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RESUMO

Objetivo: avaliar os valores obtidos na contagem de corpos lamelares
(CCL) e teste de microbolhas estaveis (TME), realizados em aspirado
gastrico de prematuros com e sem Sindrome do Desconforto Respiratério
(SDR) e propor pontos de corte em cada teste para predicdo dessa
sindrome.

Métodos: foi realizado um estudo prospectivo, incluindo 63 pacientes (34
com SDR), com idade gestacional entre 24 e 34 semanas nascidos no
Hospital Sao Lucas, Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, Brasil, no periodo entre outubro de 2007 e junho de 2008.
Resultados: utilizando-se um ponto de corte na CCL de 42.000 corpos
lamelares/ul para predicdo do diagnéstico de SDR, observou-se uma
sensibilidade de 92% e uma especificidade de 86%. Para o TME, com um
ponto de corte de 14 microbolhas/mm?, obteve-se uma sensibilidade de
94% e uma especificidade de 86%. Associando-se os dois testes em
série, a sensibilidade e a especificidade foram de 86% e 98%,
respectivamente.

Conclusao: os pontos de corte sugeridos neste trabalho mostraram que a
CCL e o TME apresentam adequada acuracia diagnostica, podendo ser
usados como preditores de SDR, reduzindo as entubacdes e uso de

surfactante desnecessarios, além de serem testes de rapida e facil realizag&o.

Descritores: Microbolhas, Sindrome do desconforto respiratorio,

Surfactante pulmonar, Recém-Nascido, Prematuro
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ABSTRACT

Objectives: the aim of this research was to evaluate the lamellar body
counts (LBC) and stable microbubble test (SMT) performed on gastric
aspirates from preterm babies with and without Respiratory Distress
Syndrome (RDS), and to propose cutoff value for these tests for RDS
prediction.

Methods: a prospective study including 63 patients (34 with RDS), with
gestational age between 24-34 weeks, born at the Hospital Sdo Lucas,
Pontificia Universidade Catélica of Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
Brazil, from October 2007 through June 2008.

Results: when a cutoff value of 42.000 lamellar body/ul was used to
predict RDS, the LBC showed a sensibility of 92% and a specificity of
86%. For the SMT with a cutoff value of 14 microbubble/mm? the
sensibility was 94% and the specificity 86%. Using both tests in series the
sensibility and specificity changed to 86% and 98%, respectively.
Conclusion: the cutoff values suggested in this research showed that
LBC and SMT have adequate accuracy and could be used as predictors
tests for SDR, reducing the the unnecessary intubation and surfactant use,

beyond been fast and easy tests.

Key Words: Microbubble, Respiratory distress syndrome, Pulmonary

surfactant, Newborn, Premature.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Desenvolvimento pulmonar

A maturidade fetal consiste no pleno desenvolvimento dos diversos
orgaos e sistemas fetais que, no seu processo fisiolégico normal,
completa-se entre 37 e 40 semanas de gestacdo. A maturidade do
sistema respiratério fetal ocorre em torno da 352 semana de gestacao,
quando as adaptagdes anatbmicas e funcionais permitem ao recém-
nascido prematuro (RNPT) sobreviver ao ambiente extra-uterino’.

O desenvolvimento pulmonar normal pode ser dividido em cinco
periodos (embrionario, pseudoglandular, canalicular, sacular e alveolar)'™:

e Periodo embrionario: inicia com o aparecimento do botado

pulmonar, entre o0 26° e 28° dia apds a fecundacgao. Este botao
ird se dividir em dois brotos que posteriormente se ramificarao
para a formacao dos brénquios principais. Proximo a 62 semana
apos a fecundacado, todos os segmentos broncopulmonares

tornam-se identificaveis.



Periodo pseudoglandular: nesta fase ha a formacao de todos os
condutos aéreos e o aparecimento do esboc¢o acinar. As células
que revestem a &rvore brbnquica sao ricas em glicogénio,
sendo que esta reserva tem sido relacionada posteriormente
com a sintese das substancias surfactantes. Os ramos axiais
dos segmentos broncopulmonares continuam a dividir-se e, na
162 semana de gestagdo, assumem um aspecto morfologico
semelhante ao pulmao adulto. Ao final deste periodo, a maioria
das estruturas pulmonares esta formada, exceto as unidades
para as trocas gasosas.

Periodo canalicular: surgem as primeiras estruturas
relacionadas ao brénquio terminal. Com 24 semanas, algumas
células que revestem o &cino diferenciam-se em pneumdcitos
tipo | e Il. O pneumdécito tipo | € uma célula com fungdes
principalmente relacionadas ao revestimento alveolar. O
pneumacito tipo Il € uma célula rica em corpusculos lamelares,
que sao estruturas intracelulares ricas em lipideos e que
armazenam as substancias surfactantes. Ao final deste periodo,
o pulmao fetal ja apresenta certa capacidade de realizar trocas
gasosas, embora ainda esteja imaturo.

Periodo sacular: compreende desde a 282 semana até o
nascimento. No inicio desse periodo, as vias aéreas terminam
em um grupo de sacos terminais que vao se diferenciar no

termo da gestacdo em ductos alveolares e alvéolos. Ocorre



expansao importante do espaco respiratorio, resultando em
rapido aumento da superficie destinada as trocas gasosas.

e Periodo alveolar: inicia-se ao redor da 362 semana de gestacao
e continua até os oito anos de idade. O maior aumento no

nuamero de alvéolos ocorre nos dois primeiros anos de vida.

1.2 Sindrome do Desconforto Respiratoério

A Sindrome do Desconforto Respiratério (SDR) ou Doencga da
Membrana Hialina (DMH) é o distarbio respiratério mais comum em
recém-nascidos prematuros®®.

A SDR é resultante primariamente da deficiéncia quantitativa ou
qualitativa de surfactante, cuja sintese e liberacao estao relacionadas com
a maturidade pulmonar que é vital para o estabelecimento da funcao

11 Essa deficiéncia leva a atelectasias

respiratéria ao nascimento
progressivas, perda de capacidade residual funcional, alteragcbes na
relacdo ventilagdo-perfusdo e uma distribuicdo desigual da ventilagao'. E
uma condigdo progressiva, durante as primeiras horas e dias de vida'®.

O risco de desenvolver SDR é inversamente proporcional a idade
gestacional (IG), variando de 5% a 95% nos RNPT' '°. Segundo
Grenache e Gronowski'®, a SDR ocorre em mais de 60% dos RNPT com

29 semanas, 20% daqueles com 34 semanas e menos de 5% se |G maior

ou igual a 37 semanas.



Fanaroff et al'’

relatou os seguintes incidéncias de SDR em relacao
ao peso de nascimento (PN):

e 44% em RNPT entre 501-1500 g

71% em RNPT entre 501-750 g

55% em RNPT entre 751-1000 g

37% em RNPT entre 1001-1250 g

23% em RNPT entre 1251-1500 g

Além da prematuridade, outros fatores aumentam o risco de SDR
como sexo masculino, diabete materna, asfixia ao nascimento, raca
branca, sepse, descolamento prematuro da placenta, eritroblastose fetal,

gestacdes multiplas' '°

, enquanto que o uso do corticdide antenatal entre
24-34 semanas diminui este risco” ®. O uso de corticéide antenatal, além
de reduzir a incidéncia e a gravidade da SDR também € capaz de reduzir
a mortalidade neonatal e a hemorragia peri-intraventricular (HPIV)'®2",

Clinicamente a SDR se apresenta como esforco respiratorio
precoce, cianose, geméncia, retracdo esternal/costal e taquipnéia que
pode evoluir para faléncia respiratéria. Um outro achado comum é a
necessidade progressiva de oxigenioterapia. O diagnostico pode ser
confirmado com radiografia de térax que apresentara a imagem classica
de “vidro fosco” e broncogramas aéreos?.

Chapman?® levou em conta os seguintes critérios para o diagndstico
de SDR em seu trabalho:

e Inicio precoce de esforco respiratério que requer mais de 30%

de oxigénio suplementar por periodo superior a 24 horas;



e Retragbes, geméncia e sons respiratérios anormais durante
respiracdo espontanea ou evidéncia de pobre expansao pulmonar
em ventilacdo mecénica (VM);

e Radiografia de térax com achados de perda de volume
pulmonar, broncogramas aéreos, infiltrado difuso ou reticular;

e C(Culturas negativas e auséncia de anomalias congénitas que

pudessem confundir o diagnéstico.

A evolucao clinica depende da gravidade do quadro, do peso e da
IG ao nascimento. Quando ndo complicada, caracteriza-se por uma piora
progressiva dos sintomas até o segundo ou terceiro dia de vida, com
inicio da resolucdo em torno das 72 horas?.

O manejo da SDR deve providenciar intervengdes que aumentem o
namero de sobreviventes enquanto diminuem os potenciais efeitos
adversos®. Mais de 500.000 criancas nascem prematuramente, nos
Estados Unidos (EUA), a cada ano e muitas terdo SDR ao nascimento®.
Em 20083, o indice de mortalidade infantil por SDR nos EUA foi de 20 para
cada 100.000 nascidos vivos®, significantemente menor do que relatado
em 2002'®. Mesmo com o uso rotineiro de corticdide antenatal e
tratamento pés-natal com surfactante, a SDR continua sendo uma das
maiores causas de mortalidade neonatal®.

O tratamento consiste em suporte ventilatério com adequada
expansao pulmonar, oxigenioterapia, medidas de suporte e reposicao de

surfactante. A administragdo de surfactante no estagio inicial da doenga



pode diminuir as lesbes decorrentes do colapso e re-expansao
pulmonares, além de reduzir a necessidade de VM2’

Pulmbées com funcdo normal do sistema surfactante toleram
milhares de insuflacées por ventilagdo (manual ou mecanica) sem lesao
significativa, enquanto que pulmdes com pouco surfactante sofrem graves
lesdes com a mesma ventilagdo®. A seqiela clinica do aumento de
suporte ventilatério pode continuar e tem risco significante para RNPT que
lutam para desenvolver competéncia respiratéria®.

O primeiro relato de reposicao terapéutica de surfactante ocorreu
em 1980 e muitos outros trabalhos foram lancados logo em seguida®®2,
porém somente em 1990 o FDA (Food and Drugs Administration) aprovou
a primeira droga surfactante exégena, o Exosurf '8

Experimentos com surfactante em RNPT tém incluido aqueles
entre 23 e 34 semanas de IG e/ou PN entre 500 g e 2000 g. Os
resultados do subgrupo menor de 30 semanas e/ou menos de 1250 g de
PN indicaram que a terapia surfactante reduziu o indice de mortalidade
mais efetivamente neles e naqueles RNPT com PN inferior a 1250 g do
sexo masculino®,

Desde a introducao de preparados surfactantes, as possibilidades
da terapia de reposicdo de surfactante tém aumentado®* *. Em recém-
nascidos com SDR a resposta clinica a terapia com surfactante depende

da qualidade do material exégeno, da severidade da doenca e da hora

oportuna do tratamento®®.

) GlaxoSmithKline, Middlesex, Inglaterra.



A terapia de reposicao de surfactante para o tratamento da SDR
pode ser dividida em 2 estratégias, baseada no tempo de nascimento:
profilatica e de resgate' *’.

O tratamento profilatico com surfactante (em até 30 minutos apés o
nascimento, antes do surgimento dos sintomas) oferece a vantagem de
rapidamente estabilizar o pool de surfactante e melhorar a mecéanica
pulmonar. A desvantagem é que criangcas que nao desenvolveriam SDR
seriam entubadas e receberiam uma droga ndo necessaria'®.

O tratamento de resgate evita o excesso de terapia, tratando
somente aqueles com diagnéstico de SDR. E subdividido em precoce (em
até 2 horas de vida) e tardio (mais de 2 horas de vida). A desvantagem
dessa modalidade é que até a definicio de SDR e administracdo de
surfactante podera ocorrer agravamento da lesdo pulmonar'®.

Para RNPT com menor risco de SDR, como os nascidos entre 28 e
30 semanas, o tratamento profilatico com surfactante pode resultar em
excesso de tratamento em mais de 35% dos pacientes'®.

Estudos clinicos tém mostrado que o tratamento profilatico com
surfactante ao nascimento é superior ao tratamento de resgate tardio®°.
Soll e Morley realizaram uma metanalise em 2007 e concluiram que a
administracdo profilatica de surfactante em RNPT com risco de
desenvolver SDR (menores que 30-32 semanas) comparada com a
modalidade de administracdo de resgate teve incidéncia diminuida de
pneumotérax, enfisema intersticial e morte®’. Estes autores concluem

também que ndo esta claro o exato critério para julgar quem devera

receber surfactante profilatico.



1.3 Surfactante Pulmonar

O papel do surfactante comecou a ser mencionado por Neergard
apud Clements, Avery'? e Obladen®, um fisiologista que escreveu em
1929 sobre “a forca retratil do pulméao, dependente da tensao superficial
do alvéolo”.

Na década de 40, Greenwald*' estudou o pulmio de recém-
nascidos autopsiados e descreveu a hipoaeragdo, comparando 0s
pulmdes a um 6rgao macico, que poderia ser inflado com liquido, mas
perdia a arquitetura normal quando inflado com ar.

No final da década de 50, Avery e Mead*® propuseram que a
deficiéncia de surfactante pulmonar presente em prematuros determinava
o colabamento alveolar, sendo fundamental na patogénese da membrana
hialina.

Um salto na terapéutica da SDR ocorreu com Fujiwara em 1980
que utilizou pela primeira vez, em um estudo nao controlado, surfactante
por via intra-traqueal em prematuros com SDR, com melhora evidente da
oxigenacdo, mostrando a eficacia da nova terapéutica®.

O surfactante pulmonar enddégeno € uma substancia capaz de
estabilizar os alvéolos e bronquiolos durante a fase expiratéria, evitando o

colapso das vias aéreas distais e a perda do volume pulmonar® #' (

figura
1). Durante a inspiragdo ele promove o recrutamento alveolar uniforme,
reduzindo o gradiente pressérico entre intersticio e alvéolo, constituindo

um sistema essencial para que ocorra uma efetiva ventilagdo e troca

gasosa’.
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Tenséo de superficie

Filme Surfactante

Com Surfactante Sem Surfactante

Figura 1: Alvéolos com e sem surfactante, evidenciando a tendéncia ao colabamento
alveolar naquele seq)1 surfactante no qual a tensao superficial é maior (adaptado de
Goldsmith e Karotkin™)

Surfactantes pulmonares fisiologicamente efetivos tém os trés
seguintes comportamentos essenciais'®:

1. Capacidade de diminuir a tensao superficial;

2. Habilidade de ser fixado na interface ar-agua;

3. Capacidade para dinamicamente distribuir e redistribuir ao

longo da interface ar-agua durante a respiracao.

Todo processo metabodlico do surfactante ocorre no pneumécito
tipo I, incluindo sua sintese, reciclagem e catabolismo®. Apds a sua
producdo, é organizado e armazenado nos corpos lamelares e
posteriormente excretado para o espaco alveolar, através de exocitose*®
48.

Uma caracteristica propria dos pneumécitos tipo Il consiste na
presenca de grandes corpos lamelares (organelas ricas em lipidios que
constituem sitio de estocagem das substancias surfactantes) que

representam 18% a 24% do citoplasma destas células. Os corpos
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lamelares (CL) sdo expelidos dos pneumdcitos tipo Il por meio de
exocitose e convertidos em mielina tubular no limen alveolar. Acredita-se
que os fosfolipideos sejam transportados dos sitios de sintese para os

corpos lamelares por meio de proteinas transportadoras’ (figura 2).

Perda via:

- macrifagos

- Bspago aéreo

- outras células pulmonares
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Preumdcito tipo 1l Alvéolo

Figura 2: Ciclo de vida do surfactante pulmonar (Adaptado de: Zimmermann et al.49)

Os corpos lamelares sdo organelas com composi¢cdo muito similar
ao surfactante. Aparecem primeiramente no citoplasma dos pneumdécitos

fetais, entre 22 e 24 semanas de gestagcdo, tornam-se mais numerosos e

sdo continuamente secretados no alvéolo fetal*®. A sua contagem tem

sido relacionada com a IG, de forma a se tornar um método adequado
para avaliar a maturidade pulmonar fetal®.

Os movimentos respiratérios fetais carregam os corpos lamelares
presentes no alvéolo para o liquido amniético (LA)*. O feto deglute este

liquido, fazendo com que o conteudo gastrico desses recém-nascidos
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contenha também corpos lamelares, estimando assim a quantidade de
surfactante produzida®'.

O surfactante € uma molécula complexa, composta por fosfolipidios
(80%), lipidios neutros (10%) e proteinas especificas (10%). Entre as
propriedades da porcao fosfolipidica, formada basicamente por
fosfatidilcolina, destacam-se: capacidade de reduzir a tensdo superficial
alveolar, estabilidade durante a compressao, rapida absorcdo e
capacidade de formar rapidamente a camada de fosfolipidio apds a
dispersao em agua®.

Quando a fina camada de surfactante é comprimida e
descomprimida durante os movimentos respiratérios, os fosfolipideos
insaturados e os componentes das proteinas surfactantes cedem a
pressdo e precedem um aumento de dipalmitilfosfatidilcolina, levando a
uma reducao da tensdo superficial a niveis muito mais baixos, com
formagdo de vesiculas surfactantes. As vesiculas menores sao
capturadas principalmente pelas células tipo Il e reutilizadas para nova
sintese de surfactante. Em condi¢cdes normais aproximadamente 50% do
surfactante presente no espaco alveolar estd na forma de grandes
agregados ativos e 50% na forma de pequenas vesiculas'.

As proteinas que compdem o surfactante sdo quatro: Proteina A
(SP-A), Proteina B (SP-B), Proteina C (SP-C) e Proteina D (SP-D). A SP-
B e SP-C atuam na reducdo da tensdo superficial alveolar e séao
hidrofébicas. As demais possuem caracteristica hidrofilica e apresentam
propriedades imunomodulatérias'* 4> °2. Especificamente a SP-A aumenta

a fungdo fagocitica dos macréfagos alveolares e a resisténcia do
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complexo surfactante lipidico contra inibidores de atividade de superficie
das células alveolares tipo II'°. Deficiéncia de SP-B também tem sido
reconhecida como uma causa hereditaria rara de desconforto respiratorio

letal®®

e mais recentemente outras anomalias genéticas levando a faléncia
respiratéria na infancia tém sido reconhecidas e caracterizadas®*.

A guantidade de surfactante pulmonar diminui com a idade, porém
ndo de maneira significante. E interessante notar que prematuros com
SDR possuem uma quantidade de surfactante aproximada de 1 a 5
mg/kg™, semelhante & observada em adultos, no entanto dez vezes
menos do que em recém-nascidos a termo (RNT) e bastante inferior a
dose utilizada para tratamento da SDR. Isso mostra a necessidade de um
pool maior no momento do nascimento, para assegurar uma funcao
adequada'’.

O advento da terapéutica de reposicao com surfactante exégeno
possibilitou reduzir de modo significativo a mortalidade dos prematuros
que apresentam a SDR. Atualmente, a instilagdo traqueal do surfactante
faz parte da rotina médica no manuseio clinico de neonatos que
apresentam imaturidade pulmonar®.

O indice de mortalidade por SDR diminuiu aproximadamente 50%
durante a Gltima década com o advento da terapia com surfactante®.

A combinacdo de CPAP nasal precoce e terapia surfactante pode
retardar a progressdao da sindrome melhorando a funcédo pulmonar,
demonstrado pelo aumento do indice de PO,, diminuicdo do PCO. e

reducdo da necessidade de VM3,
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RNPT com |G igual ou menor a 30 semanas tém se beneficiado
tanto com tratamento profilatico quanto terapéutico, no entanto, RNPT
que receberam surfactante profilatico tiveram menor incidéncia e
severidade do desconforto respiratério. Também ocorreram menores
complicagcdes da SDR como morte, pneumotérax e enfisema intersticial
pulmonar,

Os surfactantes ex6genos disponiveis para uso clinico ou
laboratorial sdo classificados em naturais e sintéticos. Os naturais (de
origem animal) sdo obtidos por extracdo com solventes organicos,
utilizando pulmdes bovinos ou suinos e nao contém SP-A nem SP-D em
sua composicao. Estas proteinas sao perdidas no processo de isolamento
lipidico, por serem hidrossolluveis. Ja os surfactantes sintéticos nao
possuem nenhuma proteina, tendo uma composicéo lipidica prépria’.

Tanto surfactantes derivados de animais quanto sintéticos sao
benéficos para profilaxia e terapia da SDR em RNPT. O tratamento com
surfactante derivado animal tem varias vantagens sobre os surfactantes
sintéticos livres de proteina: menor indice de mortalidade e pneumotoérax,
além de menor FiO, e necessidade de VM. Novos surfactantes sintéticos
que contém proteinas ou peptideos que imitam a atividade protéica do
surfactante estdo sob investigacdo® 8. De acordo com Sweet et al®,

surfactantes naturais devem ser usados em preferéncia aos sintéticos.
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1.4 Testes de Maturidade Pulmonar

Testes para estimar a maturidade pulmonar do RNPT vém sendo
estudados para que nao seja administrado surfactante exégeno a todos
0s prematuros com menos de 32 semanas de gestagdo, mas somente
aqueles que apresentem testes indicando imaturidade pulmonar. A estes
pacientes seria entdo administrado surfactante precocemente, assim que
os testes demonstrassem imaturidade e antes que o paciente
apresentasse sinais de sofrimento respiratério®.

I°® o estabelecimento de um critério

De acordo com Kopelman et a
diagndstico preciso da SDR esbarra na dificuldade de se obter um método
propedéutico simples e pratico para avaliar a maturidade pulmonar.

Desde que o primeiro teste de maturidade pulmonar fetal foi
descrito ha mais de duas décadas, avangos na metodologia tém
produzido testes diagndsticos sensiveis que sejam rapidos e precisos.
Infelizmente os testes disponiveis continuam demonstrando baixa
especificidade diagnostica e permanecem com pouca predicdo de
imaturidade pulmonar fetal™.

O teste de maturidade pulmonar fetal ideal deve ser acurado e
preciso, relativamente livre de interferéncias, um bom preditor de
maturidade e imaturidade, tecnicamente exato, realizavel 24 horas por dia
e de baixo custo®.

Varios testes para avaliagdo da maturidade fetal tém sido

desenvolvidos, grande parte destes em LA, sendo eles®* ©°:
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e Métodos e medidas de concentracao do surfactante: fosfolipidio
total, lecitina, proteina do surfactante, contagem de corpos
lamelares;

e Medida de uma substancia em relagdo a um componente de
referéncia: indice lecitina/esfingomielina (L/S),
palmitato/estearato, fosfatidilglicerol/fosfolipidio total;

e Métodos biofisicos de mensuracdo: medida de tensao
superficial, teste de estabilidade da espuma, teste de
microbolhas estaveis, polarizacao fluorescente;

e Medidas indiretas de surfactante: densidade o6ptica a 650 nm,

estabilidade da bolha em éter.

1.4.1 Contagem de Corpos Lamelares

A contagem de corpos lamelares (CCL) no LA, através do contador
de células, foi descrita em 1989 por Dubin® como um teste de triagem
para avaliacdo de maturidade pulmonar fetal, sendo um teste rapido, de
baixo custo e possivel de ser realizado com um pequeno volume de
amostra®. Desde este tempo, CCL é utilizada nas instituicdes e a sua
utilidade para determinar a maturidade pulmonar tem sido descrita em
estudos retrospectivos e prospectivos®®. Muitas pesquisas tém
demonstrado a alta correlacéo entre a CCL e outros métodos usados para

|63

testar a maturidade pulmonar fetal®™, como o método tradicional TDx-
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FLMII (relac&o surfactante/albumina - miligrama de surfactante por grama
de albumina)® ou a polarizagao fluorescente'°.

A similaridade do tamanho do corpo lamelar (1,7 a 7,3 flou1 a5
um) com o tamanho da plaqueta (5 a 7 fl ou 2 a 4 um) permite o uso do
contador de células hematoldgicas automatizado para quantificar o
nuamero de corpos lamelares. Esta técnica, utilizando LA, tenta estimar a
producao de surfactante intra-utero e assim predizer o grau de maturidade
pulmonar fetal'®.

Em outro trabalho, Dubin® considerou que quando a CCL é
considerada madura, os testes mais custosos e demorados como indice
L/S e PG s&o desnecessarios.

As vantagens da CCL incluem: rapidez, objetividade, necessidade
de pequeno volume de amostra, disponibilidade universal de instrumento,
menor dependéncia de técnica, baixo custo e reproduzivel nos
equipamentos de laboratério hospitalar®® 3 ©°,

A centrifugacdo é um passo na técnica de Gluck para a
determinacao de L/S porém nao deve ser usado para a CCL por causar
importante diminuicdo destas particulas®. Centrifugacées demoradas ou
com forgas aumentadas eliminam mais surfactante. Entretanto, os corpos
lamelares poderao depositar-se no fundo do recipiente se a amostra for
deixada em repouso. As amostras devem ser completamente agitadas
antes de serem divididas ou testadas®.

Dubin®' relatou que a centrifugacdo de amostras de LA, a 500 x g

durante cinco minutos, poderia diminuir a CCL em 10% a 40%. Roiz-

Hernandez et al®®, citando a mesma velocidade e tempo de centrifugacéo,
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relataram que até 1/3 dos corpos lamelares podem ser perdidos na

sedimentacdo. Neerhof et al®’

enfatizaram que a centrifugacdo pode
causar confusdo e erro, ndo sendo necessaria e devendo ser
abandonada.

A contaminagdo com sangue osmoticamente lisado tem mostrado
um efeito insignificante na CCL®®. Outro estudo mostrou que a
contaminagcdo com sangue altera a maioria dos testes de maturidade
pulmonar fetal porque o plasma contém altas concentragdes de muitos
fosfolipidios®. Além do sangue, amostras contendo muco ou meconio
poderiam também alterar a CCL?.

Testes quantitativos como CCL podem ser afetados pelo volume de
LA, em oligoAmnio a contagem pode estar falsamente aumentada e em
polidramnio falsamente diminuida® .

Depois da coleta, a amostra no tubo deve ser imersa em gelo seco
para transporte ao laboratério. Resfriando as amostras, reduz-se a
atividade de qualguer enzima presente que possa degradar O0s
fosfolipidios. Para estudos a longo prazo, o LA pode ser armazenado a
—20°C ou -70°C®.

A CCL tem se mostrado estavel por até 2 semanas em amostras
armazenadas até 4°C® e por 10 dias em temperatura ambiente'®. O efeito
do congelamento ndo é claro, com apenas um relato indicando ndo haver
mudanca®® e outro indicando diminuicdo de 15% na CCL".

Em cada instrumento usado para medida da CCL, o diametro da
abertura do canal contador de plaquetas pode afetar os valores de ponto

de corte® ",
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Dubin®' fez uso do aparelho Coulter S + IV para a CCL em LA com
e sem centrifugacédo. Adotando um ponto de corte maior ou igual a 40.000
corpos lamelares/pl para maturidade pulmonar fetal, em amostra néo
centrifugada, obteve sensibilidade de 100% e especificidade de 69%.
Enquanto que o valor para amostra centrifugada foi de 26.000 corpos
lamelares/pl.

Ashwood et al*® coletaram LA e acompanharam 247 recém-
nascidos com IG entre 26 e 41 semanas. Destes, 28 desenvolveram SDR
e tinham CCL no LA menor ou igual a 55.000 corpos lamelares/ul.
Cinglienta e nove por cento dos casos sem SDR revelaram contagem
maior que este valor. Com o ponto de corte para a CCL maior ou igual a
50.000 corpos lamelares/ul, a sensibilidade foi de 96% e a especificidade
de 65%. Os autores destacaram que as amostras foram centrifugadas a
400 x g durante dois minutos e que isto poderia diminuir em 8% a
contagem.

Dalence et al® estudaram 130 amostras de LA, com IG entre 26 e
40 semanas, centrifugadas imediatamente apds chegada no laboratério a
276 x g durante cinco minutos. O sobrenadante foi processado em
triplicata no contador de células. O primeiro valor foi descartado e a média
do segundo e terceiro valor foi usada como resultado final. As contagens
de corpos lamelares variaram entre 2.000 a 329.000 corpos lamelares/pl
(média 49.000 corpos lamelares/ul). A SDR ocorreu em 12% dos RNPT,

todos com CCL menor ou igual a 30.000/ul. Recomendam que uma CCL

" Coulter Electronics, Florida, EUA.
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superior a 30.000/ul seja considerada de baixo risco e inferior a 10.000/pl
seja de alto risco para SDR.

Greenspoon et al’?, tendo 70 amostras de LA, processaram-nas no
aparelho Coulter JT* e observaram na CCL uma sensibilidade de 100% e
89% de especificidade no ponto de corte superior ou igual a 46.000
corpos lamelares/pl para maturidade pulmonar fetal.

Lewis et al”’ avaliaram 209 amostras de LA quanto & CCL. Todas
as amostras limpas nao foram centrifugadas e aquelas contendo sangue
ou mecbdnio foram centrifugadas a 500 x g durante trés minutos (este
tempo foi justificado com o argumento de que a centrifugagdo numa
mesma velocidade por cinco minutos poderia diminuir a contagem em até
40%). Utilizaram o analisador hematoldgico automatico Sysmex NE 15008
e definiram dois pontos de corte: para imaturidade, uma CCL menor ou
igual a 8.000 corpos lamelares/ul teve sensibilidade de 39% e
especificidade de 100%; para maturidade, uma CCL superior a 32.000
corpos lamelares/ul teve sensibilidade de 85% e especificidade de 98%.

Gantar e Babnik” coletaram aspirado gastrico (AG) de 61 RNPT
com IG menor ou igual a 35 semanas e os dividiram em dois grupos (com
e sem SDR). Vinte e trés pacientes tiveram diagnéstico de SDR e neste
grupo a IG, PN e Apgar eram menores, além de baixa CCL (5.000 corpos
lamelares/ul £ 3.000, média + desvio padrao) e altas concentracdes de
albumina, bilirrubina e mecénio. No grupo sem SDR a média da CCL foi

de 65.000 corpos lamelares/ul £ 29.000/pl.

* Coulter Electronics, Florida, EUA.
¥ Sysmex Corporation, Japao.
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Beinlich et al?®

compararam trés diferentes métodos de maturidade
pulmonar em LA para predizer SDR: fosfatidilglicerol, concentragdo de
fosfolipideo e CCL. Sessenta e oito amostras foram testadas para CCL,
imediatamente ou congeladas a 4°C e processadas em 24 horas. A
amostra era agitada, centrifugada por cinco minutos a 300 x g € 0
sobrenadante era medido trés vezes no canal eletrdnico do contador de
células Sysmex K800, com variacdo de 6%. Com uma CCL menor que
30.000 corpos lamelares/ul, a fim de predizer SDR, a sensibilidade e
especificidade encontradas foram de 83% e 67%, respectivamente.

Roiz-Hernandez et al®® tiveram como objetivo em seu estudo
estabelecer a eficacia da medida do numero de corpos lamelares na
populacdo saudavel e achar o limite apropriado para diagnosticar
maturidade pulmonar fetal. A prevaléncia de SDR encontrada foi de
14,8%. O LA foi coletado de 264 gestantes com IG entre 26 a 41
semanas. Apés ser filtrado, o liquido foi processado em até uma hora no
canal de plaquetas do contador celular Cell-Dyn 3000'", sem
centrifugagdo. Como resultados verificaram que uma CCL maior que
79.000 corpos lamelares/ul aumenta a seguranga quanto a maturidade
pulmonar e evita falso positivo, enquanto que uma CCL menor que 8.200
corpos lamelares/ul previne falso negativo.

Ha muitas diferencas entre esse estudo e o0s publicados
anteriormente, podendo ser devido a diversos fatores, entre eles:
gestantes atendidas em trabalho de parto e sem outras patologias,

auséncia de indicacdo de amniocentese, amostras nao centrifugadas

™ Sysmex Corporation, Japdo.
" Abbott Laboratories, Illinois, EUA.
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(apenas filtradas para retirar os debris do LA) e diferenca nos contadores
celulares. Com isto, os autores sugerem mais estudos em subgrupos com
patologias especificas.

Ross et al™ analisaram 123 amostras de LA quanto a CCL, sendo
81 casos considerados maduros (66%) e 42 casos imaturos (34%).
Amostras de LA contendo sangue ou mecéOnio foram excluidas. Foram
utilizados dois contadores automaticos de células hematolégicas da
marca Coulter* (modelos MAXM e Gen-S). Nao se encontrou diferenca
significativa entre os aparelhos. No primeiro, a CCL variou de 2.000 a
193.000 corpos lamelares/pl, definindo como ponto de corte para
maturidade um valor maior que 41.500 corpos lamelares/ul (sensibilidade
de 90,5% e especificidade de 87,7%) e para imaturidade um valor menor
que 24.000 corpos lamelares/ul (sensibilidade de 78,6% e especificidade
de 100%). No segundo aparelho, a contagem variou de 2.000 a 130.000
corpos lamelares/ul, definindo como ponto de corte para maturidade uma
CCL superior a 32.000 corpos lamelares/ul (sensibilidade de 90,5% e
especificidade de 85,2%) e para imaturidade inferior a 21.000 corpos
lamelares/ul (sensibilidade de 71,4% e especificidade de 100%).

DeRoche et al®

realizaram a CCL em LA de gestacbes
complicadas por diabetes mellitus. Das 236 amostras, apenas 90 tiveram
andlise de CCL associadas a indice de lecitina/esfingomielina (L/S) e
dosagem de fosfatidilcolina (PG). Destas, 76 eram de gestacdes a termo e

14 pré-termo. Para a CCL as amostras foram centrifugadas a 1000 x g

durante dois minutos e o sobrenadante removido e agitado por 60

# Coulter Electronics, Florida, EUA
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segundos. A amostra foi analisada no aparelho Coulter SKTS% e a CCL
variou de 13.000 a 256.000 corpos lamelares/pl. Adotando o ponto de
corte maior ou igual a 37.000 corpos lamelares/pl como maturidade
pulmonar fetal, a sensibilidade foi de 81% e a especificidade de 100%.
Concluiram que em gestacdes complicadas por diabetes mellitus, a CCL é
um teste de screening, reproduzivel para determinar maturidade pulmonar
fetal.

Verder et al” avaliaram 108 aspirados gastricos de RNPT entre 23
e 31 semanas de |G, que foram obtidos com até 30 minutos apds o
nascimento, centrifugados a 500 x g por dois minutos e congelados a
-20°C para analise posterior (sem descricao de quanto tempo). Os tubos
foram agitados cinco vezes antes da analise e a CCL variou de 0 a
275.000 corpos lamelares/uL. Os autores citaram trés pontos de corte na
CCL para predicdo de SDR: inferior a 2.000 corpos lamelares/uL
(sensibilidade de 73% e especificidade de 70%), inferior a 3.000 corpos
lamelares/uL (sensibilidade de 76% e especificidade de 60%) e inferior a
8.000 corpos lamelares/uL (sensibilidade de 84% e especificidade de
53%).

Chapman et al’ estudaram 88 amostras de LA coletadas em até 72
horas antes do nascimento, submetidas ao teste imediatamente ou
congeladas a -70°C. As amostras ndo centrifugadas foram submetidas a
andlise no aparelho ADVIA 120" . Aquelas que necessitaram de
congelamento, antes de serem processadas, foram aquecidas em ar

ambiente e agitadas. A prevaléncia de SDR encontrada foi de 15.9%. A

“ 'Coulter Electronics, Florida, EUA.
- Bayer HealthCare, Nova York, EUA.
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CCL nos pacientes nao doentes (74 pacientes) variou de 6.000 a 369.800
corpos lamelares/pL, enquanto naqueles doentes (14 pacientes), oscilou
entre 3.100 a 35.365 corpos lamelares/pL. Definindo o ponto de corte
para maturidade na CCL como igual ou maior que 35.400 corpos
lamelares/pL, encontraram uma sensibilidade de 100% e especificidade
67.6%.

Segundo Pieruccini et al’®, a CCL em AG de recém-nascidos a
termo e pré-termo é um exame aplicavel para selecao dos pacientes
prematuros que precisarao de surfactante precocemente.

Ghidini et al’”” coletaram 102 amostras de LA, que foram
processadas a fresco, agitadas por dois minutos e todas as contagens
foram realizadas em duplicata. Dezessete pacientes desenvolveram SDR
(16,7%), sendo que 11 tinham |G inferior a 35 semanas, trés entre 35-37 e
trés com |IG igual ou superior a 37 semanas. Foi verificada significante
correlagdo entre IG e CCL, bem como entre baixa contagem e o
diagnéstico de SDR. Considerando uma CCL maior que 37.000 corpos
lamelares/uL como limiar para maturidade pulmonar fetal obtiveram uma
sensibilidade de 95% e valor preditivo negativo de 98%.

Karcher et al’”® avaliaram 238 amostras de LA obtidas através de
amniocentese e centrifugadas a 500 x g durante cinco minutos, que foram
submetidas aos testes de L/S, porcentagem de fosfatidilglicerol, CCL e
TDx-FLMII. O resultado da CCL com ponto de corte para imaturidade
menor que 30.000 corpos lamelares/uL teve uma sensibilidade de 90,9%

e especificidade de 89,7%.
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Haymond et al'® elaboraram um estudo retrospectivo (de 1998 a
2004), obtendo 184 amostras de LA, sendo 172 consideradas sem SDR.
Os 12 casos compativeis com SDR tiveram CCL entre 5.000 a 52.000
corpos lamelares/uL (apenas uma amostra com valor superior a 50.000
corpos lamelares/uL) e I1G entre 32 e 36 semanas. No grupo sem SDR, 69
amostras revelaram CCL menor que 50.000 corpos lamelares/uL e 103
com valor maior ou igual a 50.000 corpos lamelares/uL. Definindo um
ponto de corte na CCL para maturidade como sendo maior ou igual a
50.000 corpos lamelares/plL, a sensibilidade encontrada foi de 92% e a
especificidade de 60%. Se o ponto de corte fosse aumentado para 53.000
corpos lamelares/uL, a sensibilidade aumentaria para 100% porém a
especificidade diminuiria para 55%.

I”° examinaram 11 amostras de LA, armazenadas a

Hunter et a
-70°C (sem especificar o tempo de congelamento) e nao centrifugadas,
que foram submetidas a CCL: duas contagens manuais e uma através do
contador de células Coulter'™. O coeficiente de correlagdo entre os
observadores, para as contagens manuais foi de 0,95 (IC95%: 0,84-0,99);
entre Coulter e primeira contagem manual foi de 0,88 (IC95%: 0,62-0,97)
e entre Coulter e segunda contagem manual foi de 0,92 (IC95%: 0,73-
0,98). Este pequeno estudo piloto tentou demonstrar que a CCL para a
maturidade pulmonar fetal wusando microscépio Optico (com

hemocromocitbmetro de Newbauer) tem boa correlagdo com a CCL

usando o contador de células padrao. Um detalhe importante € que néo

T Coulter Electronics, Florida, EUA.
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foram descritas as caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo,
como |G ou patologia associada.

Segundo Grenache'® os estudos da sensibilidade da CCL variam
de 83% a 100% e a especificidade de 54% a 89%, dependendo do

método e ponto de corte utilizados.

1.4.2 Teste de Microbolhas Estaveis

Uma outra forma de avaliar a maturidade pulmonar é através do
Teste de Microbolhas Estaveis (TME). Secre¢des que contém surfactante
sao capazes de formar microbolhas estaveis (mbe) quando agitadas com
uma pipeta de Pasteur. Trata-se de uma metodologia simples e rapida,
sendo realizada entre cinco a dez minutos. Para este teste podem ser
utilizadas amostras de fluido amniético, traqueal ou gastrico® 2% 8",

Ao nascimento o aumento da secrec¢do de surfactante ocorre em
resposta ao inicio da respiracdo que permite o influxo de surfactante
recentemente secretado para o liquido amniético presente no estébmago,
assim alterando o equilibrio entre as concentragées no alvéolo e LA®".

A microbolha estavel pode ser produzida apenas pelo surfactante
pulmonar e nao é influenciada por outros fluidos biol6gicos como sangue,

meconio, urina e saliva®. Pattle et al®®

mostraram que 10% de citrato
sanguineo nao produziu reducado significante na contagem de bolhas,
15% de sangue na mistura pode diminuir pela metade a contagem de

bolhas e 27% pode reduzi-la a um quarto. Além disso, amostras contendo
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meconio sdo suspeitas e a centrifugacao reduziu o indice de microbolhas
estaveis em LA.

A acidez do AG nao é considerada como capaz de alterar a
formacao de bolhas se a amostra for obtida precocemente apés o
nascimento, pois o pH gastrico em até 30 minutos apds o nascimento é
relatado como sendo neutro, similar ao LA®'.

Ha a necessidade de um método diagnéstico, rapido e acurado
para identificar RNPT deficientes de surfactante ao nascimento e, de

|36

acordo com Verder et al*™, o TME pode ser esta ferramenta. Os primeiros

estudos a respeito da acuracia do TME foram promissores, mas a

experiéncia clinica esta limitada a poucos centros®'" 3.

O TME, desenvolvido por Pattle et al®

em 1979, ganhou interesse
renovado na era da terapia surfactante e tem sido mostrado como um
teste acurado para determinar RNPT deficientes de surfactante que
desenvolverdo SDR, quando utilizado LA, AG ou aspirado traqueal®*®. A
grande limitagdo para uso de fluido traqueal € a necessidade de
entubacdo e a complexidade para obter a amostra®.

A técnica consiste em formar bolhas com a amostra, através de
uma pipeta de Pasteur, durante seis segundos. O numero de microbolhas
estaveis, definidas como aquelas menores que 15 um que permanecem
apds quatro minutos, é contado em um microscépio com uma objetiva de

10x, em um milimetro quadrado®® &’

Segundo Verder et al*®, trabalhos adicionais usaram outros

|88

tamanhos de microbolhas como alternativas: Chida et a usaram

diametro menor que 10 um e Fiori et al®® utilizaram menor que 20 pm.
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Pattle et al®

analisaram amostras de LA quanto ao indice de L/E e
TME. Quando avaliaram 268 amostras em relagao aos valores do TME e
IG, ndo se encontrou mais de 20 microbolhas/mm? antes de 31 semanas
(n=25) e foi raro zero microbolhas/mm? apés 37 semanas (1 em 173
pacientes).

Chida e Fujiwara® compararam o TME com outros testes
preditores de maturidade fetal, em LA (concentracéo de lecitina, dosagem
de fosfatidilcolina dessaturada, L/E, indice de fosfatidilcolina
dessaturada/esfingomielina, concentracao de proteina A do surfactante e
concentracdo de proteinas B e C do surfactante). Quarenta gestantes
entre 23-35 semanas tiveram LA coletado em até 12 horas antes do parto.
O TME foi realizado a fresco e os demais exames feitos apoés
congelamento. Dentre os RNPT destas gestantes, 14 apresentaram SDR
(35%). Obtiveram uma sensibilidade de 50% e especificidade de 100%
quando o ponto de corte para imaturidade no TME foi zero; para o ponto
de corte menor que cinco a sensibilidade foi de 57% e especificidade de
96%.

Chida et al®' adotaram um ponto de corte predefinido para o TME:
menor que 5mbe/mm? em LA e menor que 10mbe/mm? em AG. Foram
coletadas 105 amostras de cada (o LA teve sua coleta em até 24 horas
antes do nascimento e 0 AG em até 30 minutos ap6s nascimento). Os
recém-nascidos foram enquadrados em trés grupos: grupo 1 (com SDR:
35 pacientes), grupo 2 (sem SDR, porém com outras patologias como
taquipnéia transitéria do recém-nascido, asfixia, broncopneumonia: 23

pacientes) e grupo 3 (sem desconforto respiratério: 47 pacientes). Vinte e



29

oito dos 35 neonatos com SDR tiveram LA menor que 5 mbe/mm?
enquanto nenhum do grupo 2 ou 3 tiveram este valor. Vinte e dois destes
35 recém-nascidos com SDR apresentaram menos que 10 mbe/mm? no
AG, enquanto um do grupo 2 e nenhum do grupo 3 tiveram teste positivo.
Quando ambas as amostras (de LA e AG) foram levadas em
consideracdo, a sensibiidade do TME em AG aumentou
significativamente de 63% para 89%.

Boo et al®® realizaram a coleta de aspirado traqueal instilando, por
trés vezes, 0,5 ml de soro fisiolégico (SF) a 0,9% em traquéia do recém-
nascido e aspirando em seguida. A quantidade de 0,1 ml do aspirado
traqueal foi enviado para cultura, 0,1 ml para TME e o restante
encaminhado ao laboratério. A amostra foi acrescida de 0,3 ml de SF a
0,9% e centrifugada a 300 x g durante 10 minutos para remocao de
particulas. O sobrenadante foi congelado a —20°C até analise de SP-A. Ao
todo foram utilizadas 104 amostras para este trabalho: 43 com SDR (4
bebés com IG igual ou maior a 37 semanas), 15 com Sindrome de
Aspiracao de Meconio (todos a termo), 15 com broncopneumonia (BPN) e
31 sem alteracao pulmonar (24 tiveram apnéia decorrente de asfixia, 4
com apnéia da prematuridade, 1 com distensdo abdominal e 2 com
pneumotdérax). Quanto aos valores de TME, verificou-se diferenca
significativa entre o grupo de SDR (mediana de 6 mbe/mm?; variando de 0
a 90 mbe/mm?) em relagdo aos com BPN (mediana de 96 mbe/mm?;
variando de 3 a 707 mbe/mm?) e sem doenga pulmonar (mediana de 288
mbe/mm?; variando de 13 a 613 mbe/mm?). O TME igual ou menor a 70

mbe/mm? teve a maior acuracia para o diagnéstico de SDR, com uma
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sensibilidade de 97,7% e especificidade 90,3%. A especificidade maxima
encontrada foi com TME menor ou igual a 10 mbe/mm? e sensibilidade
maxima com TME menor ou igual a 90 mbe/mm?.

Teeratakulpisarn et al®

citaram um teste usado para determinar a
deficiéncia de surfactante chamado Shake Test que freqlentemente tem
resultados falso-positivos (de 31% a 75%). O propésito do estudo foi
avaliar o TME na predicao do desenvolvimento de SDR quando realizado
no AG, fazendo comparacdo com o Shake Test na mesma amostra. O AG
dos 140 neonatos foi coletado em até uma hora de vida. Dentre os
prematuros, 19 tiveram SDR e 28 nao apresentaram desconforto
respiratério. A comparacdo dos resultados de Shake Test e TME
realizados em AG mostraram que o TME teve especificidade superior (p <
0,0001). A curva ROC do TME demonstrou uma grande area abaixo da
curva, indicando aceitavel acuracia diagnostica. O ponto de corte menor
que 20 mbe/mm? teve sensibilidade de 94,7% e especificidade de 95%.
Friedrich et al** relataram uma baixa sensibilidade do TME em
aspirado traqueal (52%) e especificidade de 90% com um ponto de corte
de 10 mbe/mm? para predicdo de SDR. As amostras foram coletadas
durante as primeiras quatro semanas de vida do paciente, acrescidas de
SF a 0,9% apds aspiracao, centrifugadas a 200 x g por 10 minutos e
congeladas a -20°C durante 48 horas até serem processadas. Vinte e
nove pacientes fizeram parte do grupo controle e tiveram mediana de 307
mbe/mm? (variando de 0 a 1770 mbe/mm?) e 21 pacientes do grupo com
SDR apresentaram mediana de 7 mbe/mm? (variando de 0 a 2145

mbe/mm?3).
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Berggren et al*®

realizaram TME em 33 AG de pacientes com e
sem SDR, correlacionando o resultado do teste com a severidade da
doenca. Os aspirados foram centrifugados a 3000 x g, em seguida
agitados e examinados para microbolhas usando microscépio conectado
a um analisador de imagem. As microbolhas foram consideradas aquelas
com diametro inferior a 20 um e dependendo da quantidade destas na
lamina, classificadas como tendo boa atividade surfactante se mais de
70% da éarea estivesse preenchida por microbolhas, intermediaria se entre
20% e 70% e baixa quando menos de 20%. Todos os recém-nascidos
sem SDR (n=8) tiveram boa atividade, enquanto todos com SDR
moderada a severa (n=15) tiveram atividade baixa e no grupo de SDR
leve (n=10) 30% com boa atividade, 10% intermediaria e 60% baixa.
Estes valores tiveram diferenca estatisticamente significativa.

Pereira® estudou o efeito do congelamento do fluido gastrico para
o teste e a concordancia inter e intra-observador no TME. Concluiu que os
resultados obtidos, tanto pela analise quantitativa quanto pela qualitativa,
sugerem que o congelamento das amostras ndo altera substancialmente
as contagens de microbolhas no TME.

Fiori et al®’

analisaram um conjunto de RNPT (n=110), sendo 40
com menos de 32 semanas de IG e 70 entre 32 e 34 semanas,
comparando o TME com o Teste do Clique. Vinte e trés pacientes (20,9%)
preencheram o diagndstico para SDR. Quando utilizado um ponto de
corte de 10 mbe/mm? ou menos para definir o diagnéstico de SDR, a

sensibilidade foi de 73,9% e especificidade de 92%. Se este valor fosse

aumentado para até 15 mbe/mm? a sensibilidade aumentaria para 82,6%
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enquanto que a especificidade diminuiria para 85,1%. Concluiram também
que o TME foi superior ao Teste do Clique e que uso em conjunto nao
melhorou a capacidade de predicao.

Fiori et al®** avaliaram a funcéo surfactante usando TME em AG de
recém-nascidos a termo (RNT) ou préximos ao termo com diagndstico
clinico de taquipnéia transitéria do recém-nascido. Em todos os bebés (30
com desconforto e 32 controles) os AG foram coletados nos primeiros 30
minutos de vida. Observaram que a maioria dos RNT ou préximos ao
termo com desconforto respiratério apresentaram uma baixa contagem de
microbolhas e que a maioria sem desconforto respiratério teve uma
contagem alta. Quando se usou o melhor ponto de corte, que foi de 35
mbe/mm?, a sensibilidade foi de 75% e a especificidade de 94%.

Eckert Seitz et al® realizaram o TME em aspirado traqueal de 74
recém-nascidos que necessitaram de VM. Os valores do teste foram
significantemente baixos nos grupos de SDR e Sindrome de Aspiracéao de
Mecbnio comparado com 0s outros grupos (com pneumonia, outras
doencas cardiacas/pulmonares e sem doengas cardiacas/pulmonares). A
curva ROC encontrou 120 mbe/mm? como o ponto de corte com mais alta
acuracia para o diagnostico de SDR (sensibilidade de 96,3% e
especificidade de 97,6%).

Fiori et al®®

incluiram 98 recém-nascidos para analise de AG sendo
que 54 receberam surfactante por apresentarem TME inferior a 25
mbe/mm?. Dos 44 pacientes em que o TME foi maior que 25 mbe/mm?,

somente trés precisaram de terapia de resgate. Dos outros 54, 23 tinham

IG menor que 28 semanas e o restante entre 28 e 31 semanas. O
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surfactante foi usado em 82% dos RNPT menores de 28 semanas e em
49 % nos RNPT entre 28 e 31 semanas, evitando-se neste grupo aplicar

desnecessariamente surfactante em 51%.
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2 JUSTIFICATIVA

A terapia de reposicdo do surfactante tem sido iniciada logo
apods o nascimento em criangas com o risco de desenvolvimento da SDR.
Entretanto, muitos prematuros com idade gestacional abaixo de 34
semanas ndo necessitardo tratamento com surfactante. Testes de
maturidade pulmonar (Contagem de Corpos Lamelares no liquido
amniético e Teste de Microbolhas Estaveis em aspirado gastrico) tém
auxiliado para identificar os pacientes que se beneficiardo da terapéutica
antes que os sinais/sintomas aparegam.

Muitos trabalhos na area da obstetricia tém sido desenvolvidos
baseados na Contagem de Corpos Lamelares no liquido amniético.
Porém pouco se conhece sobre esta contagem no aspirado gastrico,
fluido facilmente obtido pelo neonatologista, e ndao se dispbe da
comparacado desta contagem com o Teste de Microbolhas Estaveis. A
determinacao de valores desses testes podera contribuir na escolha de

condutas visando a melhora da condi¢do pulmonar.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a Contagem de Corpos Lamelares e o Teste de
Microbolhas Estaveis no aspirado gastrico de recém-nascidos prematuros
com idade gestacional de até 34 semanas com e sem Sindrome do

Desconforto Respiratorio.

3.2 Objetivos Especificos

e Comparar os valores obtidos na CCL em amostras de aspirado
gastrico diluidas com soro fisiolégico e DTT (Dithiothreitol), a
fresco e congelado;

e Determinar a CCL e TME no aspirado gastrico em cada grupo
estudado;

e Comparar a acuracia da CCL e TME entre os grupos de

prematuros para predizer SDR;
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Estabelecer o melhor ponto de corte na CCL e no TME, ou valor
de referéncia, para predizer necessidade de surfactante;
Verificar se 0 uso dos dois testes em conjunto aumenta a

acuracia do diagnéstico de SDR.
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5 METODOLOGIA

5.1 Apreciacao do Projeto de Pesquisa

A pesquisa foi aprovada pela Comissdao Coordenadora do
Programa de Pés-graduacao em Medicina/Pediatria e Saude da Crianca -
PUCRS (Apéndice A) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS sob

o registro 07/03967 (Apéndice B).

5.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

A coleta de aspirado gastrico € um procedimento de rotina na
Unidade de Terapia Intensiva Neonatal da PUCRS em todo RNPT, sendo
o material desprezado apés o Teste de Microbolhas Estaveis. Desta
maneira, a ndo utilizacdo do termo de consentimento livre e esclarecido
foi liberada pelo comité de ética em pesquisa da PUCRS, pois, segundo
Clotet (2000)', nos casos em que for utilizado material biolégico que

restou de outros procedimentos, que seria habitualmente descartado mas
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que ainda se encontra em condicoes de ser utilizado para pesquisa, ha a

possibilidade de ser utilizado sem obtencao de consentimento informado.
Os pesquisadores se comprometeram a manter sob sigilo a

identidade dos individuos e das informagdes. Os resultados obtidos

durante o estudo n&o interferiram no tratamento do paciente.

5.3 Delineamento

Estudo de Coorte Prospectivo

5.4 Populacao e Amostra

Pacientes recém-nascidos com idade gestacional (IG) entre 24 até
34 semanas (34 semanas e 6 dias), nascidos de parto normal ou
cesariana, no Hospital Sao Lucas da PUCRS, no periodo entre outubro de
2007 a junho de 2008.

A IG ao nascimento foi determinada de acordo com a data da
ultima menstruagéo e confirmada por ultra-som fetal precoce (antes de 20
semanas), caso nenhum desses dados estivesse disponivel ou confiavel,
foi considerado entdo o exame do RNPT logo apdés o nascimento com a
escala de New Ballard?.

Critérios de exclusdo: recém-nascidos que apresentassem

pneumonia ou cardiopatia congénitas, sindrome de aspiracdo de
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meconio, pneumotérax, hérnia diafragmatica e/ou sindromes genéticas
que levem a algum outro tipo de comprometimento respiratério.

Os 34 RNPT com SDR e os 29 RNPT sem SDR foram
acompanhados desde o nascimento até a resolucdo do quadro de
disfuncao respiratéria.

O diagnéstico de SDR foi feito de acordo com critérios clinicos
(taquipnéia, retracdoes costais e esternal, geméncia, cianose em ar
ambiente, necessidade de uma FiO, maior que 0,4) associados a um
padrdao radioldégico compativel (aspecto reticulo-granulado difuso e

presenca de broncogramas aéreos).

5.5 Procedimentos

5.5.1 Cadastro dos pacientes

Em uma ficha individual (Anexo A), desenvolvida para este estudo,
foram anotados os seguintes dados dos participantes da amostra:
e |dentificacdo do paciente (nome, género, numero do prontuario,
telefone de contato);
e Dados do nascimento (data e hora, indice de Apgar no 1° e 5°

minutos, peso);
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e |dade gestacional (baseada em ecografia obstétrica se
realizada antes de 20 semanas, DUM ou New Ballard);

e Tipo de parto (normal ou cesariana) e tempo de bolsa rota (em
horas);

e Histéria materna (idade, antecedentes obstétricos, corticoide
pré-natal e tempo da administracdo, uso de medicacgdes,
doencas prévias);

e Valor do Teste de Microbolhas Estaveis;

e Valor encontrado na Contagem de Corpos Lamelares (amostra
a fresco diluida com SF 0,9% e com DTT, amostra congelada
diluida com SF 0,9% e com DTT);

e Desenvolvimento ou ndo de SDR;

e Uso de surfactante e numero de doses;

e Uso de CPAP ou ventilagdo mecanica (e tempo de
permanéncia, se resposta afirmativa para qualquer uma das

alternativas).

5.5.2 Coleta do aspirado gastrico

Como rotina do servico da Unidade de Terapia Intensiva Neonatal
da PUCRS, os recém-nascidos sao sondados para aspiracéo do conteudo
gastrico e este aspirado, que seria desprezado apoés realizacdo do TME,

foi utilizado na pesquisa. Coletou-se o material através de sondas
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géastricas nimeros 6 ou 8 adaptadas a seringas BD Plastipak** de 10 ou
20 ml.
Amostras contendo hematécrito maior que 1% ou contendo

meconio foram descartadas para que nao interferissem nos resultados.

5.5.3 Processamento das amostras

A amostra coletada na sala de parto foi submetida ao TME logo
apos o nascimento do RNPT, num periodo ndo superior a 30 minutos, na
UTI neonatal do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, conforme a metodologia
descrita por Pattle et al®, com pequenas modificacdes descritas pelo
nosso servico em trabalho anterior*. Uma quantidade minima de 40 pl foi
aspirada e expelida rapidamente, cerca de 20 vezes (duracédo aproximada
de 6 segundos) sobre uma camara de contagem (Neubauer Improved
Bright-Line3%®), por meio de uma pipeta de Pasteur , adaptada a uma
péra de borracha de 2 ml. A camara era rapidamente invertida, formando
uma gota e, ap6s 4 minutos, o numero de microbolhas foi contado em um
microscopio de luz, utilizando uma objetiva de 10x. Foram contadas
somente as microbolhas com diametro menor que 15 pm em um 1 mm?2.

A CCL era realizada a fresco logo apdés o TME se o pesquisador
estivesse presente ou entdo a amostra permanecia congelada a -20°C por
até 72 horas até o processamento, no Laboratério de Hematologia do

Hospital Sdo Lucas da PUCRS. Neste teste a quantidade necessaria de

# BD-Brasil, Sdo Paulo, Brasil.
%% Loptik Labor, Alemanha.
* Brand GmbH & Co., Wertheim, Alemanha.
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aspirado gastrico € de 50 ul a 100 pl. Determinado volume de amostra era
colocado em um tubo de ensaio contendo soro fisiolégico 0,9% e outro
com solucdo diluida de Dithiothreitol™™ (DTT) (1 ml de DTT + 9 ml de
agua destilada), mantendo sempre a proporcao de 1:6 com relacdo ao
diluente. Apoés diluicao, o conteldo passava pelo agitador de tubos Vortex
Ap 56" por 10 segundos e finalmente, o material de cada tubo era
aspirado pelo contador automatico de células Sysmex® x1800i%%%. O
valor obtido como plaqueta considerou-se como o numero de corpos
lamelares. O conteldo remanescente da amostra foi congelado a -20°C,
por 72 horas, quando entdo todo processo de CCL foi repetido. O
descongelamento ocorreu em temperatura ambiente, até degelo visual.
Todos os valores obtidos foram anotados numa planilha de dados

(Anexos B e C).

5.5.3.1 Contador automatico de células (Sysmex XT-1800i)

O principio usado pelo equipamento XT-1800i (figura 1) para
contagem de plaquetas € o da resisténcia elétrica ou impedancia + foco
hidrodinamico. O canal deste aparelho analisa hemacias e plaquetas e
mede 75 micrdmetros. As células sanguineas sao diluidas por um
reagente condutor de eletricidade. Como existe uma grande diferenca na

condutividade elétrica ou resisténcia entre as células e o reagente

" Invitrogen, Califérnia, EUA.
e PhOeniXs Araraquara, Brasil.
$$%% Sysmex Corporation, Japdo.
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diluente, as células podem ser analisadas tanto em quantidade como em

tamanho, detectando e medindo esta diferenca em resisténcia.

¥

=

AT

y |

T

Figura 1: Aparelho contador hematolégico de células Sysmex XT1800i

Depois, essa amostra diluida atravessa uma céamara cbnica e
passa pelo centro da abertura. Esse principio € conhecido como foco
hidrodindmico que funciona como fluxo laminar para assegurar que as
células atravessem a abertura uma de cada vez. O foco hidrodinadmico
elimina erros na contagem de hemacias e plaquetas, tais como
coincidéncia, re-circulacdo de células e distorcdo de células associadas

com 0s métodos tradicionais de analise.

Quando uma célula sanguinea passa através da abertura,
aumenta a resisténcia elétrica entre os eletrodos, causando uma alteracao
de voltagem entre os eletrodos proporcionais a alteracao da resisténcia e
ao volume celular que passa através da abertura gerando um pulso
celular. Os resultados do tamanho dos pulsos sao observados na forma
de uma curva de distribuicdo do tamanho de particulas, que reflete o

tamanho das células sanguineas.
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Para determinar quais pulsos representam hemacias e quais
representam plaquetas, sao utilizados discriminadores flutuantes
(variaveis). Os histogramas de hemacias e plaquetas respeitam os

seguintes intervalos: hemacias entre 25-250 fL e plaquetas entre 2-30 fL.

5.5.4 Analise dos dados

Para a descricdo das varidveis quantitativas e qualitativas
obtiveram-se estatisticas descritivas, como a média, desvio padrao,
mediana, o minimo e 0 maximo.

Para se verificar se existiam diferencas entre os grupos com e sem
SDR, utilizou-se o teste t para varidveis quantitativas e o teste da mediana
para variaveis qualitativas.

Para verificar se existiam diferencas nas contagens de corpos
lamelares, foi procedida a analise de variancia (ANOVA) considerando-se
um modelo linear misto, com trés fatores de classificacdo (estado,
solvente e SDR) e um fator de restricao (sujeitos). Os efeitos de estado (a
fresco e congelado), solvente (soro fisiolégico e DTT) e SDR (com e sem)
foram considerados fixos e os efeitos de sujeito (recém-nascidos)
aleatorios.

Para a predicao de SDR utilizou-se o modelo de regressao logistica
com a CCL e o TME como variaveis preditoras. Para verificar a acuracia

dos modelos ajustados, estimaram-se, por ponto e intervalo, as areas sob
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a curva ROC. Com base nestas curvas definiu-se o melhor ponto de corte
para cada teste.

No caso de associacdo de testes em série as caracteristicas de
qualidade do teste em conjunto em termos de sensibilidade (s) e
especificidade (e) foram obtidas pela férmula: ss=ScciXSTMmE : €s=€ccL+ETME-
€cCcLXeTME-

Foi considerado estatisticamente significante o valor de p<0,05.
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RESUMO

Introducao: a terapia de reposicao do surfactante tem sido iniciada logo
apos o nascimento de neonatos com o risco de desenvolver a Sindrome
do Desconforto Respiratério (SDR). Entretanto, muitos prematuros,
mesmo 0s muito imaturos, ndo necessitardo tratamento com surfactante.
Testes rapidos de maturidade pulmonar como a contagem de corpos
lamelares (CCL) e teste de microbolhas estaveis (TME) podem auxiliar na
deteccao de pacientes que se beneficiardao da terapéutica profilatica ou
muito precoce.

Objetivo: avaliar a acuracia da CCL e do TME, no aspirado gastrico de
recém-nascidos prematuros, para predizer a SDR.

Métodos: foram incluidos neste estudo 63 pacientes (34 com SDR e 29
sem SDR), com idade gestacional entre 24 e 34 semanas, nascidos no
Hospital Sao Lucas, Porto Alegre, Brasil, no periodo entre outubro de
2007 e junho de 2008. A dificuldade técnica na CCL devido a consisténcia
do aspirado gastrico foi superada pela diluicdo com dithiothreitol.
Resultados: utilizando-se um ponto de corte de 42.000 corpos
lamelares/ul para predicdo do diagndstico de SDR a CCL mostrou uma
sensibilidade de 92% (IC95% 73-100%) e uma especificidade de 86%
(1C95%: 77-95%). Para o TME, com um ponto de corte de 14
microbolhas/mm?, obteve-se uma sensibilidade de 94% (IC95%: 77-
100%) e uma especificidade de 86% (IC95%: 77-95%). Associando-se 0s
dois testes em série, a sensibilidade e a especificidade foram de 86% e

98%, respectivamente.
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Conclusao: a CCL e o TME no aspirado gastrico sao testes rapidos e
faceis de serem realizados que poderiam ser usados como preditores de
SDR, permitindo a administragcao profilatica seletiva ou auxiliando na

decisdo de um tratamento muito precoce com surfactante.

Descritores: Microbolhas, Sindrome do desconforto

respiratério, Surfactante pulmonar, Recém-Nascido Prematuro.
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ABSTRACT

Background: surfactant replacement therapy has been administered after
birth to infants who are at high risk for Respiratory Distress Syndrome
(RDS). However, several preterm infants, even the most immature, will not
need administration of surfactant. Lung maturity tests such as lamellar
body counts (LBC) and stable microbubble test (SMT) may help to identify
infants that would benefit of surfactant prophylaxis or very early therapy.
Objective: the aim of this research was to evaluate the accuracy of LBC
and SMT, performed on gastric aspirates from preterm babies to predict
RDS.

Methods: a total of 63 patients were included (34 with RDS and 29 without
RDS), with gestational age between 24-34 weeks, born at the Hospital
Sao Lucas, Porto Alegre, Brazil, from October 2007 through June 2008.
Results: when a cutoff value of 42.000 lamellar body/ul was used to
predict RDS, the LBC showed a sensibility of 92% (95%Cl: 73-100%) and
a specificity of 86% (95%CI: 77-95%). For the SMT with a cutoff value of
14 microbubble/mm?, the sensibility was 94% (95%Cl: 77-100%) and the
specificity 86% (95%Cl: 77-95%). Using both tests in series the sensibility
and specificity changed to 86% and 98%, respectively.

Conclusion: the LBC and SMT in gastric aspirates are fast and easy tests
to perform and could be used as predictors of RDS, allowing selective
prophylaxis administration or helping in the decision to give very early

surfactant therapy.
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Key Words: Microbubble, Respiratory distress syndrome,

Pulmonary surfactant, Preterm newborn.
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INTRODUCAO

A Sindrome do Desconforto Respiratério (SDR) é o disturbio
respiratério mais comum em recém-nascidos prematuros'=. E resultante
primariamente da deficiéncia quantitativa ou qualitativa de surfactante,
cuja sintese e liberacdo estao relacionadas com a maturidade pulmonar
que é vital para o estabelecimento da fungdo respiratéria ao
nascimento®®. O tratamento consiste em suporte ventilatério,
oxigenioterapia, medidas de suporte e reposicao de surfactante® ’.

O tratamento profilatico com surfactante (em até 30 minutos apés o
nascimento, antes do surgimento dos sintomas) em recém-nascidos muito
imaturos oferece a vantagem de rapidamente estabilizar o pool de
surfactante e melhorar a mecanica pulmonar, minimizando as possiveis
lesdes decorrentes do colapso e re-expansao pulmonares e diminuindo a
necessidade de concentragcdes mais elevadas de oxigénio nas primeiras
horas de vida®. Entretanto, tratar profilaticamente todos os recém-
nascidos pré-termo abaixo de uma determinada idade gestacional implica
que muitos recém-nascidos com pulmdes maduros sejam entubados e
recebam uma droga de alto custo ndo necessaria® °.

O tratamento de resgate evita o excesso de terapia, sendo tratados
assim somente aqueles recém-nascidos pré-termo com SDR
estabelecida®. A desvantagem dessa modalidade é que até a definicao de
SDR e administracao de surfactante podera ocorrer agravamento da lesdo

pulmonar. Foi mostrado em modelos animais deficientes de surfactante
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que curtos periodos de ventilacdo mecanica sao capazes de produzir
lesdo pulmonar aguda e diminuir a resposta a terapia com surfactante'®'®.

Estudos clinicos tém mostrado que o tratamento profilatico com
surfactante ao nascimento é superior ao tratamento de resgate '*'®. Soll
e Morley realizaram uma recente metanalise e concluiram que a
administracdo profilatica de surfactante em prematuros menores que 30-
32 semanas, comparada com a administracdo na modalidade de resgate,
€ associada a uma incidéncia diminuida de pneumotoérax, enfisema
intersticial e morte'®. Esses autores concluem também que ndo esta claro
o exato critério para julgar quem devera receber surfactante profilatico.

O uso de alguns testes rapidos no liquido amniético™ '8, no

"+ 1920 ¢ no aspirado gastrico® *'*® tem sido sugerido

aspirado traquea
para estimar a maturidade pulmonar de recém-nascidos prematuros e
para auxiliar na decisdo de administracdo de surfactante profilatico ou
muito precoce.

Um dos testes para avaliar a maturidade pulmonar é a contagem
de corpos lamelares (CCL). Foi descrita em 1989 por Dubin, no liquido
amniético, utilizando um contador de células®. A similaridade do tamanho
do corpo lamelar (1,7 a 7,3 fl) com o tamanho da plaqueta (5 a 7 fl)
permite 0 uso do contador de células hematolégicas automatizado para
quantificar o numero de corpos lamelares. Esse teste € hoje amplamente
utilizado em obstetricia para avaliacdo da maturidade fetal. Mais
recentemente tem-se tentado avaliar a CCL no aspirado gastrico de

recém-nascidos® %. Com os movimentos respiratérios fetais, corpos

lamelares presentes nas vias respiratorias sdo expelidos para o liquido
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amniético e deglutidos pelo feto, fazendo com que o conteludo gastrico
desses recém-nascidos contenha também corpos lamelares que podem
ser contados, permitindo assim estimar a quantidade de surfactante
pulmonar produzida® #’.

Outro teste simples e rapido para avaliacdo da maturidade
pulmonar é o Teste de Microbolhas Estaveis (TME) desenvolvido por
Pattle et al em 1979%. Secrecdes que contém surfactante sdo capazes de
formar microbolhas estaveis (mbe). O teste é realizado em poucos
minutos a beira do leito podendo ser feito em amostras de fluido
amniético, traqueal ou gastrico’" 2% 2932,

O objetivo deste estudo foi avaliar a CCL e o TME no aspirado
gastrico de recém-nascidos com e sem SDR a fim de detectar se esses

testes, isolados ou em série, tém suficiente acuracia para predizer a

sindrome.

PACIENTES E METODOS

Este estudo prospectivo foi conduzido na Unidade de Tratamento
Intensivo Neonatal do Hospital Sdo Lucas, Pontificia Universidade
Catélica do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil, de outubro de 2007 a
junho de 2008 e teve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade.

Pacientes nascidos entre 24-34 semanas de gestacdo foram
incluidos. A idade gestacional ao nascimento foi determinada de acordo

com a data da udltima menstruagdo e confirmada por ultra-som fetal
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precoce (antes de 20 semanas) ou pela aplicacdo da escala de New
Ballard®®. Recém-nascidos que apresentassem pneumonia ou cardiopatia
congénita, liquido amniético meconial, pneumotoérax, hérnia diafragmatica
e/ou sindromes genéticas que levassem a algum comprometimento
respiratério foram excluidos. O diagnéstico de SDR foi feito de acordo
com critérios clinicos (taquipnéia, retracées costais e esternal, geméncia,
cianose em ar ambiente, necessidade de uma FiO, maior que 0,4)
associados a um padrdao radiolégico compativel (aspecto reticulo-
granulado difuso e presenca de broncogramas aéreos).

A aspiracao gastrica, realizada na sala de parto nesses pacientes,
era feita com uma sonda de aspiracdo gastrica curta nimero 6 ou 8
adaptada a uma seringa de 10 ou 20 ml.

O TME foi feito imediatamente apds a coleta, dentro dos primeiros
30 minutos de vida, na UTI neonatal, conforme a metodologia descrita por
Pattle et al®® com pequenas modificacdes descritas pelo nosso servico em

estudo anterior’.

A CCL foi realizada a fresco logo ap6s o TME e repetida com a
amostra congelada a -20°C por até 72 horas.

Se 0 pesquisador ndo estivesse presente para a CCL a fresco, o
teste era somente realizado com amostra congelada. A quantidade de
aspirado gastrico utilizada para cada teste era de 50 a 100 pl. A amostra
era colocada em um tubo de ensaio contendo soro fisioldgico 0,9% e em
um outro com solucéo diluida de Dithiothreitol® (Laboratérios Invitrogen,
Califérnia, Estados Unidos) - 1 ml de Dithiothreitol® (DTT) + 9 ml de 4gua

destilada - mantendo sempre a proporcdao de 1:6 com relacdo aos
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diluentes. A amostra diluida passava pelo agitador de tubos Vortex Ap 56
(Phoenix, Araraquara, Brasil), por 10 segundos e finalmente, o material
era aspirado pelo contador automatico de células Sysmex XT-1800i,
(Sysmex Corporation, Japao). O DTT utilizado foi adquirido no comércio
pelos préprios pesquisadores. O numero de plaquetas contadas era
considerada como o numero de corpos lamelares. No aparelho Sysmex
as dimensdes aceitaveis para plaquetas variam de 2 a 30 fl. O
remanescente da amostra ndo diluida foi congelado a -20°C, por até 72
horas, quando entdo todo processo de CCL foi repetido. O
descongelamento ocorreu em temperatura ambiente, até degelo visual.

Para a descricdo das varidveis quantitativas e qualitativas
obtiveram-se estatisticas descritivas, como a média, desvio padréo,
mediana, o minimo e 0 maximo.

Para se verificar se existiam diferencas entre os grupos com e sem
SDR, utilizou-se o teste t para variaveis quantitativas e o teste da
mediana para variaveis qualitativas.

Para verificar se existiam diferencas nas contagens de corpos
lamelares, foi procedida a analise de variancia (ANOVA) considerando-se
um modelo linear misto, com trés fatores de classificacdo (estado,
solvente e SDR) e um fator de restricdo (sujeitos). Os efeitos de estado
(a fresco e congelado), solvente (soro fisiolégico e DTT) e SDR (com e
sem) foram considerados fixos e os efeitos de sujeito (recém-nascidos)
aleatorios.

Para a predicao de SDR utilizou-se o modelo de regressao

logistica com a CCL e o TME como variaveis preditoras. Para verificar a
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acuracia dos modelos ajustados, estimaram-se, por ponto e intervalo, as
areas sob a curva ROC. Com base nestas curvas definiu-se o melhor
ponto de corte para cada teste.

No caso de associacdo de testes em série as caracteristicas de
qualidade do teste em conjunto em termos de sensibilidade (s) e
especificidade (e) foram obtidas pela foérmula: Sss=ScciXStme
€s=€ccL+eTME-€CCLXETME.-

Foi considerado estatisticamente significante o valor de p<0,05.

RESULTADOS

Foram coletados aspirados gastricos de 63 pacientes, sendo que
34 tiveram diagnostico de SDR (17 do sexo masculino) e 29 sem SDR
(13 do sexo masculino). As caracteristicas relevantes ao nascimento
estdo mostradas na tabela 1. A CCL e o TME foram significantemente

menores no grupo com SDR (tabela 2).

Tabela 1: Caracteristicas dos pacientes ao nascimento

Média DP Mediana Minimo Maximo p

Peso Com SDR  1.167 436 1.128 490 2.290

(gramas) Sem SDR  1.790 458 1.870 780 2.860  <0,001

Idade gestacional Com SDR 30 3 30 24 34
(semanas) Sem SDR 32 2 33 25 34 <0,001

Apgar 1 minuto Com SDR - - 7 2 9
Sem SDR - - 8 0 9 0,102

Apgar 5 minutos Com SDR - - 8 6 9
Sem SDR - - 9 3 10 0,171

SDR = Sindrome do Desconforto Respiratorio
DP = desvio padréo.
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Tabela 2: Contagem de corpos lamelares (CCL) e teste de microbolhas estaveis (TME)
em aspirados gastricos de pacientes com e sem a Sindrome do Desconforto

Respiratério (SDR)

n Média DP Mediana Minimo Maximo p
CCL-SF-Fresco
Com SDR 6 22.167 16.216 17.500 7.000 42.000 <0,001
Sem SDR 4 107.500 78.437 101.500 21.000 206.000
CCL-DTT-Fresco
Com SDR 12 26.833 17.103 28.000 7.000 56.000 <0,001
Sem SDR 10 103.000 61.389 87.500 14.000 204.000
CCL-SF-Congelado
Com SDR 21 20.000 16.459 14.000 0 70.000 <0,001
Sem SDR 11 150.455 153.032 77.000 21.000 455.000
CCL-DTT-Congelado
Com SDR 34  26.147 16.102 21.000 0 70.000 <0,001
Sem SDR 29 164.172 145449  98.000 14.000 490.000
TME
Com SDR 34 7 5 7 0 21 <0,001
Sem SDR 29 94 83 50 4 280

n= nUmero de pacientes
DP= desvio padrao

SF= diluido em Soro Fisiolégico 0,9%

DTT= diluido em Dithiothreitol

Para os quatro grupos de combinagdes de estado (a fresco e

congelado) e de diluente (soro fisiolégico e DTT), as diferencas das

médias da CCL entre os grupos com SDR e sem SDR foram

significativas (p<0,001) como se pode observar no grafico de médias

(figura 1). No grupo com SDR, as médias da CCL nas quatro

combinacdes foram muito similares. No grupo sem SDR verificou-se uma

diferenca significativa apenas no subgrupo congelado diluido em DTT

(média significativamente maior) em relacao aos outros subgrupos.
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Figura 1: Contagem de corpos lamelares em aspirado gastrico de pacientes com e sem
Sindrome do Desconforto Respiratério (SDR), diluido em solugéo de Dithiothreitol (DTT)
e Soro Fisiologico (SF). Os dados sao apresentados como média e erro padrao.

Na figura 2 € mostrada a curva ROC para a contagem de corpos
lamelares. Como pode ser observado ha uma grande area sob a curva,
indicando uma boa acuracia diagnéstica (0,92 — 1C95%: 0,85 — 0,99).
Utilizando-se um ponto de corte de 42.000 corpos lamelares/pl obteve-se
sensibilidade de 92% (IC95%: 73-100%) e especificidade de 86%

(IC95%: 77-95%).



70

t.eq4 0 A% %% — % — % — %% %=
LU |
.f
0.8 I’GEDDO
/{n’
.7 |
0
o 0.6
&
_g
= 1000
&
% 0.5
=
o |
v {
0.4 x
{
0.3
14000
0.2 .
Area sob a cura ROGC
0,928 (35% IC: 0,85-0,99)
0.1
0.0

Ty e e L e e e e e L L e e e L
a.0 o1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 .7 o.8 0.9 1.0

1- especificidade

Figura 2: Curva ROC da Contagem de Corpos Lamelares para diagnostico de
Sindrome do Desconforto Respiratério (SDR), considerando diferentes pontos de corte.

Em relacdo a curva ROC para o TME (figura 3), observou-se
também uma grande area sob a curva — 0,89 (IC95%: 0,81 — 0,96) —
assim como a CCL, o que sugere também uma boa acuracia diagnéstica.
Nesse teste, foi encontrada uma sensibilidade de 94% (IC95% IC: 77-
100%) e uma especificidade de 86% (IC95%: 76-95%) com ponto de
corte de 14 mbe/mm?. Com pontos de corte de 15 e 18 mbe/mm?, a
sensibilidade do TME foi de 97% e 98%, enquanto que a especificidade

foi de 83% e 78% respectivamente.
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Figura 3: Curva ROC dos testes das microbolhas estaveis (TME) para diagnéstico de
Sindrome do Desconforto Respiratério (SDR) considerando diferentes pontos de corte.

Na associacao dos testes em série, considerando os pontos de
corte de 42.000 corpos lamelares/ul e 14 mbe/mm? foi observada uma

sensibilidade de 86% e uma especificidade de 98%.

DISCUSSAO

A contagem de corpos lamelares no liquido amniético, descrita por
Dubin para avaliacdo de maturidade pulmonar fetal, € um teste rapido, de
baixo custo e possivel de ser realizado com pequeno volume de
amostra®*. Sua utilidade para determinar a maturidade pulmonar tem sido

descrita em varios estudos realizados com liquido amniético'® 2° 3441,
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O teste de microbolhas estaveis ganhou interesse renovado na era
da terapia surfactante e tem-se mostrado como um teste acurado para
determinar maturidade pulmonar* 3'.

Tem-se estudado esses testes como preditores de maturidade
pulmonar em nosso servico desde o ano 2000. Entretanto, na CCL
tivemos dificuldades técnicas em processar a maioria das amostras O
aspirado gastrico € um liquido espesso € nao homogéneo, o que torna
inviavel o processamento através do aparelho contador de células sem
centrifugacao. Substancias fluidificantes foram tentadas a fim de diminuir
a consisténcia da amostra, porém alteravam significativamente a
contagem. As pesquisas com CCL no aspirado gastrico sé puderam ser
retomadas mais recentemente apds a utilizacdo do DTT, que se mostrou
bastante eficaz em fluidificar as amostras sem alterar a CCL. Este diluente
ja foi mencionado em outras pesquisas, porém sem este mesmo
objetivo****. Enquanto isto, os estudos com TME prosseguiram em nossa
instituicdo sem obstaculos, tanto no aspirado gastrico como no traqueal’ *
23, 29, 31, 45

Como era de se esperar, o grupo com SDR teve menores médias
de peso de nascimento e de idade gestacional, ambas estatisticamente
significativas, enquanto que os escores de Apgar com um e cinco minutos
nao foram diferentes (tabelal).

Como mostrado no grafico de médias na figura 1, no grupo com
SDR as amostras processadas a fresco e congeladas, bem como as
diluidas com SF e DTT, foram muito semelhantes, sugerindo que a

utilizacdo do DTT e o congelamento por até 72 horas a -20°C néo
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alteraram a CCL. No grupo sem SDR a unica diferenca ocorreu entre as
amostras congeladas e com DTT em relagcdo as demais. Isso se deve,
provavelmente, a grande variabilidade na CCL que ocorre em pulmoes
maduros, que tem uma contagem muito elevada. Essa variabilidade numa
faixa de contagem alta ndo parece interferir significativamente no uso
clinico do teste, uma vez que as diferengcas entre contagens de recém-
nascidos com pulmdes maduros e imaturos é muito grande.

Os subgrupos nao tiveram numero semelhante de pacientes
(tabela 2) devido a impossibilidade de se fazer a CCL nas amostras
diluidas com soro fisiol6gico, que eram frequentemente mais espessas e
com grumos € por isto ndo puderam ser passadas pelo contador de
células. Além disso, houve dificuldades em se processar todas as
amostras a fresco pela auséncia de um dos pesquisadores em alguns
partos.

No presente estudo, a CCL mostrou boa sensibilidade e
especificidade para o diagnostico de SDR (ambas acima de 85%), sendo
o melhor ponto de corte de 42.000 corpos lamelares/ul. Com o ponto de
corte de 50.000 corpos lamelares/ul houve um discreto aumento da
sensibilidade para 93%, porém uma reducdo da especificidade para 81%.
Esse ponto de corte na CCL de 42.000 corpos lamelares/ul no aspirado
gastrico de recém-nascidos se assemelha aos pontos de corte
recomendados para determinacdo da maturidade pulmonar fetal em
liquido amniético®” 3> “¢, porém foi muito mais alto que o encontrado em

outro estudo*’. Nesse Ultimo, os autores fizeram a CCL em aspirados

gastricos que passaram pelo processo de centrifugacao. A centrifugacéo
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€ uma etapa questionada em diversos trabalhos por poder reduzir a CCL.
Dubin®* relatou que a centrifugagéo durante cinco minutos de amostras de
LA a 500 x g poderia diminuir a CCL em 10% a 40%. Roiz-Hernandez et
al*®, citando a mesma velocidade e tempo de centrifugacéo, relatam que
até 1/3 dos corpos lamelares podem ser perdidos na sedimentacédo. Nos
testamos a centrifugacdo em algumas amostras de aspirado gastrico,
encontrando também diminui¢cdo da CCL em até 50%.

Devido ao uso do diluente DTT conseguiu-se fazer todas as CCL
sem centrifugagéao. Com a diluicado em soro fisioldgico a 0,9% as amostras
mais densas e com grumos ndo puderam ser analisadas. O DTT, com a
finalidade de realizar este teste, € de muito baixo custo, pois centenas de
amostras podem ser processadas com um frasco do produto.

O TME no aspirado gastrico apresentou um valor notavelmente
mais baixo no grupo com SDR (tabela 2) e se mostrou também acurado
para predizer SDR, confirmando resultados anteriores® ?* 2°. O melhor
ponto de corte nesse estudo foi de 14mbe/mm?.

As vantagens do TME no aspirado gastrico sao a facilidade na
coleta do aspirado, necessidade de pequeno volume de amostra e nao
necessidade de diluicdo ou centrifugacdo. E um teste simples que pode
ser realizado em cinco minutos a beira do leito a um custo muito baixo. A
vantagem da CCL em relagdo ao TME ¢é a de que a contagem é realizada
por um equipamento disponivel em laboratério hospitalar e que, portanto,

nao depende da observacao visual de um operador.
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A associacdao dos dois testes em série representa um acréscimo
significativo na especificidade em relacdo a realizagdo de cada teste
isoladamente.

A CCL e o TME no aspirado gastrico de recém-nascidos sao testes
equiparaveis para o diagnostico de imaturidade pulmonar. A escolha entre
um e outro teste dependera da experiéncia da equipe da unidade com
cada um deles. A acuréacia, a praticidade e o baixo custo desses testes
indicam claramente que podem ter um papel auxiliando o neonatologista
na decisdo de administrar surfactante profilatico de forma seletiva, e nao
indiscriminada, a recém-nascidos muito imaturos, como também na
administracdo muito precoce a recém-nascidos nao tao imaturos, com

suspeita de SDR, que iniciam com sintomas apds o nascimento.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que:

Embora tenha se detectado influéncia do estado
congelado e diluicdo com DTT no grupo sem SDR, todos
os demais subgrupos nao tiveram diferenca
estatisticamente significativa na CCL.

A CCL e o TME foram significantemente menores no
grupo com SDR.

Baseado nas &reas sob as curvas ROC da CCL e TME,
houve aceitavel acuracia diagnéstica para ambos os
testes na predicao da SDR.

Os melhores pontos de corte para maturidade pulmonar
na CCL e no TME foram, respectivamente, 42.000 corpos
lamelares/pl e 14 microbolhas/mm?.

A associacdo dos testes em série aumentou a

especificidade da CCL e TME para 98%.
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Anexo A — Ficha de cadastro do paciente

DADOS DE IDENTIFICAGAO

Nome: RN de
Procedéncia: Fone:
Sexo:( )M ()F N°. Prontuario HSL/PUCRS:

DADOS DE NASCIMENTO

Data de nascimento: _ / / -Hora: :
Idade Gestacional: semanas Apgar 1 /5
Peso de nascimento: gramas ( )PIG ()AIG ( )GIG

Tipo de parto: ( ) Normal ( ) Cesariana
Liquido amnid6tico: ( ) Claro () Meconial

DADOS MATERNOS

Idade:  anos Gesta: Para: __ Aborto:

Pré-natal: ( ) Sim ( ) Nao

Corticéide ante-natal: ( ) Nao ( ) Sim; Quantas doses? __ tempo antes ___
Problemas de saude prévios:

( ) Hipertensédo ( ) Cardiopatia ( ) Diabete ( ) HIV

( ) Doenca auto-imune ( ) Infeccdo ( ) Outros; Qual:
Medicamentos atualmente em uso:

TME
Valor :

CCL

A fresco:

SF 0,9%: DTT:
Congelado:

SF 0,9%: DTT:

INFORMACOES ADICIONAIS

SDR: ( ) Nao ( )Sim  Detalhe:
SURFACTANTE: ( ) Nao () Sim; Quantas doses:
VENTILACAO MECANICA: ( ) Nao () Sim; Tempo:
CPAP: ( ) Nao () Sim; Tempo:
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Nome IG Apgar |Apgar|

(RN de) |Peso(g)|(sem)|Sexo|CCL_SF|CCL_DTT|CCL_SF_C|CCL_DTT C|TME| 1’ 5
E.B. 2860 |33+6] M [126.000{112.000| 105.000 | 147.000 | 21 7 9
R.P. 1580 |30+3| M |206.000{204.000| 206.000 | 204.000 | 220 | 8 9
P.F.M. 1775|134 | M |77.000 | 63.000 | 77.000 98.000 30 9 9
M.V.F.R. Gl | 1580 | 30 | F |21.000| 14.000 | 21.000 21.000 4 8 9
M.O.S 1240 |31+5| M 161.000 322.000 | 49 8 9
M.V.F.R.GlIlI| 1310 | 30 | F 56.000 56.000 14 7 8
E.C.B.A. 2050 [33+3| M 182.000 231.000 [ 150 | 9 10
M.M.S. 1920 |33+3| F 77.000 77.000 35 7 8
M.R. 1870 |33+2| F 63.000 63.000 |[200| 8 9
S.D.S. 2350 [33+4| F 98.000 98.000 |[100| 2 6
E.P. Gl 780 | 25 | F 455.000 | 483.000 | 45 3 8
MJ.LS.GI [ 1950 | 34 | F 77.000 70.000 72 8 9
MJ.LS.GIl | 1495 | 34 | F 434.000 | 490.000 [200| 9 10
M.T.C.B.GI | 2390 | 33 | M 70.000 63.000 | 100| 8 8
M.T.C.B.GIl| 1915 | 33 | M 105.000 | 140.000 |160| 9 9
P.R.S. 1630 |30+6] M 35.000 35.000 |[250| 7 8
L.S.S. 1580 | 34 | M 70.000 56.000 50 8 9
D.L.C. 1190 |29+4| F 294.000 |[200| 8 9
D.0.S. Gl 1970 |34+2| F 413.000 6 5 7
D.O.S. Gl | 2130 [34+2| F 315.000 | 25 0 3
J.M.M.B. 1300 |30+4| F 42.000 50 7 7
V.M.C. 2155 |33+4| M 14.000 6 8 9
R.K.K. 1830 |32+2| F 91.000 16 8 8
D.C.D.M. 1935 | 32 | F 441.000 | 280 | 8 9
[.S.N. 2085 |34+3| M 91.000 |[150| 9 9
R.M.S. 1070 | 27 | M 56.000 15 8 9
L.F.S. 2050 | 34 | M 133.000 | 80 8 9
K.P.A. 2450 | 34 | F 84.000 |150| 8 8
A.C. Gl 1450 |32+3| F 133.000 | 42 7 8
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Nome IG Apgar/Apgar

(RN de) |Peso(g)|(sem+d)| Sexo [CCL_SF|CCL_DTT|CCL_SF_C|CCL_DTT C|TME| 1~ | 5
A.C.F.D.Gl | 1680 | 34 M |42.000| 56.000 | 42.000 63.000 91 9 9
R.B.A.Z 1880 | 31+4 | M [14.000| 14.000 | 14.000 14.000 6| 8 8
M.T.G.S. 520 | 24+5 | M | 7.000 | 7.000 7.000 35.000 0| 7 7
J.S.G 880 | 27+2 | F | 7.000 | 7.000 7.000 7.000 8|1 8 9
A.C.F.D.Gll| 1910 | 34 F 14.000 | 7.000 21.000 |10 9 9
L.H.S. 2290 | 33+5 | M |42.000| 35.000 | 35.000 35.000 |12 9 9
D.C.I. 805 28 M |21.000| 28.000 35.000 6 | 3 8
D.C.M 975 29 F 42000 42.000 0] 7 9
S.C. 845 28 F 49.000 35.000 |13 | 6 8
J.A.S. Gll 1490 | 30 F 7.000 7.000 5] 3 8
J.A.O. 1230 | 28 M 35.000 35.000 [14]| 7 8
M.L.C. 490 | 24+6 | F 28.000 28.000 31 8 9
A.C. Gl 1505 | 32 F 14.000 21.000 0] 5 8
C.S.S.S. 1435 | 30 M 7.000 7.000 3] 4 8
C.V.M. 1235 | 31+4 | F 21.000 28.000 6| 6 6
C.F.G. 1315 | 29 M 0 7.000 1 8 9
K.R.M. Gl 1155 | 28 M 7.000 14.000 719 9
K.R.M. Gl 955 28 F 14.000 14.000 719 9
E.P. Gll 735 25 F 70.000 70.000 |15]| 7 8
K.A.R. GlI 1135 | 30+6 | F 14.000 21.000 |14 8 8
L.G.C.G. 1650 | 30 F 0 0 71 8 9
M.T.R. 1505 | 31+5 | M 28.000 28.000 |14 7 9
P.C.S. 700 28 M 28.000 28.000 8| 6 7
T.V.F. 735 28 F 35.000 42.000 |21 | 2 7
C.S.R. Gl 675 26 F 28.000 21.000 71 6 8
C.L.B.S. 1840 | 33 F 21.000 21.000 81 8 9
S.M.M. GI 1035 | 27 M 21.000 21.000 1 6 8
S.M.M. Gll | 880 27 M 7.000 8| 6 7
C.G.S. 1075 | 31 M 21.000 |10 8 9
K.S.S. 1120 | 30 F 21.000 0] 6 8
S.R.S.S. 1210 | 30 M 42.000 |10 8 9
V.C.A. 1140 | 30+3 | M 21.000 2|1 6 7
F.V.S. 600 24 M 21.000 2 6
K.AA.R. Gl 1035 | 30+6 | F 56.000 |14 | 8 8
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Apéndice A — Carta de aprovacao pela Comissao Coordenadora do
Programa de Pés-graduacado em Medicina/Pediatria e Saude da Crianca —
PUCRS

FACULDADE DE MEDICINA
POS-GRADUAGCAO EM PEDIATRIA E SAUDE DA CRIANGA

Porto Alegre, 09 de outubro de 2007

Pés-Graduanda
Inah Westphal Batista da Silva Daniel
N/Faculdade

Prezada Pdés-Graduanda

Comunicamos que a proposta de dissertacao intitulada “AVALIACAO DOS
TESTES DE MATURIDADE PULMONAR NO ASPIRADO GASTRICO DE
RECEM-NASCIDOS PREMATUROS COM SINDROME DO DESCONFORTO
RESPIRATORIO” foi aprovada pela Comissdo Coordenadora do Programa
de Pés-graduacdo em Medicina/Pediatria e Satde da Crianga.

Informamos que a mesma deve ser encaminhada ao Comité de Etica
em Pesquisa, através do CIDAPE, 20 andar do HSL.

Atenciosamente,
)

,»—\ ,//
s
Prof. Dr. Rénato Machado Fiori

Coord. PPG em Medicina/Pediatria e
Saude da Crianga - PUCRS

C/c Prof. Humberto Fiori - orientador

| Campus Central

 Av. Ipiranga, 6690 - P. 60 - 59 andar — CEP 90610-000
| Porto Alegre — RS - Brasil

| Fone/Fax: (51) 33396474

| E-mail: pediatria-pg@pucrs.br

i www.pucrs.br/medicina
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Apéndice B — Carta de aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa da
PUCRS

Pontificia Umverbidaﬂe Latéﬁc@ do Rﬁo Grande da Suﬁ

(7]

enhor(a) Pesquisador(a)

O Comité de FEtica em Pesquisa da PUCRS
apreciou e aprovou seu protocolo registro CEP 07/03967, intitulado: “Avaliag@o dos
testes de maturidade pulmonar no aspirado gastrico de recém-nascidos

prematuros com sindrome do desconforto respiratoric”.

Sua investigacdo estd autorizada a partir da
presente data.

Relatérios parciais e final da pesquisa devem ser
entregues a este CEP.

_g( Sr(a)
Dr{a) Humberto Holmer Fiori
N/Universidade

\..../

Campus Central

&Kg« £ | Av. Ipiranga, 6690 - 3%andar ~ CEP: 90610-000
Mawi nw.s [Sala 314 - Fone Fax: (51) 3320-3345
éE mail: cep@pucrs.br
gwww pucrs.br/prppg/cep




