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Physicochemical properties of human tracheobronchial
sputum maintained at room temperature
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Resumo

Objetivo: Verificar a influéncia da permanéncia em temperatura ambiente na andlise da transportabilidade por acéo ciliar e por tosse e do
angulo de contato do muco traqueobronquico. Métodos: Foi coletado muco hialino de 30 individuos sem doenga pulmonar, e purulento
de vinte pacientes com bronquiectasia. As amostras foram analisadas logo ap6s a coleta e novamente ap6s 24 h. Resultados: Para o muco
purulento, apos 24 h em temperatura ambiente, houve aumento no deslocamento por tosse (96 £ 50 vs. 118 £ 61 mm) e diminuicdo do
angulo de contato (32 £ 6 vs. 27 £ 6 graus) (p < 0,05). Para o muco hialino nio houve alteracdes nas medidas analisadas. Conclusio: O
muco traqueobrdnquico hialino pode ser armazenado em temperatura ambiente por 24 h sem que haja alteragdes em sua transportabilidade
por agéo ciliar ou em seu dngulo de contato. Por outro lado, 0 muco purulento nido deve permanecer em temperatura ambiente por muitas
h para que ndo se altere seu dngulo de contato e sua transportabilidade por tosse.

Descritores: Temperatura ambiente; Muco; Tosse; Depuracdo mucociliar.

Abstract

Objective: To evaluate the effect that maintaining tracheobronchial sputum at room temperature has on the analysis of ciliary transport
and cough, as well as on the contact angle. Methods: Hyaline sputum was collected from 30 individuals without pulmonary diseases, and
purulent sputum was collected from patients with bronchiectasis. The samples were analyzed immediately after collection and again after
24 h. Results: After 24 h at room temperature, the purulent sputum presented an increase in cough-induced dislodgment (96 + 50 vs.
118 = 61 mm) and a decrease in the contact angle (32 + 6 vs. 27 * 6 degrees) (p < 0.05). For the hyaline sputum, there were no alterations
in the parameters analyzed. Conclusion: Hyaline tracheobronchial sputum can be stored in room temperature for 24 h without presenting
alterations in ciliary transport or contact angle. However, purulent sputum should not be stored at room temperature for many hours, since
ciliary transport and contact angle might be altered as a result.
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Introducao

0 muco humano traqueobrénquico ¢ comumente
estudado /77 vitro" com a finalidade de se avaliar
a fisiologia e fisiopatologia do trato respiratério,?
além da resposta a diferentes terapéuticas.”’

0 estudo 77 vitro do muco humano consiste em
avaliar as propriedades fisico-quimicas do mesmo,
como sua capacidade de ser transportado por acdo
ciliar e por tosse, também denominada transporta-
bilidade. As propriedades quimicas, que expressam
o detalhamento da composicdo do muco e as
propriedades fisicas, como a viscoelasticidade, a
adesividade, a spinnability e a wetabilitty, influen-
ciam no transporte do muco, tanto /7 vitro como
in vivo.®

Os métodos de estudo de transporte 7n vitro
tém a vantagem de verificar a capacidade do muco
ser transportado, independentemente de alteragdes
existentes no epitélio ciliar das vias aéreas ou na
capacidade de geracdo de fluxo adequado para a
tosse eficaz.” Esses métodos sdo muito importantes
principalmente no que tange a comprovagio cienti-
fica de técnicas de higiene bronquica ou de drogas
mucoliticas, cujo produto final ¢ a expectoragdo de
muco.

Com o crescente interesse pelos estudos sobre
0 muco traqueobrdnquico, ¢ imprescindivel o deta-
Thamento de fatores técnicos que podem interferir
nas andlises das propriedades da amostra. Sabe-
se que o muco deve ser analisado logo apds a
coleta® ou congelado para posterior andlise, nas
temperaturas de -20 °C,® -70 °C" ou -80 °C.® No
entanto, até que a amostra de muco seja conge-
lada ou analisada, ela permanece em temperatura
ambiente. Esse periodo deve ser curto, mas, quando
isso ndo ¢ possivel, quais as conseqliéncias da sua
permanéncia em temperatura ambiente por peri-
odos prolongados? Amostras de diferentes aspectos
macroscopicos apresentam comportamentos dife-
rentes em relacio as suas propriedades fisicas?

Existem relatos da andlise do muco realizada
apo6s 60 min,® 120 min,”® 180 min® e 240 min('?
da coleta. Alguns autores observaram que a perma-
néncia do muco a 37 °C, por 60 min,” ou em
temperatura ambiente, por 24 h,” causou dimi-
nuicdo em sua viscosidade. Contudo, estes autores
utilizaram amostras de escarro de apenas um
paciente e nio deixaram claro o grau de puruléncia
das amostras.

J Bras Pneumol. 2007;33(1):57-61

O objetivo do presente trabalho foi verificar
o efeito da permanéncia do muco em tempera-
tura ambiente, por 24 h, no angulo de contato e
na transportabilidade do muco traqueobronquico
mucdide e do purulento.

Métodos

0 muco de individuos sem doenca pulmonar,
considerado mucoide, foi coletado de 21 homens
e 9 mulheres, submetidos a anestesia geral para
cirurgia extratoracica, com média de idade de
37 £ 21 anos. Esses individuos nio tinham hist6-
rico de doenca pulmonar, nem sinais de infeccdo
viral ou bacteriana do trato respiratdrio havia pelo
menos seis semanas.

0 muco purulento foi coletado de 20 pacientes
(12 homens) portadores de bronquiectasia nio
decorrente de fibrose cistica, com média de idade
de 52 £ 10 anos. A bronquiectasia foi diagnosticada
por exame clinico, radiograma e/ou tomografia
computadorizada de torax. Foram consideradas
muco purulento amostras de cor amarela a esver-
deada, com numero de leucdcitos por campo =24
e numero de células epiteliais por campo <10.0"
Foi observado o ntimero de células em dez campos
microscdpicos, com aumento de 1.000 X.

Este trabalho foi aprovado pelos comités de ética
em pesquisa do Centro Universitario do Tridngulo
e da Universidade Federal de Sdo Paulo. Todos os
pacientes assinaram o termo de consentimento
informado.

0 muco mucoide foi obtido pela técnica da
raspagem da face interna do tubo endotraqueal
apds a extubacdo, em pacientes submetidos a
cirurgia extratordcica com anestesia geral.'? O
muco purulento foi obtido de escarro, evitando-
se a contaminacéo salivar. O muco foi coletado em
no maximo trés tosses repetidas, sem a utilizacio
prévia de nenhum medicamento mucoativo ou
técnica fisioterapica.

Apos a coleta, as amostras eram armazenadas
em recipientes plasticos, ficando submersas em oleo
mineral, o qual era utilizado para evitar a desidra-
tacdo do muco."” Antes da andlise das amostras de
muco, o dleo mineral era retirado pela imersao das
mesmas em éter de petrdleo.

A temperatura do laboratdrio onde as amostras
permaneciam armazenadas era mantida em aproxi-
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madamente 20 °C, porém néo foi realizado controle
da umidade relativa do ar.

Uma amostra de muco de cada individuo foi
analisada entre 1 e 2 h apds a coleta e novamente
analisada apds a sua permanéncia em temperatura
ambiente por 24 h. O muco mucdide, devido a
pequena quantidade coletada, foi avaliado somente
quanto a transportabilidade por acdo ciliar e ao
angulo de contato. O muco purulento foi estudado
em relacdo ao angulo de contato e a transportabili-
dade por acdo ciliar e por tosse.

0 angulo de contato do muco foi medido de
acordo com o método descrito por Girod et al,®
imediatamente apos a sua deposi¢do sobre a
lamina. Foram realizadas cinco medidas de angulo
de contato e foi calculada sua média.

A transportabilidade por acdo ciliar foi avaliada
pelo método do palato de rd.®'¥ Foi utilizado o
palato isolado de rds da espécie Rana catesbeiana.
Para cada amostra, utilizaram-se cinco medidas do
tempo despendido para as amostras percorrerem
6 mm no palato de ra. A velocidade do muco foi
expressa como velocidade relativa, a qual consiste
na média da velocidade do muco teste dividida pela
meédia da velocidade do muco da r3, utilizado como
controle.

A transportabilidade por tosse foi estudada com
uma maquina simuladora de tosse desenvolvida por
King et al'® e adaptada por Gastaldi et a/,'® com
as seguintes caracteristicas: pressdo do oxigénio de
4,2 kgffem?; tempo de abertura da valvula solendide
de um segundo; tubo cilindrico de acrilico com
4 mm de didmetro interno e 30 cm de comprimento.
Para cada amostra de muco foram realizadas cinco
medidas de deslocamento, expressas com sua média.

Os resultados foram analisados pelo teste de
Wilcoxon, considerando-se um nivel de signifi-
cancia de 5%. Apesar de ser utilizada estatistica ndo
paramétrica, optou-se por descrever os dados com
média e desvio padrdo, para facilitar a compreensao
dos resultados.

Resultados

Neste trabalho observou-se que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre as
amostras de muco mucoide analisadas em torno de
1 e 2 h apos a coleta e aquelas analisadas apds
permanéncia de 24 h em temperatura ambiente,
tanto para a transportabilidade por acdo ciliar

(média e desvio padrio: 0,87 + 0,19 vs. 0,9 + 0,2,
respectivamente), quanto para o dngulo de contato
(média e desvio padrio: 26 + 3 vs. 23 + 3 graus,
respectivamente) (Figura 1).

Em relacdo ao muco purulento, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa para a
transportabilidade por ac¢do ciliar (média e desvio
padrdo: 0,72 = 0,24 vs. 0,69 £ 0,19, respectiva-
mente), mas houve um aumento no deslocamento
na maquina simuladora de tosse (média e desvio
padrdo: 96 + 50 vs. 118 + 61 mm, respectivamente)
(p < 0,05) e diminui¢do nos valores dos angulos
de contato (média e desvio padrio: 32 + 6 s
27 + 6 graus, respectivamente) (p < 0,05) (Figura 2).
Os calculos estatisticos foram realizados somente
com 19 amostras dos 20 pacientes estudados, pois
uma delas tornou-se liquefeita 24 h apds sua coleta,
0 que impossibilitou sua andlise. Além disso, todas
as amostras de muco purulento mostraram dimi-
nuicdo em sua consisténcia, ou seja, tornaram-se
mais fluidas, dificultando seu manuseio.
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Figura 1 - Transportabilidade por acéo ciliar (A) e dngulo
de contato (B) do muco traqueobronquico mucdide,
analisados entre 1 e 2 h, e 24 h apos a coleta. TTA = tempo
de permanéncia em temperatura ambiente até a andlise.
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Figura 2 - Transportabilidade por acéo ciliar (A), desloca-
mento na maquina simuladora de tosse (B) e angulo de
contato (C) do muco traqueobrdnquico purulento, analisados
entre 1 e 2 h, e 24 h apds a coleta. *p < 0,05. TTA = tempo
de permanéncia em temperatura ambiente até a andlise.
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Discussédo

No presente estudo, ndo houve alteracdo esta-
tisticamente significativa na transportabilidade
por acdo ciliar e no angulo de contato do muco
mucoide apo6s a sua permanéncia em temperatura
ambiente durante 24 h. Acreditamos que a nio
alteracdo das propriedades do muco se deva ao
pequeno numero de células inflamatdrias, bacté-
rias e enzimas presentes no muco de individuos
sem doenca pulmonar,'® além do fato de o método
utilizado para a coleta ocasionar pouca contami-
nacdo com saliva.

No entanto, o muco purulento ndo apresentou
alteracOes somente na transportabilidade por acdo
ciliar, mas houve diminuicio estatisticamente signi-
ficativa nos valores do angulo de contato e aumento
do deslocamento na maquina simuladora de tosse
24 h apos a coleta (p < 0,05). Isto indica um efeito
degenerativo na estrutura do muco, confirmado pela
diminuicdo em sua consisténcia. Alguns autores!'”
associaram a liquefacdo do muco, armazenado
em temperatura ambiente, a atividade enzimatica.
Confirmando este preceito, outros autores!'® obser-
varam que a o-naftil acetato esterase, presente nos
macrofagos alveolares de escarro, secrecdes bron-
quicas e lavados alveolares, apesar de mostrar perda
progressiva da atividade apds 24 h em temperatura
ambiente, ainda apresentava alguma funcio apds
72 h.

Sabe-se que o muco de pacientes bronquiec-
tasicos possui um grande numero de enzimas,
principalmente proteases neutrofilicas.'? Portanto,
apesar de ndo se ter avaliado a atividade enzimatica
das amostras do presente estudo, acredita-se que as
alteracdes do muco purulento tenham ocorrido por
acdo de enzimas liberadas pela lise de leucocitos
e bactérias sobre a rede de mucinas. Um exemplo
de enzimas liberadas no muco por bactérias ¢ a
metaloproteina elastase, derivada da Pseudomonas
aeruginosa.*®

Em conclusdo, o muco traqueobronquico mu-
cdide pode ser mantido em temperatura ambiente
por 24 h, sem que ocorra alteracdo na sua trans-
portabilidade por acdo ciliar ou no seu angulo de
contato. O muco traqueobrénquico purulento, no
entanto, ndo deve permanecer em temperatura
ambiente por muitas horas, pois sofre alteracdes em
suas propriedades fisicas, podendo tornar-se lique-
feito. Entretanto, como ndo foram realizadas analises
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intermedidrias entre 2 e 24 h apds a coleta, futuros
estudos precisam ser feitos para se determinar qual
0 tempo maximo em que o muco purulento pode
permanecer em temperatura ambiente, para se evitar
alteracbes em sua estrutura e, conseqiientemente,
em sua transportabilidade.

Referéncias

1.

Albertini-Yagi CS, Oliveira RC, Vieira JE, Negri EM, de Oliveira
LR, Saldiva PH, et al. Sputum induction as a research tool
for the study of human respiratory mucus. Respir Physiol
Neurobiol. 2005;145(1):101-10.

. Deneuville E, Perrot-Minot C, Pennaforte F, Roussey M, Zahm

JM, Clavel C, et al. Revisited physicochemical and transport
properties of respiratory mucus in genotyped cystic fibrosis
patients. Am J Respir Crit Care Med. 1997;156(1):166-72.

. Valente AM, Gastaldi AC, Cravo SL, Afonso JL, Sologuren

MJJ, Guimardes RC. The effect of two techniques on
the characteristics and transport of sputum in patients
with  bronchiectasis. A pilot study. Physiotherapy.
2004;90(2):158-64.

. Girod S, Zahm JM, Plotkowski C, Beck G, Puchelle E. Role of

the physicochemical properties of mucus in the protection of
the respiratory epithelium. Eur Respir J. 1992;5(4):477-87.

. Zayas JG, Man GC, King M. Tracheal mucus rheology in

patients undergoing diagnostic bronchoscopy. Interrelations
with smoking and cancer. Am Rev Respir Dis. 1990;141(5
Pt 1):1107-13.

. Gastaldi AC, Jardim, King M. The influence of temperature

and length of time of storage of frog mucus samples.
Biorheology. 2000;37(3):203-11.

. Denton R. Bronchial obstruction in cystic fibrosis: rheological

factors. Pediatrics. 1960;25:611-20.

20.

. King M, Macklem PT. Rheological

. Puchelle E, Tournier JM, Zahm JM, Sadoul P. Rheology of

sputum collected by a simple technique limiting salivary
contamination. J Lab Clin Med. 1984;103(3):347-53.

. Sturgess J, Palfrey AJ, Reid L. Rheological properties of

sputum. Rheol Acta. 1971;10(1):36-43.

. Charman J, Reid L. Sputum viscosity in chronic bronchitis,

bronchiectasis, asthma and cystic fibrosis. Biorheology.
1972;9(3):185-99.

. Wong LK, Barry AL, Horgan SM. Comparason of six different

criteria for judging the acceptability of sputum specimens. J
Clin Microbiol. 1982;16(4):627-31.

. Rubin BK, Ramirez O, Zayas JG, Finegan B, King M. Collection

and analysis of respiratory mucus from subjects without lung
disease. Am Rev Respir Dis. 1990;141(4 Pt 1):1040-3.
properties  of
microliter quantities of normal mucus. J Appl Physiol.
1977;42(6):797-802.

. Sade J, Eliezer N, Silberberg A, Nevo AC. The role of mucus

in transport by cilia. Am Rev Respir Dis. 1970;102(1):48-52.

. King M, Brock G, Lundell C. Clearance of mucus by simulated

cough. J Appl Physiol. 1985; 58(6):1776-82.

. Lundgren JD. Mucus production in the lower airways:

a review of experimental studies. Dan Med Bull

1992;39(4):289-303.

. Blasi A, Olivieri D. Conteudo enzimatico das secregdes. In:

Blasi A, Olivieri D. Hipersecre¢do bronquica: fisiopatologia,
clinica, terapia. Sdo Paulo: Andrei; 1982. p. 33-47.

. Wehle K, Pfitzer P. Nonspecific esterase activity of human

alveolar macrophages in routine cytology. Acta Cytol.
1988;32(2):153-8.

. Fahy JV, Schuster A, Ueki 1, Boushey HA, Nadel JA. Mucus

hypersecretion in bronchiectasis: the role of neutrophil
proteases. Am Rev Resp Dis. 1992;146(6):1430-3.

Mandl 1, Keller S, Cohen B. Microbial elastases: A comparative
study. Proc Soc Exp Biol Med. 1962;109:923-5.

J Bras Pneumol. 2007;33(1):57-61



