecido mantendo a
traquéia Umida e capaz de realizar o transporte de 20 a 50 mm/min por muitas horas. Menos
viabilidade foi aparente em velocidades menores do transporte pela traquéia bovina. (WILLS,
1995)

A transportabilidade do muco expectorado entre 35 e 37°C foi mensurado pela
aplicacdo de 20 a 50 pul de amostra perto da porcéo caudal, permitindo um tempo de 1 minuto,
gravando a distancia percorrida a cada 15 segundos. Uma particula de 1 mm? de aluminio foi
aplicado na ponta do muco, e 0 seu progresso mensurado a cada 15 segundos de intervalo a
olho nu usando uma escala milimétrica. Um gréfico foi construido, e o resultado foi expresso
em porcentagem de velocidade média de traquéia bovina mensurado antes e depois da
medicdo do escarro. Esse dados foram chamados de indice de transporte (IT). Por exemplo,
uma amostra com IT de 25 foi transportada em um quarto da velocidade da traquéia bovina. O
muco viaja em uma velocidade constante ao longo da traquéia exceto em 1 cm do corte final
onde é mais lento; portanto, as mensuraces ndo foram realizadas nessa regido. Apos cada
medida, o escarro foi removido do tecido pela inundacdo com PBS aquecido e absorvido o
excesso de muco e de liquido com um papel de tecido. Esse procedimento também serve para
manter o epitélio hidratado. (WILLS, 1995)

Wills et al em 1998 também utilizou a traquéia bovina como descrito previamente por
Wills et al em 1995. A transportabilidade do muco foi mensurada a 37°C na traquéia bovina
depletada de muco. A deplecdo do muco enddgeno foi feita pela prolongada exposicéao de ar,

mas mantido com solucgéo salina de fosfato (PBS), seguido pela repeticdo da aplicacéo de 0,5
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mL de muco traqueal bovino. A traquéia foi considerada depletada de muco quando ja nédo
transportava pequenas particulas de metal. A velocidade de transporte das amostras de escarro
ou muco traqueal bovino foram mensurados pela colocagdo de aproximadamente 50 pL na
porc¢do final e gravado a distancia percorrida em um intervalo de 15 segundos observando a
olho nu. A velocidade de transporte foi deduzida de pelo menos 4 pontos de dados. (WILLS,
1998)

Artigos posteriores realizam o método da mesma maneira proposta desde 1995, assim
como nos estudos de Wills e Cole em 1998, Wills et al em 1997 e Shibuya et al em 2001,
mais atuais.

WILLS et al. em 1995 desenvolveu mamiferos alternativos ao uso do palato de r4,
usando tragquéia bovina depletada do muco enddgeno para repetir a passagem do muco.
Embora a preparacdo bovina pareca ser mais trabalhosa do que a tradicional de palato de rd, a
qual ndo requer tratamento para a retirada do muco, WILLS et al. 1995 usou essa preparacdo
como vantagem na monitorizagdo do efeito do tratamento in vitro do muco com salcomo um
potencial mucolitico terapéutico. Embora o palato de ra requeira somente microlitros de
volume de muco, esse teste deve ser interpretado com cuidado em experimentos onde ha
residuos no muco pode causar alteracBes na atividade ciliar do palato da rd e invalidar a
suposicdo basica de que a atividade ciliar estd normal. Na realidade, pela observacdo da
clearance do muco coletado da rd ou na preparagdo padrdo de muco, pode-se monitorar 0
efeito de drogas na acéo ciliar do palato de ra, desde que variagdes na velocidade da clearance
possa, neste caso, ser atribuida a atividade ciliar. Quando utilizado fresco, depois da deplecéo
do muco endogeno (com 3 horas de excisdo em temperatura ambiente), o palato de rd é um
excelente modelo pra estudo de todas as variaveis relevantes do transporte mucociliar,
especialmente na velocidade de secre¢do do muco, na reologia do muco, na freqiiéncia de

batimento ciliar, transepitelial, e a velocidade linear do muco. No6s temos usado o palato
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excisado fresco em muitos estudos recentes, envolvendo alteracbes do ion epitelial em
transporte de agua com amilorida e trifosfato de uridina (UTP), e o efeito do surfactante
pulmonar artificial. Traquéias de mamiferos podem ser também usados como um modelo
integrado de sistemas para o transporte mucociliar. Gerber et al recentemente desenvolveu um
estudo com traquéia de cavalo, que mensurou concomitantemente o transporte de particula,
frequéncia de batimento ciliar, e classificagdo do muco foram realizados. Também em
animais menores como rato, € possivel realizar estudos integrados da funcdo mucociliar.

(WILLS, 1998)

5.3. Analise do transporte mucociliar em humanos

Nas décadas de 30 e 40 Hilding e Tremble, respectivamente, usaram corantes, colocando-0s nas vias

aéreas superiores e marcando o tempo até que fosse observada a colora¢ao na orofaringe, para a mensuracao

do transporte do muco pelos cilios. (Apud TRINDADE 2007)

O radioaerossol é uma técnica mais recente utilizada para a mensuracdo do transporte
mucociliar, e € mais precisa, jd& que a anterior era necessario a observacdo do corante na
orofaringe. Mas € uma técnica mais cara de ser aplicada e necessita de equipamento
especifico. E baseado na inalagdo de particulas marcadas radioativamente, que impactam nas
vias aéreas mais calibrosas e posteriormente faz-se a contagem das particulas e do tempo de
clearance. (AGNER 1991)

Em 1984 Martins desenvolveu a técnica de estroboscopia, mas ndo teve muita
aplicabilidade devido a dificuldade de manuseio do equipamento. (apud TRINDADE 2007)

O teste de sacarina foi originalmente descrito por Andersen et al em 1974, tendo como
propdsito a medida da velocidade do transporte mucociliar nasal. O teste é realizado
colocando-se uma particula de sacarina de aproximadamente 1 mm de didametro, sobre a

superficie superior do corneto inferior de uma narina, o voluntario é instruido a engolir a cada
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30 segundos e a avisar assim que perceber o gosto doce da sacarina. E medido com um
cronémetro o tempo desde a colocagdo da sacarina nas fossas nasais, até que o paciente refira
a sensacao do gosto doce da sacarina, a distancia do topo nasal até a nasofaringe posterior é
mensurada com uma sonda, e assim, calculada a velocidade média de transporte. Em 1981 o
teste foi modificado por Rutland e Cole em 1981, sendo que a modificagdo consiste em nédo
instruir o paciente a engolir freqientemente e a ndo mensurar a distancia do topo da juncéo
mucocutanea nasal até a nasofaringe posterior, sendo expresso o tempo da depuracédo
mucociliar nasal. Na descri¢do de Rizzo em 1994 o teste ¢ feito nas duas narinas, que tem a
vantagem de se obter o tempo de transporte mucociliar da narina mais efetiva, ja que pode

haver diferenca entre uma e outra narina de um mesmo individuo.

O teste de sacarina tem a vantagem de ser um teste barato, simples, reprodutivel, ndo
invasivo e tem os valores comparaveis aos testes que utilizam radioisétopos (ANDERSEN

1974; ANDERSEN, 1974).

Segundo estudos feitos por Rutland e cols (1982), ndo ha diferenca significativa na
freqiéncia de batimento ciliar do nariz, traquéia e lobo inferior dos brénquios. Sendo assim a
medida do transporte nasal ttm uma correlacdo com o transporte das vias aéreas inferiores.

Embora o teste de sacarina represente a avaliacdo do transporte mucociliar de vias
aéreas superiores, estudos prévios demonstraram correlacdo positiva entre a clearance de vias
aéreas superiores e de vias aéreas inferiores, avaliado com a utilizacdo de marcadores como

radioisotopos. (ANDERSEN 1974; ANDERSEN, 1974).

5.4. Transporte pela tosse em maquina simuladora de tosse
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A maquina simuladora de tosse é um exemplo de modelo experimental que foi
desenvolvida por King et al em 1985 e é utilizada para a avaliacdo do transporte do muco pela
tosse.

O sistema é composto por 6 elementos: um tanque de plexiglas de 8 litros equipado com
mandmetro de pressdo servindo como um reservatorio de gas pressurizado e simulando a
capacidade funcional dos pulmdes e das pequenas vias aereas. A liberacdo de gas e controlada
por uma valvula solendide localizada no inicio da linha de saida. Um dispositivo constritivo
foi anexado a saida da valvula solendide. Que é composto por um tubo de borracha curto no
qual o numero e tamanho foram ajustados para tornar o fluxo e o tempo da maquina de tosse
comparaveis com os da tosse humana. Dois dispositivos foram empregados, um de baixa
resisténcia outro de alta resisténcia. Um pneomotacografo conectado imediatamente na frente
da entrada do modelo de traquéia. A queda de pressdo ao longo da porcdo final dos 30
centimetros do modelo de traquéia foi mensurado com um transdutor de pressao. Foi utilizado
muco sintético para avaliacdo da eficacia da maquina simuladora de tosse para simular tosse.
O muco sintético € um gel com propriedades reoldgicas similares ao muco respiratdrio que foi
preparado com goma de alfarroba (LBG) ligado ao tetraborato de sddio (Na;B;O7). Os géis
eram preparados diariamente pela dissolugdo de LBG em uma apropriada quantidade de agua
destilada fervida. Apds o resfriamento da temperatura da sala, a calha era coberta por um
volume de solucdo de LBG calculada para dar a profundidade final desejada. Foi ent&o
adicionado a solucdo de LGB gotas de solucdo de borato com a pipeta de Pasteur. A
concentracdo final de LGB foi de 0.4 a 2% wt/vol e de Na,B,O; de 1 a 3 mM. As
propriedades viscoelasticas dos géis de LBG foram determinadas utilizando a técnica de
microrreometria magnética, como anteriormente citado. (KING, 1985)

O modelo de traquéia apresenta 35 centimetros de comprimento com um interior de 2

centimetro de largura e 1 de altura. Isso foi construido com plexiglas claro e rigido. O fundo e
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as laterais foram colados com solvente formando um tubo so6lido em forma de U. O topo néo
foi colado, mas foi fixado com bracadeiras em C durantes 0s ensaios experimentais,
permitindo facil acesso para o revestimento da camada de muco e limpeza, mantendo uma
vedacdo hermética. A seccdo transversal retangular foi escolhida para permitir um
revestimento uniforme da camada de gel, que no caso de um tubo redondo o gel tenderia a
fluir para o fundo. A relacdo entre fluxo constante e pressao foram qualitativamente similar
aqueles relatados previamente, especificamente a duracdo elevada da queda de pressédo (P)
durante o alto fluxo (3 L/s) associado com a formacdo de ondas na camada de gel. (KING,
1985)

Mensuracdo da clearance: pequenas (0.7 mm) particulas esféricas e insollveis
compostas primariamente de amido foram utilizadas para determinar a clearance. As
particulas eram grandes o suficiente para serem vistas prontamente, mas pequenas o suficiente
para permitir a adequada flutuacdo na camada de muco. Para cada mensuracdo da clearance,
um punhado de 6-10 particulas foram colocadas na camada de muco ao longo de uma linha
perpendicular ao longo do eixo principal do tubo. A posigéo inicial e final marcada foi
determinada visualmente e gravada direto no tubo. A clearance foi quantificada determinando
0 deslocamento liquido das particulas por manobra de tosse. Na maioria dos experimentos
somente a mediana do deslocamento das particulas foi determinado, isso foi definido como o
indice de clearance (CI) em centimetros. Em 10 experimentos, 2 corridas cada, a média do
deslocamento das particulas foi também determinado. (KING, 1985)

Os estudos realizado Ramos at al em 2009 e Tambascio at al em 2010 também
utilizaram a maquina simuladora de tosse, assim como o método descrito por King et al em
1985 descrito acima.

Ja o estudo de Zanchet et al em 2006 o método utilizado € o modificado por Gastaldi et

al, apresentando as seguintes caracteristicas: pressao do oxigénio de 4,2 kgf/cm2; tempo de
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abertura da valvula solendide de um segundo; tubo cilindrico de acrilico com 4 mm de
diametro interno e 30 cm de comprimento. Para cada amostra de muco foram realizadas cinco
medidas de deslocamento. (ZANCHET, 2006)

E importante a avaliagio da transportabilidade do muco sob grandes velocidades, ja que
no caso de patologias, em que ha diminuicéo do transporte do muco pelos cilios, o espirro e a

tosse s@o mais efetivos para o transporte do muco.

5.5. Métodos de estudo da Frequéncia de Batimento Ciliar em ex-vivos:

A técnica videoscopica, consiste na colocacdo de uma luz estroboscopica no tecido
retirado e, por controle manual define-se a freqiiéncia em que os disparos e o batimento ciliar
tornam-se idénticos (TRINDADE, 2007).

A técnica de videomicroscopia é realizada fazendo-se gravacGes de microscopias
oOpticas de fragmento de epitélio ciliado, com camaras de video de alta velocidade. Obtém-se
centenas de poses por segundo e € mensurado a freqiiéncia de batimento ciliar e verificado o
padrdo de batimento em diversas alteracdes do axonema ciliar, possibilitando o diagnéstico de
discinesia ciliar. E o método de anélise da freqiiéncia de batimento ciliar mais confiavel, ja
que detecta alteracbes no padrdo de batimento ciliar que a técnica videoscopica ndo detecta.

(TRINDADE, 2007)
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6 — CONSIDERACOES FINAIS:

Como o transporte mucociliar € o principal mecanismo de defesa das VAS é de
fundamental importancia o conhecimento de seus componentes separadamente. Tanto
patologias levam a alteracbes do transporte, como essas alteraces podem levar ao
desenvolvimento de patologias. Dessa forma, o adequado diagnostico de alteracdes em cada
componente do transporte é substancial para o diagndstico e tratamento de patologias.

O uso das técnicas descritas acima €é de grande importancia também para o
desenvolvimento de pesquisas que aprofundem os conhecimentos sobre transporte mucociliar,
transportabilidade do muco e seus componentes. Assim como para pesquisas que avaliem a
eficacia de técnicas de fisioterapia respiratdria para higiene brénquica, sendo a prevencdo e
tratamento da estase de secrecdo nas VAs um dos grandes focos de atuacdo da fisioterapia

respiratoria.
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