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RESUMO

Introducao: a medida que o tratamento profilatico ou precoce com surfactante
mostrou-se vantajoso nos recém-nascidos prematuros com imaturidade
pulmonar, renovou-se o interesse na busca de testes diagndsticos nesta area. A
contagem dos corpos lamelares (CCL) e o teste das microbolhas estaveis
(TME) no liquido amnidtico sdo exames rapidos e de baixo custo que podem
ser realizados durante o trabalho de parto. Possivelmente, o uso combinado
destes exames pode aumentar seus desempenhos diagndsticos, porém esta
hipétese ainda néao foi testada.

Objetivo: avaliar o desempenho do TME e da CCL no liquido amni6tico, na
predicdo da sindrome do desconforto respiratorio (SDR) em recém-nascidos
prematuros.

Métodos: foi coletado liquido amnidtico durante a cesarea ou por via vaginal,
em partos prematuros ocorridos no Hospital Sdo Lucas da PUCRS no periodo
de margo de 2006 a novembro de 2007. A CCL foi realizada logo apés a coleta
do material pelo contador de plaquetas Sysmex XT-18001 e o TME foi realizado
posteriormente, pelo autor, cego para o desfecho. O diagnéstico de SDR foi
estabelecido pela apresentagéo clinica e um raio-x de térax caracteristico ou
por recém-nascido que recebeu surfactante profilatico e apresentava uma
contagem de microbolhas no aspirado traqueal < 120 ub/mm? e/ou necessitou
da segunda dose de surfactante.

Resultados: dos 111 pacientes estudados, 20 (18%) apresentaram SDR. A
média do peso foi 2062 + 639 gramas enquanto que a idade gestacional média
foi 32.8 £ 3 semanas. Para um ponto de corte <12.000 corpos lamelares/uL a
sensibilidade, a especificidade e a razdo de verossimilhanca positiva da CCL
foram 90% (IC95%: 68-99%), 81% (1C95%: 72-89%) e 4.8 (IC95%: 3.2 — 7.4%)
respectivamente. Para um ponto de corte <5 microbolhas/mm? o TME
apresentou uma sensibilidade de 90% (IC95%: 68-99%), uma especificidade de
79% (IC95%: 69-87%) e uma razdo de verossimilhanga positiva de 4.3 (1C95%:
2.8-6.6%). Usando os testes em conjunto (TME <7 pb/mm? E CCL <12000
corpos lamelares/pyL, para definir imaturidade pulmonar), a razdo de
verossimilhanga positiva aumentou para 10.2 (IC95%: 5.2-20.2) e a
especificidade aumentou para 91% (IC95%: 83-96%), enquanto que a
sensibilidade permaneceu inalterada em 90% (IC95%: 68-99%).

Conclusdo: a CCL e o TME no liquido amnio6tico possuem desempenho
diagndstico similar quando usados em separado para predizer a SDR. O uso
combinado dos dois testes pode aumentar a especificidade e a razdo de
verossimilhancga positiva sem modificar a sensibilidade.

Palavras-chave: testes diagndsticos; imaturidade pulmonar; surfactante;
prematuridade.
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ABSTRACT

Background: There is a renewed interest in very early diagnosis of surfactant
deficiency in immature infants as the advantage of indiscriminate surfactant
prophylaxis or very early treatment became clear. Lamellar body count (LBC)
and stable microbubble test (SMT) in amniotic fluid are quick and inexpensive
tests that can be done even during labor or delivery. Its combined use may
increase accuracy, although this hypothesis has not been tested yet.

Objective: To evaluate the performance of LBC and SMT in amniotic fluid in
order to predict respiratory distress syndrome (RDS) in preterm infants.

Design/Methods: Amniotic fluid was collected during cesarean section or from
vaginal pool in preterm births on S&o Lucas Hospital from March/2006 to
November/2007. Lamellar bodies were counted in fresh amniotic fluid using the
platelet counter Sysmex XT-1800I, and SMT was performed later in a blind way.
The diagnosis of RDS was established by clinical picture and chest X-ray or,
alternatively, in those infants that received prophylactic therapy and presents
with microbubble count in the tracheal aspirate below 120 microbubbles /mm?
or/and needed a second dose of surfactant.

Results: From the 111 patients analyzed, twenty (18%) infants had the
diagnosis of RDS. Mean birth weight was 2062 + 639g and gestational age 32.8
+ 3 weeks. At the cutoff point of £12.000 lamellar bodies/uL the sensitivity,
specificity and positive likelihood ratio of the LBC were 90% (95%CI: 68-99),
81% (95%CI: 72-89%) and 4.8 (95%CI: 3.2 -7.4 %) respectively. At the cutoff
point of <5 microbubbles/mm? the SMT showed a sensitivity of 90% (95%Cl: 68-
99), a specificity of 79% (95%ClI: 69-87) and a positive likelihood ratio of 4.3
(95%Cl: 2.8 — 6.6 %). Using both tests combined (SMT< 7 microbubbles/mm?
and LBC <12000 lamellar bodies/puL to define lung immaturity), the positive
likelihood ratio and specificity increased to 10.2 (95%CI: 5.2-20.2) and 91%
(95%CI: 83-96) respectively, while the sensitivity remained 90% (95%ClI: 68-99).

Conclusions: LBC and SMT in the amniotic fluid have similar performance to
predict RDS in preterm infants. The combined use of the tests may improve
positive likelihood ratio and specificity without change the sensitivity.

Key-words: diagnostics tests; lung immaturity; surfactant; preterm birth
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1 INTRODUCAO

A Sindrome do Desconforto Respiratério (SDR), decorrente da
deficiéncia de surfactante pulmonar, acomete recém-nascidos pré-termo,
levando a um quadro de insuficiéncia respiratdria progressiva. O tratamento
com surfactante pulmonar, principalmente quando usado nos primeiros minutos
de vida, esta diretamente ligado a melhora do atendimento desses recém-
nascidos. Assim, no momento de um parto prematuro, o conhecimento por
parte da equipe assistente sobre o grau de deficiéncia de surfactante no pulméo
do recém-nascido torna-se uma informacdo valiosa para uma assisténcia

neonatal adequada.

Neste contexto, testes rapidos e acurados que determinem a maturidade
pulmonar, através da constatacao do surfactante presente no liquido amniético
(LA), tornam-se ferramentas importantes no manejo do recém-nascido pré-
termo. O teste das microbolhas estaveis (TME) e a contagem dos corpos

lamelares (CCL) foram desenvolvidos com este fim. Estudos demonstram que
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esses testes apresentam desempenho diagnéstico para SDR similar ao de
testes consagrados, como a relagéo lecitina/esfingomielina (L/E) e o teste de

Clements.

1.1 Sindrome do Desconforto Respiratorio do Recém-nascido

No inicio do século XX a aspiracédo do vérnix era apontada como a causa
da SDR. Porém, entre as décadas de 1920 e 1950 descreveu-se melhor a
fisiopatologia da doencga, através dos estudos de Neegard, Pattle e Clements,
que destacaram a importadncia da tensado superficial alveolar no processo
respiratorio, e de Avery e Mead, que salientaram a importéncia de substancias
surfactantes para a ventilagdo alveolar, estabelecendo os fundamentos

fisiopatoldgicos da SDR reconhecidos até os dias de hoje."

A SDR afeta quase que exclusivamente os prematuros, sendo que

. . . N . 2

quanto menor a idade gestacional, maior a prevaléncia da doenca.
Aproximadamente 2/3 dos recém-nascidos com idade gestacional inferior a 30
semanas apresentam a SDR,? que raramente acomete recém-nascidos a
termo. Além da prematuridade, a diabetes materna® e a cesariana sem trabalho
de parto® aumentam o risco da ocorréncia da SDR. Em contrapartida, o uso de

corticdide pré-natal atua como principal fator protetor.® ’
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A SDR apresenta-se como um quadro de insuficiéncia respiratéria
progressiva: a deficiéncia de surfactante pulmonar, juntamente com um pulméo
estruturalmente imaturo e uma caixa toracica complacente, desencadeia um
processo que evolui, apés 0 nascimento, para dificuldade ventilatoria.? O
surfactante pulmonar é fundamental na reducdo da tensdo superficial dos
alvéolos e, consequentemente, para uma ventilagao adequada.8 A auséncia
dessa substincia leva a um quadro de colapso alveolar, sendo que a
atelectasia progressiva ocasiona hipoxia tecidual e acidose sistémica.
Subsequentemente, ocorre extravasamento de proteinas séricas para dentro do
alvéolo, as quais inibem mais ainda a producdo e a funcdo do surfactante,
lesando o epitélio responsavel por sua produgéo e pelas trocas gasosas. Desse
modo, estabelece-se um circulo vicioso que culmina em faléncia respiratoria.’
Os achados anatomo-patoldgicos classicamente descritos em prematuros com

SDR mostram atelectasia difusa, alguns alvéolos dilatados, presenca de

membranas eosinofilicas e lesdo epitelial evidente nos bronquiolos terminais.’

O diagnostico de SDR é feito geralmente nas primeiras horas de vida,
pela presenga de um quadro de sofrimento respiratério progressivo em um
recém-nascido prematuro, associado a um raio-X de térax compativel. Critérios
laboratoriais como hipdxia, hipercapnia e acidose metabdlica usualmente nao
sS40 necessarios para a confirmagdo diagndstica. O quadro clinico inclui
taquipnéia, batimento de asas de nariz, retragbes da caixa toracica, gemido
expiratério e cianose. Os sinais de hipertensdo pulmonar muitas vezes fazem

parte do quadro clinico, e a evolugao para faléncia respiratéria pode ocorrer em
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poucas horas. Radiologicamente, a sindrome caracteriza-se por infiltrado
reticulo-granular difuso, broncogramas aéreos e, na maioria dos casos,
diminuigdo do volume pulmonar.?® O diagnéstico diferencial da SDR na pratica
médica pode ser desafiador, uma vez que pneumonia, sepse, taquipnéia
transitoria, sindrome de aspiracdo de mecdnio e hipertensdo pulmonar podem
apresentar os mesmos achados. Entretanto, um diagndstico preciso e rapido €

fundamental para um tratamento adequado.?®

A evolucéo tipica da SDR descrita acima € atualmente modificada pelo
uso precoce de surfactante exdgeno e de pressado positiva continua (CPAP).™
O primeiro relato de uso exitoso de surfactante exégeno no tratamento da SDR
foi publicado por Fujiwara et al. em 1980."" Desde entdo, outros estudos
evidenciaram diminuicdo de até 40% na mortalidade quando o surfactante era
comparado ao placebo'® ' A resposta ao surfactante pode ser afetada por
outras patologias associadas, pela composicdo do surfactante, ou pelo
momento (profilatico ou terapéutico) em que a terapia € administrada. Esta
ultima variavel tém sido foco dos principais estudos randomizados realizados

apos 1990.'"

O uso terapéutico do surfactante pressupde o diagndstico prévio de
SDR. Como nessa sindrome ocorre uma atelectasia progressiva, muitas vezes
leva algum tempo para que o diagndstico se torne evidente. Assim, quando o
diagnodstico clinico € estabelecido, o surfactante € administrado. A principal
vantagem desta modalidade terapéutica é a de que praticamente s6 os recém-

nascidos que realmente necessitam de surfactante sdo tratados. Por outro lado,
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a administragdo profilatica do surfactante evitaria a lesdo pulmonar precoce
secundaria a ventilagado deficiente, uma vez que preveniria a atelectasia do

alvéolo.®

Uma metanalise realizada em 2000'® mostrou uma reducdo da incidéncia
de pneumotdrax, de enfisema intersticial pulmonar e da mortalidade,
principalmente nos prematuros abaixo de 32 semanas, quando o surfactante foi
usado de modo profilatico. Assim, a instilacao precoce de surfactante em todos
0os recém-nascidos com risco de SDR é uma estratégia efetiva, porém de
elevado custo e nao isenta de riscos. Desse modo, faz-se necessario utilizar
testes capazes de identificar os pacientes que se beneficiariam dessa pratica.
Em nossa UTIN os recém-nascidos com menos de 32 semanas recebem
surfactante profilatico quando o TME no aspirado gastrico é inferior a 25

1. Esse

ub/mm?. Esta rotina foi estabelecida conforme os estudos de Fiori et. a
exame demora 20 minutos, em meédia, para ser realizado e evita a
administracado desnecessaria de surfactante em uma proporgao significativa dos

recém-nascidos com menos de 32 semanas.

1.2 O Sistema Surfactante

Para que ocorram as trocas gasosas necessarias a sobrevivéncia

humana, é necessaria uma grande superficie de contato entre o ar inspirado e o
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tecido pulmonar. Assim, durante o processo de formagao da arvore bronquica,
existe uma continua segmentacdo que se inicia na traquéia, segue pelos
brénquios e bronquiolos terminais e acaba no alvéolo. Os alvéolos pulmonares
sdo estruturas saculares recobertas de células epiteliais (pneumdcitos tipo [)
interpostas por células cubdides (pneumdcitos tipo Il) que, juntamente com a
membrana basal e o endotélio capilar, formam a barreira seletiva de ar-sangue

dos pulmdes.?

O alvéolo é uma estrutura instavel devido a uma fina camada liquida
presente em sua superficie, que gera uma tensdo superficial inversamente
proporcional ao didmetro alveolar. No final da expiracdo, com o aumento da
tensdo superficial, o alvéolo tende ao colapso, o que leva a dificuldade de
inspiracao nos ciclos respiratorios subseqlientes e, em ultima analise, a

insuficiéncia respiratoria.®

Entretanto, os pneumdcitos tipo Il produzem substancias surfactantes,
capazes de diminuir essa tensao superficial alveolar. A palavra surfactante vem
do inglés “surfactant” forma reduzida de “surface active agent”.20 A producéo de
surfactante inicia-se em torno da vigésima semana, porém o processo de
maturagdo pulmonar em seres humanos € muito variavel. Essa variabilidade

explica, em parte, a maturidade pulmonar vista em alguns prematuros com 26-

30 semanas e a imaturidade de alguns recém-nascidos a termo (figura 1).2
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Figura 1 — Estrutura do alvéolo e disposicdo do surfactante na sua superficie. O surfactante é
sintetizado, a partir dos seus percussores (1), no reticulo endoplasmatico (2),
transportado pelo aparelho de Golgi (3) até os corpos lamelares (4), onde é
armazenado. Os corpos lamelares sdo secretados para a camada liquida que
reveste os alvéolos, onde transformam-se em mielina tubular (5). A mielina tubular
libera a dipalmitoil-fosfatidilcolina e proteinas hidrofobicas para a formacao da
monocamada na interface ar-liquido (6). O surfactante é reutilizado pelos
pneumdcitos tipo Il através da captagdo dos pequenos agregados celulares (7).
Essas vesiculas de surfactante sdo transformadas, pelo endossoma (8), em corpos
multivesiculares (9). Esses agregados de fosfolipidios sdo armazenados nos corpos
lamelares (4). Uma pequena fragdo do surfactante é fagocitada pelos macrofagos
alveolares (10). (Traduzido e adaptado de Kattwinkel J. Surfactant: Evolving Issues.
Clin Perinatol 1998;25: 17-32).

O surfactante pulmonar dos seres humanos € muito potente, e suas
moléculas interpdem-se entre as moléculas de agua localizadas logo abaixo da

superficie alveolar. Esta interposigao interfere nas ligagées de hidrogénio entre
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as moléculas de agua, e desta forma, a tenséo superficial diminui. Além disso, o
sistema nao é estatico: quando os alvéolos diminuem de volume, o surfactante
fica mais concentrado na superficie e a atragdo entre as moléculas da agua
diminui, a tal ponto que a tensdo superficial aproxima-se de zero, evitando,
assim, o colabamento. O inverso ocorre no final da inspiracdo, quando a tensao
superficial € maior, colaborando diretamente com o inicio do processo de

expiracéo passiva (Figura 2).%'

Expiracio

Figura 2 — Disposi¢do espacial do alinhamento do surfactante na interface ar-liquido, na
inspiragéo e na expiragédo. (Adaptado de Kotas R. Surface tension forces and liquid
balance in the lung. In: Thibeault DW, Gregory GA, Chernick V, editors. Neonatal
Pulmonary Care. Menlo Park (CA): Addison-Wesley; 1979. p.35-53).
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O surfactante pulmonar, produzido principalmente nos pneumocitos tipo
Il dos alvéolos, é “empacotado” em estruturas chamadas corpos lamelares (CL),
cujo didmetro é de 1-5 uym, semelhante ao das plaquetas. Os CL servem,
aparentemente, de reservatorios intracelulares, que vao sendo secretados para
a superficie alveolar por exocitose. Acredita-se que o estiramento do alvéolo
pela insuflagéo de ar pode ser um estimulo fisiolégico relevante para a secregéo
dessas organelas.22 Uma vez fora da célula, os CL desenrolam-se para tomar a
forma da mielina tubular responsavel pela diminuicdo da tensdo superficial dos
alvéolos.?> 22 Sanders et al.?® isolaram CL intactos de pulmdes de ratos,
verificando a sua conversao in vitro para mielina tubular (figura 3). Concluiram
que os CL sao organelas instaveis, que se dissociam rapidamente em mielina
tubular a 37°C, sendo que esta dissociagdo pode ser desacelerada com a

resfriamento.
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P

Figura 3 —Corpos lamelares formando mielina tubular em um espaco aéreo (cheio de liquido)
de um feto de rato. ( Fotografia extraida de Randell SH, Young SL. In: Polin RA,
Fox WW (Ed). Fetal and neonatal physiology. 2" ed. Philadelphia: WB Sauders
Company; 1998. p.1275-83.)

A manutengao do equilibrio entre surfactante alveolar e CL depende de
um complicado equilibrio entre sintese “de novo”, secregao, reciclagem e
depuracéo (figura 4). Este equilibrio € atingido de forma diferente no adulto e no
recém-nascido: neste ultimo, a maior parte do surfactante alveolar € reciclado.
A administracdo exogena de surfactante pode influenciar a produgédo de
surfactante pela célula, fornecendo substrato para reciclagem ou alterando a

sintese “de novo”.%*
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Figura 4 —Representacdo esquematica do ciclo biolégico do surfactante pulmonar. O
surfactante pulmonar é sintetizado nos pneumécitos tipo Il e estocado em corpos
lamelares. Apos a exocitose, os corpos lamelares formam a mielina tubular Esta vai
formar a monocamada da superficie, responsavel por reduzir a tensao superficial.
RE reticulo endoplasmatico; CL = corpos lamelares; MT = mielina tubular.
(Traduzido e adaptado de Possmayer F. In: Polin RA, Fox WW (Ed). Fetal and
neonatal physiology. 2" ed. Philadelphia: WB Sauders Company; 1998. p.1259-75).

Os surfactantes encontrados nos pulmdes humanos sdo compostos

principalmente de fosfolipidios (80%), proteinas (10%) e lipideos neutros (10%).

A fosfatidilcolina (lecitina), o fosfatidilglicerol e a esfingomielina s&o os

fosfolipidios principais. Em relacdo a fracdo protéica, sdo relacionadas pelo

menos quatro proteinas, chamadas de Proteinas do Surfactante (PS): PS-A,

PS-B, PS-C e PS-D*°. As PS-B e PS-C estdo mais relacionadas & diminuigao

da tensado superficial propriamente dita, sendo que a deficiéncia genética de




Referencial Tedrico 14

PS-B pode levar a um quadro de insuficiéncia respiratéria progressiva
invariavelmente letal. As PS-A e PS-D auxiliam no mecanismo de defesa do

pulmao e no equilibrio entre surfactante extracelular e intracelular.?®

A producao de surfactante e a maturagao pulmonar é afetada por varios
hormonios.?® Os glicocorticéides sdo os principais agentes estimuladores da
producao de surfactante de que se tem conhecimento.?” A utilizacdo desses
horménios antes do nascimento tém o objetivo de imitar o efeito dos picos de
concentragao de corticoide enddégeno que ocorrem durante o estresse fetal. Ha
atualmente um consenso de que o corticdide deve ser administrado para as
maes, com raras excegdes, antes do nascimento de prematuros com menos de
34 semanas.® Outros horménios, como o hormdnio da tiredide®® e os beta-
agonistas,”® tém fungées menos definidas, ndo havendo conhecimento
suficiente sobre sua utilidade clinica. A hiperinsulinemia materna pode inibir o
efeito do glicocorticéide na maturagdo pulmonar, tornando os recém-nascidos
de maes diabéticas mais susceptiveis a SDR.* Outras substancias, como
plasma, sangue, fibrina e mecbnio, quando presentes no espacgo alveolar,

também podem apresentar efeitos inibitorios sobre o surfactante.>® >’

1.3 Liquido Amniético

O LA desempenha papel fundamental na manutengédo da homeostase

fetal, com diversas fungdes que favorecem o desenvolvimento e o crescimento
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do feto. Atua como um amortecedor, protegendo o feto de traumatismos
externos, principalmente sobre o abdome materno; permite a movimentagao
fetal, o que contribui para o seu desenvolvimento; promove o desenvolvimento
adequado dos pulmdes fetais; funciona como barreira contra infecgdes; mantém

estavel e constante a temperatura fetal; e contribui para a nutricao fetal.®?

Ao longo da gestagdo, os mecanismos de regulagdo do volume de LA
sao distintos. Nas fases iniciais, 0 mecanismo de formacao de LA é o transporte
ativo de solutos através do amnio para o espago amniotico, favorecendo o
transporte passivo de agua em fungao da diferenga do gradiente quimico. Apds
a vigésima semana, a urina fetal passa a ser a principal fonte. Sabe-se que
esse nao € um acumulo estatico de liquido, mas uma circulagao ativa que sofre
renovacao em curto espaco de tempo. A manutengao do volume ocorre através

das fontes de producao e absorgdo do LA.*

Constituem fontes de producgao o fluxo intra-membranoso (trocas entre o
LA e o sangue fetal), o fluxo transmembranoso (trocas entre o LA e o sangue
materno) e a diurese fetal (principal fonte de LA a partir da segunda metade da
gestacdo). Os fluidos pulmonares também contribuem para a formagado de LA
durante a gestagdo. Embora os pulmdes secretem um volume grande de fluidos
a quantidade que chega a cavidade amni6tica é de, aproximadamente, 50% da
producdo, uma vez que, ao deixar a traquéia, parte do fluido & deglutido pelo

feto. Parkinson et al.3*

encontraram semelhangas nas propriedades das bolhas
do LA comparando com as bolhas do fluido pulmonar, sugerindo que o

surfactante do pulmao fosse encontrado no LA. Acredita-se que os movimentos
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respiratorios intra-utero representem um dos mecanismos responsaveis pela

mistura das secre¢des pulmonares com o LA.%

A absorcdo do LA ocorre, principalmente, através do trato
gastrointestinal, por meio da degluticdo fetal. E importante lembrar que o
desequilibrio entre as fontes de produgcao e de absor¢ao do LA pode resultar
em alteracdes no volume e na composicao do LA, diminuindo o desempenho
dos testes diagndsticos para maturidade pulmonar na presencga de polidramnios

e oligodramnios.*

1.4 Testes para Avaliagao da Maturidade Pulmonar

McGinnis et al.*’

mostraram que no decorrer da ultima década houve um
declinio na utilizagao dos testes de avaliacdo de maturidade pulmonar pré-natal,
possivelmente relacionado ao uso de corticosterdide pré-natal, surgimento dos
surfactantes exdgenos comerciais e melhora da assisténcia neonatal.
Entretanto, os padrdes mais recentes de uso de surfactante pulmonar exégeno
e a necessidade de identificar precocemente os recém-nascidos que
necessitardo do tratamento profilatico com o surfactante, renovaram o interesse
por testes capazes de predizer a imaturidade pulmonar em recém-nascidos pré-

termo, através da afericdo quantitativa ou qualitativa do surfactante nos

diferentes fluidos orgéanicos (LA, secrecéo gastrica e aspirado traqueal).
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Ao longo da histéria, o grande numero de exames propostos e testados
para esse fim reflete a insatisfacdo com seu desempenho, relacionada
principalmente a baixa especificidade, as dificuldades técnicas e aos custos dos
exames. Assim, ndo ha uma clara definicido da utilidade pratica de cada teste

disponivel.

Os testes que avaliam a maturidade podem ser agrupados em dois
grandes grupos: aqueles que quantificam a presenga do surfactante
(quantitativos) e aqueles que avaliam a funcdo surfactante indiretamente

(qualitativos). A seguir, serao descritos os testes mais conhecidos.

1.4.1 Testes quantitativos

1.4.1.1 Contagem de Corpos Lamelares

A CCL, teste descrito primeiramente em 1989 por Dubin,*® produz uma
estimativa objetiva da quantidade de surfactante presentes no LA. O autor
mostrou que quanto maior a quantidade de CL presente no LA, maior era a
chance do recém-nascido apresentar maturidade pulmonar. Desde entdo, a
CCL no LA tem demonstrado forte concordéncia com os testes mais

consagrados para avaliar a maturidade pulmonar fetal.

Os CL podem ser contados no microscopio ou no canal de plaquetas da

maioria dos contadores eletrbnicos de células. Assim, quando realizamos a
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contagem de células do LA, o aparelho interpreta os corpos lamelares como
plaquetas, devido ao seu tamanho similar. Trata-se de um método rapido, que
nao requer interpretacdo subjetiva, e com custo semelhante ao de um
hemograma. Como o LA ndo contém sangue, a totalidade de plaquetas que o
aparelho conta refere-se aos CL. No caso de haver sangue no LA, as plaquetas
entram na contagem. Alguns estudos dizem que a contaminagdo com sangue
aumentaria falsamente a CCL, outros dizem que diminuiria e outros ainda dizem

que nao alteraria.

Os resultados dos estudos de Roiz-Hernandez et al.*® sobre a CCL no
LA processado no momento do parto foram comparados com a evolugao clinica
da SDR. O autor encontrou sensibilidade de 92,3% e especificidade de 70,9%.
A area sob a curva ROC foi 0,883, mostrando ser um bom teste diagndstico.

Ashwood et al.*°

encontraram um coeficiente de correlacdo de 0,75 entre
relacdo L/E e CCL. Um estudo multicéntrico, com diferentes pontos de corte,
enfatizou a capacidade do teste em definir a auséncia de SDR (alto valor
preditivo negativo).*’ Dalence et al.** sugerem a associacdo da razdo
lecitina/esfingomielina para a identificacdo da imaturidade pulmonar nos casos
em que a CCL ficar entre 10000 e 30000 CL/uL. Uma metanalise em 2001*
indicou que a CCL no LA tem um desempenho similar ao relagdo L/E para
predizer o desenvolvimento de SDR. Esse estudo considerou a CCL como um
teste de primeira escolha na avaliagdo da maturidade pulmonar fetal, por ser

um teste mais rapido e mais barato que a relagdo L/E. Outra possivel vantagem

da utilizacdo da CCL foi demonstrada por De Roche et al.** Estes autores
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utilizaram a CCL em pacientes com gestagao complicada por diabetes mellitus
e encontraram numeros de CL similares aos encontrados em gestagbes sem
diabetes. Esses resultados sugerem que a CCL possa ser utilizadas em

gestacdes complicadas por diabetes, o que ndo acontece com a relagao L/E.

O desempenho similar em diferentes estudos, da predi¢cao da SDR pela
CCL, sugere uma boa reprodutibilidade do método, porém os pontos de corte
utilizados podem variar. Assim, cada laboratorio deve estabelecer o melhor
ponto de corte, de acordo com o contador de plaquetas utilizado para aumentar

o poder discriminatorio do exame.*!

A centrifugagdo das amostras antes da CCL é motivo de controvérsia.
Dubin® acredita que a centrifugacdo nao alteraria significativamente os

resultados do exame. Ja Neerhof et al.*'

sugerem que quanto maior o tempo de
centrifugagcdo menor seriam as contagens dos corpos lamelares. No estudo de
Dubin,® a adigdo de sangue hemolisado aumentou a CCL em menos de 1.000

CL/uL; em contrapartida, Ashwood et al.*

verificaram que a adigdo de sangue
total as amostras reduziu significativamente o numero de corpos lamelares.
Neerhof et al.*' consideram bifasica a contaminacédo da amostra com sangue:
nos primeiros minutos haveria um aumento do numero de CL devido a presencga

de plaquetas, e apos algumas horas haveria um coagulagdo da amostra, que

uniria as plaquetas aos CL e, consequentemente, reduziria a CCL.

Quanto ao armazenamento, Dubin®® sugere que amostras de LA

poderiam ser armazenadas em temperatura ambiente por pelo menos 3 dias e
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ainda ofereceriam precisdao na CCL. Esses resultados ndo concordam com o
estudo de Sanders et al.?® realizado in vitro, onde os CL mostraram-se muito
instaveis, dissociando-se em um periodo de minutos a poucas horas, mesmo

em baixas temperaturas.

1.4.1.2 Relagao entre Lecitina e Esfingomielina

Introduzido em 1971, a relacdo L/E passou a ser o teste de maturidade
pulmonar mais aceito e o mais frequentemente utilizado antes do surgimento da
CCL. O estudo de Gluck et al.* sugeriu que o aumento da concentragdo de
lecitina em relagcdo a esfingomielina era indicativo de maturidade pulmonar. A
relagdo entre os dois permite uma avaliacdo do surfactante que ndo depende

do volume de LA.*

Outros estudos avaliaram a acuracia desse teste no LA para predi¢ao de
SDR.*4° A maior dificuldade de interpretacio ocorre com valores
intermediarios, o que se constitui um problema, especialmente nos recém-
nascidos mais prematuros, que nao costumam ter relagdes L/E elevadas.®
Portanto, um consideravel numero de pacientes prematuros pode apresentar
exames positivos para imaturidade pulmonar e ndo desenvolver a SDR. Outras

dificuldades sdo provocadas pela presenga de sangue ou mecdnio, tempo
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prolongado de realizacdo do exame, custo elevado e necessidade de contar

com pessoal treinado para a sua realizacgo.”’

1.4.1.3 Dosagem de Fosfatidil-glicerol

O fosfatidil-glicerol (FG) € um marcador do surfactante maduro e pode
ser dosado através de cromatografia de camada fina. A presenca deste
fosfolipidio no LA é quase uma confirmagdo de maturidade pulmonar.
Entretanto, sua auséncia ndo esta relacionada a imaturidade na mesma
proporg¢ao. Segundo Garite et al., este teste possui sensibilidade discretamente
superior aos demais testes de maturidade pulmonar, mas com um elevado
numero de falsos positivos (baixa especificidade). Contaminantes, como sangue

e meconio, alteram pouco o resultado do exame.%?

1.4.1.4 Dosagem da Fosfatidil-colina Saturada

A fosfatidil-colina saturada (FCS) é o principal componente do
surfactante e € encontrada em concentragdes muito baixas em outros fluidos

organicos que nao o LA. A sua dosagem parece uma escolha légica para a
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avaliacéo da presenca de surfactante. Quando comparada a razéo L/E o teste
mostrou-se mais acurado para o diagnostico de SDR, segundo Alvarez et al.>®
Entretanto, sempre houve dificuldades no desenvolvimento de uma técnica

simples e barata para quantificacido deste componente.

1.4.1.5 Dosagens de Proteinas Especificas do Surfactante

As dosagens de proteinas especificas do surfactante também foram
propostas para a avaliacdo do estado de maturidade pulmonar. Métodos como
imunoensaio foram descritos para dosar as apoproteinas PS-A e PS-B. A
dosagem da PS-A tem acuracia aceitavel, mas acrescenta pouco quando
associada aos resultados das dosagens mais tradicionais (L/E + FG), além de

tratar-se de um exame de custo elevado.>

1.4.1.6 Absorbéancia do Liquido Amniético em 650 nm

Este teste necessita de pessoal treinado e € sujeito a falta dos corantes
especificos, tornando-o inviavel em alguns servigos. Além disso, apesar da
sensibilidade ser comparavel a da L/E,* °® a pouca especificidade também ¢é

uma limitagao do teste de Absorbancia do Liquido Amniético em 650nm.
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1.4.2 Testes qualitativos

1.4.2.1 Teste das Microbolhas Estaveis

1.°" e apdia-se na capacidade das

O TME foi desenvolvido por Pattle et a
secrecdes que contém surfactante de formar bolhas estaveis com menos de 15
micrébmetros (figura 6). Apds formar bolhas em uma lamina de Newbauer

através de agitacdo em uma pipeta de Pasteur (figura 7), o numero de

microbolhas é contado no microscopio.

Figura 5 — Contagem microscépica das microbolhas. As setas indicam microbolhas com menos
de 15 um. Reprodugdo autorizada pelos autores Humberto H Fiori e Manuel A
Ruttkay Pereira.
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Figura 6 — Pipeta de Pasteur e Ldmina de Newbauer. Reprodugdo autorizada pelo autor
Humberto H Fiori.

O primeiro estudo analisando os resultados do TME no LA em relagéo a
SDR foi publicado em 1979 por Pattle et al.>” Neste estudo a realizaco do teste
mostrou-se simples e rapida, sendo que a presenga de 20 microbolhas por
milimetro quadrado (ub/mm?) dispensava a determinagdo da Relagdo L/E, pois
esse ponto de corte mostrou seguranga em identificar a maturidade pulmonar.

O estudo mostrou que a presenga de sangue nao alterava os resultados.

Chida et al.®®%® compararam o resultado do TME no LA com varios
outros testes. Observaram que uma contagem menor que 5 ub/mm2 no LA
apresentava valores preditivos proximos aos obtidos com a relagdo L/E e com
as dosagens de PS-B (acuracia de 83%). Além disso, o TME fornece,

rapidamente, apos o nascimento, um resultado quantitativo sobre a presenca de
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surfactante, sendo um teste apropriado para ser usado a “beira do leito”. Em
outro estudo de Eckert Seitz et al.?® realizado no aspirado traqueal, o TME
apresentou elevada sensibilidade (96%) e especificidade (97%) para um corte
de 120 pb/mmz. Neste estudo os RN com TME < 120 pb/mm2 desenvolveram a

SDR quase que em sua totalidade.

1.4.2.2. Teste de Clements

Conhecido por este nome por ter sido proposto inicialmente por

Clements et al.®’

como forma de avaliar a maturidade pulmonar, este teste é
realizado no LA, o qual € adicionado a 5 tubos de ensaio com etanol a 95% em
concentragdes progressivas. Apos, as misturas sdo agitadas vigorosamente por
um periodo de 15 segundos para formar bolhas. Depois de 15 minutos,
conforme a distribuigdo das bolhas nos cinco diferentes tubos, o teste é

considerado positivo ou negativo. Sua realizagao é facil, leva alguns minutos e

tem custo reduzido.

Estudos mostraram que existe uma boa correlacido entre o teste de
Clements no LA e o resultado da relacdo L/E. De uma maneira geral, a
presenca de bolhas € muito especifica de maturidade pulmonar. Por outro lado,
a auséncia de bolhas, indicativa de imaturidade, tem especificidade baixa em
62, 63

relacdo a L/E, e a presencga de sangue e meconio interfere nos Resultados.

O teste ndo tem sido utilizado para fins de decisdo quanto a terapia com
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surfactante porque acrescenta pouco em relagdo a avaliagdo do risco de

desenvolvimento da SDR pela idade gestacional.

1.4.2.3 Teste do Clique

O Teste do Clique (TC), desenvolvido a partir da descricdo de Pattle et
al.,%® baseia-se no fendmeno pelo qual as bolhas formadas pelo surfactante
pulmonar, quando em contato com agua desaerada, expandem-se (achatam-
se) pela baixa tensao superficial e, entdo, repentinamente, se contraem
novamente (clique). Este fendmeno ocorre repetidas vezes e pode ser

observado ao microscopio. E um teste de “sim ou ndo”.5" %

De um modo geral, apesar de ter sido descrito ha anos, o teste é pouco
utilizado e até mesmo pouco conhecido. Apesar de ser um teste rapido, barato
e de facil realizacdo, a utilidade potencial no auxilio a decisao terapéutica com
surfactante em pacientes prematuros nao esta definida. Segundo Fiori et al®o
TC na secregdo gastrica é muito sensivel mas pouco especifico para
diagnosticar precocemente a SDR em prematuros com menos de 35 semanas
de gestacéo. Pela falta de especificidade, o teste resulta em uma proporgao

muito elevada de falsos diagndsticos de SDR.
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1.5 JUSTIFICATIVA

Apos o surgimento dos surfactantes exdgenos e com a melhora da
assisténcia neonatal, o interesse na avaliacdo da maturidade pulmonar pré-
natal diminuiu. Entretanto, ensaios clinicos randomizados, sugerindo melhores
resultados do tratamento com surfactante quanto mais precoce for sua
administragao, renovaram o interesse por testes capazes de determinar quais
sao os recém-nascidos que apresentam deficiéncia de surfactante pulmonar.
Assim, no momento do parto, o conhecimento do neonatologista sobre o grau
de maturidade pulmonar do recém-nascido pré-termo torna-se uma informacgao

importante para a assisténcia neonatal adequada.

Tendo em vista a importancia da avaliagdo da maturidade pulmonar para
a identificagdo dos recém-nascidos que se beneficiardao do tratamento precoce

com surfactante, urge que sejam estabelecidas novas técnicas e estratégias,




Justificativa 28

tanto ou mais eficientes que as ja tradicionais e que os obstetras sejam
estimulados a pesquisar o grau de maturidade pulmonar dos recém-nascidos

pré-termo, através da coleta de liquido amnidtico no momento do parto.

O Teste das Microbolhas Estaveis, que € um exame qualitativo, e a
Contagem dos Corpos Lamelares, que € um exame quantitativo, sdo testes
simples, baratos, rapidos e que podem ser realizados no liquido amnidtico.
Alguns estudos demonstram que esses testes apresentam desempenho
diagndstico satisfatorio; no entanto, ainda ndo ha estudos sobre a associagao

dos dois.

Este trabalho visa contribuir para a redu¢cao da morbidade e mortalidade
de recém-nascidos prematuros que possam apresentar patologias associadas a
imaturidade pulmonar, através do aperfeicoamento de técnicas que avaliam o
grau de maturidade pulmonar. Sua divulgacao podera ser um fator importante
para a conscientizacdo dos obstetras quanto a importancia da coleta de liquido

amniético no momento do parto prematuro.
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1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo Geral

Avaliar o desempenho do Teste das Microbolhas Estaveis (TME) e da
Contagem dos Corpos Lamelares (CCL) no liquido amnidtico (LA), na predigao

do risco de desenvolver a Sindrome do Desconforto Respiratério (SDR).

1.6.2 Objetivos Especificos

1- Estabelecer o melhor ponto de corte dos testes em estudo.

2- Comparar o desempenho do TME e do CCL na predicao do risco de

desenvolver a SDR.

3- Avaliar o desempenho da associagcdo do TME e CCL na predicéo do risco

de desenvolver a SDR.
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2 PACIENTES E METODOS

2.1 Delineamento

Foi realizado um estudo observacional de coorte, para avaliar o

desempenho de dois testes diagndsticos.

2.2 Populagao e amostra

A populagdo foi constituida por recém-nascidos pré-termo, definidos

como tendo menos de 37 semanas de idade gestacional, nascidos no HSL.
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2.3 Critério de inclusao

Através de uma amostra de conveniéncia, foram incluidos no estudo
todos os recém-nascidos com idade gestacional inferior a 37 semanas, que
nasceram no HSL no periodo de margo de 2006 a novembro de 2007 e dos

quais foi possivel coletar LA no maximo 48 horas antes do nascimento.

2.4 Critérios de exclusao

1- Recém-nascidos com malformag¢des congénitas incompativeis com a
vida, como sindromes genéticas, cardiopatias graves, hérnia

diafragmatica.

2- Casos nos quais nao foi possivel definir o diagnéstico de SDR de acordo

com os critérios diagnosticos utilizados no estudo.

3- LA com mecbnio espesso.
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2.5 Tamanho da amostra

Fixando-se alfa em 5% e esperando-se obter uma margem de erro de +
10% na especificidade, foi calculado um valor amostral em torno de 100

pacientes.

2.6 Variaveis

Tabela 1- Variaveis

Variaveis de caracterizacdo da amostra

1. ldade gestacional

. Peso de nascimento

. Sexo

. Via de parto

. Uso de corticéide pré-natal

. Presenca de diabetes materno gestacional

N o o B~ w0 N

. Presenca de hipertensao arterial/pré-eclampsia

Variaveis em estudo

8. Teste das Microbolhas Estaveis
9. Contagem dos Corpos Lamelares

Variavel de desfecho

10. Presenga de critérios diagnosticos para Sindrome do Desconforto
Respiratorio
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2.7 Definigao operacional das variaveis

1.

Idade gestacional (IG): foi obtida do prontuario da mae ou através
do exame fisico do recém-nascido. Foi considerada correta a I1G
obtida através dos seguintes critérios, em ordem de preferéncia:
1) ultrassonografia no pré-natal realizada antes de 20 semanas; 2)
data da ultima menstruacdo, desde que nao fosse diferente em
mais de 2 semanas em relacdo a |G obtida pela avaliacdo pos-
natal; 3) através do exame fisico do recém-nascido, pelos

métodos de Capurro ' ou New Ballard.?

Peso do recém-nascido: obtido do prontuario (expresso em

gramas).
Sexo: obtido do prontuario.
Via de parto: obtida do prontuario (vaginal ou cesarea).

Uso de corticodide pré-natal: foi considerado como efetivo o uso,
pela mae, de pelo menos 1 dose de betametasona ou outro
corticoide equivalente, durante o periodo compreendido entre 1

semana e 12 horas antes do nascimento.

Informacdo sobre diabete materno gestacional: obtida no

prontuario.

Informagao sobre hipertensdo arterial/pré-eclampsia materna:

obtida no prontuario.




Pacientes e Métodos 45

8. TME no LA: foi registrado o numero de microbolhas (bolhas com

menos de 15 um) por milimetro quadrado (ub/mm?) através da

técnica descrita abaixo.

9. CCL no LA: foi realizada pelo contador de plaquetas Sysmex XT-

18001 conforme descrigdo a seguir.

10.Variavel de desfecho clinico: a presenca dos critérios para SDR foi

pesquisada no prontuario de cada paciente durante as primeiras

48-72 horas de vida e foram considerados como tendo diagndstico

de SDR os recém-nascidos com os critérios descritos a seguir:

Clinica sugestiva de SDR (taquipnéia, batimento de asas
de nariz, retragdes da caixa toracica, gemido expiratorio,
cianose, necessidade de oxigénio em concentrag&o igual
ou superior a 40%) e raio-X de térax compativel com SDR,
definido pela presenga de infiltrado reticulo-granular e

broncogramas aéreos.

Recém-nascido que recebeu dose de surfactante profilatica
de acordo com a rotina da UTIN® e que apresentava TME
<120 pb/mm? no aspirado traqueal* e/ou desenvolveu
quadro clinico apés a primeira dose de surfactante,

necessitando de segunda dose.




Pacientes e Métodos 46

2.8 Descricao dos procedimentos

2.8.1 Contagem dos corpos lamelares

A amostra de LA, coletado por via vaginal ou durante a cesariana, era
enviada ao laboratério, onde era centrifugada a 200 g-force (RCF) por 2
minutos e, posteriormente, realizada a contagem dos corpos lamelares. O
contador de plaquetas utilizado foi o Sysmex XT-1800I, que utiliza a técnica de
citometria de fluxo fluorescente. O numero lido como plaquetas era registrado
como corpos lamelares. A contagem foi dada por corpos lamelares por
microlitro (CL/uL) e a calibragem do aparelho foi realizada conforme as

orientagdes do fabricante.

Sysmex

e

Figura 7 — Foto de um analisador hematolégico Sysmex XT-1800I (Sysmex do Brasil, Sdo José
dos Pinhais/SP), um dos que pode ser utilizado para contagem de Corpos
Lamelares. Este aparelho utiliza a Citometria de Fluxo Fluorescente. Figura extraida

do manual de instru¢ées do aparelho.
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2.8.2 Teste das Microbolhas Estaveis

No momento do parto, parte do LA era congelada para posterior
processamento do TME. A técnica utilizada foi similar a descrita por Pattle et.
al.! O LA armazenado era descongelado e uma amostra aproximada de 1 pl
era aspirada e expelida em uma lamina de Newbauer por 6 segundos (em torno
de 20 vezes) através de uma pipeta de Pasteur de 22 cm de comprimento
acoplada a uma borracha de pipetar. A lamina micrométrica era imediatamente
invertida, de modo a formar uma gota pendente. Esta gota era avaliada apés 4
minutos utilizando microscopia de 100 aumentos e o numero de microbolhas
com menos de 15 um era contado numa area de 1 mm? com a ajuda de uma
escala éptica. O TME foi realizado no Laboratério de Pesquisas do Hospital Sao
Lucas, pelo préprio autor, de modo cego, ou seja, durante a realizagdo dos

testes n&o era possivel saber a quem pertencia o material.

2.8.3 Coleta do material

A equipe de obstetricia do HSL foi orientada a coletar LA de qualquer
paciente com trabalho de parto prematuro. A coleta era feita por via vaginal, nos

partos por via baixa, ou apds a histerotomia nas cesariana.

A CCL era realizada logo apos a coleta do LA, e o TME era realizado

posteriormente. O LA era armazenado em refrigerador por um periodo de até
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24 horas e posteriormente transferido para o congelador a -20°C até a
realizacdo do TME. O processo de congelamento foi validado em estudo

anterior.®

A presenca ou auséncia de SDR e os demais dados foram coletados

pelo autor a partir dos prontuarios dos pacientes.

2.9 Analise estatistica

Para medir a capacidade diagndstica dos testes estudados calculamos a
sensibilidade, especificidade e raz&o de verossemilhancga (likelihood ratio). Para
determinar o melhor ponto de corte para o TME e a CCL, foi tragcada uma curva
ROC (receiver operating characteristic curve)’ sendo a area abaixo da curva

utilizada como parametro de desempenho do teste.

Em seguida, os dois testes estudados foram combinados usando o
operador booleano AND (que significa E), ou seja, o teste somente sera positivo
(imaturidade pulmonar) se os dois testes tiverem resultados positivos (TME
<7ub/mm? "E" CCL <12.000 CL/L). Partindo-se dessa nova variavel, foram

calculadas as medidas de desempenho diagndéstico supracitadas.

O nivel de significancia adotado foi de 5% e os calculos foram realizados

com auxilio dos programas SPSS 11.5, PEPI 4.0 e Epi Info 6.0.
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2.10 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa na Area da
Saude da PUCRS e pelas chefias dos servigos de Neonatologia e Obstetricia
do HSL. O estudo foi observacional e o resultado dos testes n&o foi conhecido
pela equipe responsavel pelo atendimento do paciente e, portanto, nao
influenciou na conduta da equipe médica. O termo de consentimento poés-

informacéao (Anexo 1) foi obtido dos pais dos pacientes.
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RESUMO

Introducao: a medida que o tratamento profilatico ou precoce com surfactante
mostrou-se vantajoso nos recém-nascidos prematuros com imaturidade
pulmonar, renovou-se o interesse na busca de testes diagndsticos nesta area. A
contagem dos corpos lamelares (CCL) e o teste das microbolhas estaveis
(TME) no liquido amnidtico sdo exames rapidos e de baixo custo que podem
ser realizados durante o trabalho de parto. Possivelmente, o uso combinado
destes exames pode aumentar seus desempenhos diagndsticos, porém esta
hipétese ainda néao foi testada.

Objetivo: avaliar o desempenho do TME e da CCL no liquido amni6tico, na
predicdo da sindrome do desconforto respiratorio (SDR) em recém-nascidos
prematuros.

Métodos: foi coletado liquido amnidtico durante a cesarea ou por via vaginal,
em partos prematuros ocorridos no Hospital Sdo Lucas da PUCRS no periodo
de margo de 2006 a novembro de 2007. A CCL foi realizada logo apés a coleta
do material pelo contador de plaquetas Sysmex XT-18001 e o TME foi realizado
posteriormente, pelo autor, cegado para o desfecho. O diagndstico de SDR foi
estabelecido pela apresentagéo clinica e um raio-x de térax caracteristico ou
recém-nascido que recebeu surfactante profilatico e apresentava uma
contagem de microbolhas no aspirado traqueal < 120 ub/mm? e/ou necessitou
da segunda dose de surfactante.

Resultados: dos 111 pacientes estudados, 20 (18%) apresentaram SDR. A
média do peso foi 2062 + 639 gramas enquanto que a idade gestacional média
foi 32.8 £ 3 semanas. Para um ponto de corte <12.000 corpos lamelares/uL a
sensibilidade, a especificidade e a razdo de verossimilhanca positiva da CCL
foram 90% (IC95%: 68-99%), 81% (1C95%: 72-89%) e 4.8 (IC95%: 3.2 — 7.4%)
respectivamente. Para um ponto de corte <5 microbolhas/mm? o TME
apresentou uma sensibilidade de 90% (IC95%: 68-99%), uma especificidade de
79% (IC95%: 69-87%) e uma razdo de verossimilhanga positiva de 4.3 (1C95%:
2.8-6.6%). Usando os testes em conjunto (TME <7 pb/mm? E CCL <12000
corpos lamelares/puL, para definir imaturidade pulmonar), a razdo de
verossimilhanga positiva aumentou para 10.2 (IC95%: 5.2-20.2) e a
especificidade aumentou para 91% (IC95%: 83-96%), enquanto que a
sensibilidade permaneceu inalterada em 90% (IC95%: 68-99%).

Conclusdo: a CCL e o TME no liquido amni6tico possuem desempenho
diagndstico similar quando usados em separado para predizer a SDR. O uso
combinado dos dois testes pode aumentar a especificidade e a razdo de
verossimilhancga positiva sem modificar a sensibilidade.

Palavras-chave: testes diagndsticos; imaturidade pulmonar; surfactante;
prematuridade.
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ABSTRACT

Background: There is a renewed interest in very early diagnosis of surfactant
deficiency in immature infants as the advantage of indiscriminate surfactant
prophylaxis or very early treatment became clear. Lamellar body count (LBC)
and stable microbubble test (SMT) in amniotic fluid are quick and inexpensive
tests that can be done even during labor or delivery. Its combined use may
increase accuracy, although this hypothesis has not been tested yet.

Objective: To evaluate the performance of LBC and SMT in amniotic fluid in
order to predict respiratory distress syndrome (RDS) in preterm infants.

Design/Methods: Amniotic fluid was collected during cesarean section or from
vaginal pool in preterm births on S&o Lucas Hospital from March/2006 to
November/2007. Lamellar bodies were counted in fresh amniotic fluid using the
platelet counter Sysmex XT-1800I, and SMT was performed later in a blind way.
The diagnosis of RDS was established by clinical picture and chest X-ray or,
alternatively, in those infants that received prophylactic therapy and presents
with microbubble count in the tracheal aspirate below 120 microbubbles /mm? or
needed a second dose of surfactant.

Results: From the 111 patients analyzed, twenty (18%) infants had the
diagnosis of RDS. Mean birth weight was 2062 + 639g and gestational age 32.8
+ 3 weeks. At the cutoff point of £12.000 lamellar bodies/uL the sensitivity,
specificity and positive likelihood ratio of the LBC were 90% (95%CI: 68-99),
81% (95%CI: 72-89%) and 4.8 (95%CI: 3.2 -7.4 %) respectively. At the cutoff
point of <5 microbubbles/mm? the SMT showed a sensitivity of 90% (95%Cl: 68-
99), a specificity of 79% (95%ClI: 69-87) and a positive likelihood ratio of 4.3
(95%Cl: 2.8 — 6.6 %). Using both tests combined (SMT< 7 microbubbles/mm?
and LBC <12000 lamellar bodies/puL to define lung immaturity), the positive
likelihood ratio and specificity increased to 10.2 (95%CI: 5.2-20.2) and 91%
(95%CI: 83-96) respectively, while the sensitivity remained 90% (95%ClI: 68-99).

Conclusions: LBC and SMT in the amniotic fluid have similar performance to
predict RDS in preterm infants. The combined use of the tests may improve
positive likelihood ratio and specificity without change the sensitivity.

Key-words: diagnostics tests; lung immaturity; surfactant; preterm birth
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INTRODUGAO

A sindrome do desconforto respiratorio (SDR) é uma das principais
causas de mortalidade em recém-nascidos prematuros.’ Esta sindrome esta
relacionada a producdo insuficiente de surfactante pulmonar e poderia ser
sugerida por testes que avaliam a maturidade pulmonar. Nos ultimo 50 anos,
inumeros testes foram desenvolvidos com este propdsito, buscando avaliar a
quantidade (testes quantitativos) ou avaliar a fungdo (testes qualitativos) do
surfactante presente nos diferentes fluidos fetais (liquido amniotico, secregéo

gastrica e secrecao traqueal).?

Entre os testes que avaliam a maturidade pulmonar, a relagcéo
lecitina/esfingomielina (teste quantitativo) foi considerada por muito tempo como
padréo ouro.® No entanto, trata-se de um exame de custo elevado e que requer
pessoal treinado para sua execugdo. A contagem dos corpos lamelares (CCL) e
o teste das microbolhas estaveis (TME) sao testes mais rapidos, econdmicos e
simples. A CCL quantifica a presenga de surfactante através da contagem
dessas estruturas, ricas em surfactante, por microlitro de liquido amniético. O
TME avalia indiretamente a funcdo surfactante através da presenca ou

auséncia de microbolhas estaveis (bolhas com didmetro <15um).

O primeiro autor a estudar a CCL como um exame capaz de diagnosticar
a imaturidade pulmonar foi Dubin, em 1989 * O autor comparou a CCL com a

razao lecitina/esfingomielina (L/E) e concluiu que, assim como a L/E, a CCL
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aumentava exponencialmente com o evoluir da gestagcdo e que ambos se
correlacionavam linearmente. Desse modo, sugeriu que a CCL era um teste de
maturidade pulmonar de facil execugcdo e que poderia ser utilizado
principalmente em hospitais onde nao fosse possivel realizar a L/E. Em 2001,
foi realizada uma metanalise com seis estudos sobre a performance da CCL
para o diagnostico de imaturidade pulmonar. Os resultados demonstraram que
a CCL teve uma performance igual ou discretamente superior a dosagem da
L/E na predicdo da SDR. A partir de entdo, uma vez que a CCL é facil execucao
e de menor custo, os autores o recomendaram como o teste de escolha para a

avaliacdo da maturidade pulmonar.®

Em 1979, Pattle et al. propuseram que a maturidade dos pulmdes de
ovelhas poderia ser avaliada pela observacao de microbolhas presentes no
liquido amniético, através de um microscopio com aumento de 100 vezes.®
Quanto menor a quantidade de microbolhas estaveis presentes na amostra,
maior seria a possibilidade da presenca de imaturidade pulmonar. Em 1992,
Chida et al. concluiram que o teste era factivel para a pesquisa da imaturidade
pulmonar em neonatos, e que seu uso deveria ser encorajado, embora estudos
multicéntricos deveriam testar sua real capacidade de selecionar prematuros
que se beneficiariam do uso profilatico do surfactante.” Fiori et al.® estudaram o
aspirado gastrico de recém-nascidos prematuros e sugeriram que o TME

poderia auxiliar na decisao clinica do uso profilatico de surfactante.

Inumeros estudos avaliaram a desempenho de testes alternativos para

predizer a imaturidade pulmonar em recém-nascidos.®'?>  Alguns
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correlacionaram o teste em estudo com a dosagem da L/E e outros com o
desfecho clinico. No entanto, a maioria dos testes apresenta uma baixa
especificidade ou sensibilidade (dependendo do ponto de corte utilizado) ou

sofre a interferéncia de contaminantes, como sangue e mecoénio.

O objetivo deste estudo foi avaliar a desempenho da CCL e do TME no
liquido amnidtico em partos prematuros para o diagnoéstico SDR, e verificar se a
associacdo dos métodos implica no aumento do poder discriminatério sem
aumentar o «custo ou a complexidade do processo diagndstico

significativamente.
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PACIENTES E METODOS

Foi realizado um estudo observacional de coorte para avaliar o
desempenho de dois testes diagndsticos em recém-nascidos prematuros que
nasceram no Hospital Sdo Lucas da PUCRS (HSL), em Porto Alegre/RS, no
periodo entre margco de 2006 a novembro de 2007. Através de uma amostra de
conveniéncia, foram incluidos pacientes com idade gestacional inferior a 37
semanas de evolucdo, dos quais foi possivel coletar liquido amniético no

maximo 48 horas antes do nascimento.

Foram excluidos do estudo prematuros com malformagdées congénitas
incompativeis com a vida (sindromes genéticas, cardiopatias graves, hérnia
diafragmatica); casos em que nao foi possivel definir o diagndstico de SDR de
acordo com os critérios diagnosticos utilizados no estudo; e liquido amnidtico
com mecbnio espesso. O diagnéstico de SDR foi estabelecido pela
apresentacao clinica e um raio-x de térax caracteristico, ou por um recém-
nascido que recebeu surfactante profilatico e apresentava uma contagem de
microbolhas no aspirado traqueal <120 pb/mm2 e/ou necessitou da segunda

dose de surfactante.

Os membros da equipe de obstetricia do HSL foram orientados a coletar
liquido amnidtico das pacientes com trabalho de parto prematuro, seja por via
vaginal ou apds a histerotomia nos partos cesareos. A CCL foi realizada no

contador de plaguetas Sysmex XT-1800l utilizando o canal de plaquetas e o
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TME foi realizado posteriormente pelo autor, cego para o desfecho. O liquido
amniotico foi armazenado em refrigerador por periodo de até 24 horas e
transferido para congelador a -20°C até a realizagdo do TME. O processo de
congelamento foi validado em estudo anterior.” A presenca ou auséncia de
SDR e os demais dados foram coletados pelo autor a partir dos prontuarios dos

pacientes apos 72 horas do nascimento.

Para medir o desempenho dos testes estudados para diagnosticar a
SDR foi calculado a sensibilidade, especificidade e a razdo de verossimilhanga
positiva (positive likelihood ratio). Para auxiliar a determinagdo do melhor ponto
de corte para o TME e a CCL, foi obtida uma curva ROC (receiver operating
characteristic curve). Em seguida os dois testes estudados foram combinados
usando o operador booleano |[AND| que significa |E|, ou seja, o teste somente
foi considerado positivo (imaturidade pulmonar) se os dois testes
apresentassem resultado positivo: TME <7pb/mm? E CCL <12000 corpos
lamelares por microlitro (CL/uL). Partindo-se desta nova variavel, foram

calculadas as medidas de desempenho diagndéstico supracitadas.

O nivel de significancia adotado foi de 5% e os calculos foram realizados
com auxilio dos programas SPSS 11.5, PEPI 4.0 e o Epi Info 6.0. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS e pelas chefias de
servicos de Neonatologia e Obstetricia do HSL. O consentimento livre e

esclarecido foi obtido com as maes que participaram do estudo.
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RESULTADOS

Um total de 116 pacientes tiveram liquido amni6tico coletado. Destes,
quatro com dificuldade respiratéria foram excluidos devido a falta de critérios
diagnodsticos para SDR e um devido a presenga de mecdnio espesso. Restaram
111 pacientes para analise, 40 (36%) com idade gestacional igual ou inferior a
32 semanas e 71 (64%) superior a 32 semanas. Vinte pacientes (18%)
apresentaram critério diagnéstico para SDR. A média do peso e o desvio
padrdao foi 2062 + 639 gramas e a idade gestacional média foi 32,8 = 3
semanas. Em todas as amostras foi possivel realizar a CCL e o TME. O resumo

dos dados de caracterizagao da amostra € descrito na tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas da amostra nos grupos de pacientes com e sem
sindrome do desconforto respiratério. Resultados expressos em média (desvio
padrdo) nas variaveis continuas ou em numero de pacientes (percentual).

SDR Nao SDR

n=20 n =91
Peso (g) 1523 £705 2854 +561
Sexo masculino 12 (60%) 45 (49,4%)
Cesariana 16(80%) 62(71,3%)
Corticéide pré-natal 12(60%) 43(47,2%)
Diabete Melitus 1(5%) 3(3,2%)
Hipertensao* 10(50%) 17(18,6%)

|
* Hipertensao, pré-eclampsia e eclampsia .

A curva ROC foi feita para auxiliar na avaliagcdo do melhor ponto de corte

para cada exame e para os dois exames em sequéncia. Considerando-se
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importancias iguais para sensibilidade e especificidade, o corte de melhor

desempenho para CCL foi de 12000 CL/pL e para o TME foi de <5 ub/mm?.

Quando os exames foram realizados de forma conjugada para sugerir o
diagndstico da SDR, ou seja, ambos deveriam estar positivos para determinar a
SDR, o ponto de corte da CCL permaneceu o mesmo, enquanto que o ponto de
corte para o TME elevou-se para <7 pb/mmz. As diferentes medidas de
desempenho obtidas em diferentes pontos de corte quando os testes foram
utilizados em associagao sdo descritas na tabela 2.

Tabela 2 - Medidas de desempenho dos testes associados em diferentes
pontos de corte (intervalo de confianga de 95%).

Exames CCL <10000 CCL <12000 CCL <15000
|
TME <5 S 80% (56-94%) S 85% (62-96%) S 85% (62-96%)

E 94,5% (87-98%) E 93,4% (86-97%) E 91,2% (83-96%)

TME <7 S 85% (62-96%) S 90% (68-99%) S 90% (68-99%)
E 92,3% (84-96%) E 91,2% (83-96%) E 89% (80-96%)

TME <10 S 85% (62-96%) S 90% (68-99%) S 90% (68-99%)

E 90% (82-95%) E 89% (80-96%) E 86,8% (76-92%)
. |
TME = teste das microbolhas estaveis (pb/mmz).
CCL = Contagem dos corpos lamelares (CL/pL).
S = sensibilidade E = especificidade
OBS: em negrito ponto de corte utilizado em nosso estudo.

Considerando-se somente a CCL, com o melhor ponto de corte, que foi

de < 12000 CL/uL, a sensibilidade foi de 90% (IC95%: 68-99), a especificidade
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foi de 81% (IC95%: 72-89) e a razdo de verossimilhanga positiva foi de 4,8
(1C95%: 3,2-7,4). Dois pacientes com SDR apresentaram resultados
erroneamente positivos para maturidade pulmonar (falso negativo) e, no grupo
que nao desenvolveu SDR, 17 pacientes apresentaram teste erroneamente

negativo para maturidade pulmonar (falso positivo).

Quando se utilizou somente o TME, com ponto de corte em <5 pb/mm2 a
sensibilidade foi de 90% (IC95%: 68-99%), a especificidade de 79% (1C95%:
69-87%) e a razao de verossimilhancga positiva foi de 4,3 (1C95%: 2,8-6,6). Dois
pacientes com SDR apresentaram resultados erroneamente positivos para
maturidade pulmonar (falso negativo) e no grupo que nao desenvolveu SDR 19
apresentaram teste erroneamente negativo para maturidade pulmonar (falso

positivo).

Com a utilizagdo dos testes combinados em sequéncia (CCL <12000
CL/uL e TME <7 pb/mm?) a sensibilidade foi de 90% (IC95%: 68-99), a
especificidade foi de 91,2% (IC95%: 83-96%) e a razdo de verossimilhanga
positiva foi de 10,2 (IC95%: 5,2-20,2). Dois pacientes com SDR apresentaram
testes erroneamente negativos para maturidade pulmonar (falso negativo)
enquanto que oito apresentaram testes erroneamente positivos (falsos

positivos).




Artigo Original 64

DISCUSSAO

O TME e a CCL no liquido amnidtico apresentaram medidas de
desempenho similares as encontradas na literatura.”'> Ambos tiveram
sensibilidade e especificidade préximas a 90% e 80% respectivamente. A baixa
especificidade € uma limitagdo significativa quando desejamos selecionar
recém-nascidos para um tratamento profilatico com surfactante, tendo em vista
o custo elevado e os potenciais riscos do tratamento. Outros testes, como razao
da L/E, dosagem do fosfadidilglicerol e teste de Clements, também apresentam

numero elevado de falsos positivos.'* 1°

A associacdo dos dois testes elevou a especificidade e a razdo de
verossimilhanga positiva, o que representou uma queda de quase 50% no
numero de falsos positivos, sugerindo que os testes podem ser
complementares. Uma das explicagcbes para esta melhora no desempenho

pode ser a instabilidade descrita por Sanders et al.:;"®

quando houvesse mais
mielina tubular que corpos lamelares na amostra, a CCL poderia estar baixa,
sugerindo erroneamente auséncia de surfactante, porém o TME acusaria a
presenca de surfactante através da presenga de microbolhas estaveis. Outro
fator € que substancias que inativam o surfactante, como proteinas e mecénio

podem falsamente diminuir a contagem das microbolhas no TME, o que nao

ocorreria com a CCL.""
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Na Unidade de Tratamento Intensivo Neonatal do HSL, o TME no
aspirado gastrico é utilizado como teste de escolha para determinar os
prematuros que receberdo surfactante profilatico, conforme os dados
publicados por Fiori et al.® Uma vez confirmado o aumento da especificidade da
associacdo da CCL com o TME, especialmente na populagcdo de recém-
nascidos com idade gestacional inferior a 31 semanas, e considerando que o
resultado dos exames podem estar disponiveis no momento do nascimento,
dispensando a espera do resultado do TME na secreg¢ao gastrica, o que pode
representar um retardo na utilizagao do surfactante. A utilizagdo da CCL e do
TME no liquido amnidtico podera substituir a atual pratica, provavelmente

diminuindo o numero de pacientes submetidos a profilaxia desnecessaria.

Outro fato relevante é que dos nove pacientes considerados como falsos
positivos do teste em conjunto, ou seja, que tiveram testes indicando
imaturidade pulmonar, porém nio desenvolveram o quadro caracteristico da
SDR, quatro deles (44%) desenvolveram algum grau de disfunc¢ao respiratoria

necessitando, de pelo menos 24 horas de CPAP.

O liquido amnidtico com meconio espesso foi excluido do estudo, pois
poderia danificar o contador de plaquetas. Quatro recém-nascidos prematuros
com TME abaixo de 25 ub/mm? na secrecgéo gastrica receberam surfactante
profilatico conforme rotina da Unidade de Tratamento Intensivo Neonatal® e
foram excluidos da amostra, pois seria dificil determinar se estes realmente
apresentavam deficiéncia de surfactante. Houve cinco pacientes considerados

como apresentando SDR que receberam surfactante profilatico e nao
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realizaram o RX de térax. No entanto, foram considerados como casos, uma
vez que apresentavam TME na secreg¢ao traqueal abaixo de 120 pb/mm2 ou
melhoraram apdés uma segunda dose de surfactante. Nao excluimos estes
pacientes, pois conforme um estudo realizado em nosso hospital, os pacientes
que apresentavam TME na secrecdo traqueal abaixo de 120 pb/mm2

desenvolviam a SDR quase que em sua totalidade.®

Nas pacientes em que o liquido foi coletado por via vaginal nao foi
possivel identificar o numero de horas entre a coleta do material e 0 momento
da ruptura das membranas. Este dado pode ser objeto de analise em estudos
futuros, uma vez que a mistura das secrecbes pulmonares com o liquido
amnidtico acontece em um sistema fechado, e o liquido amnidtico coletado
ap6s um longo periodo de ruptura das membranas pode nao ser representativo

das secrecdes pulmonares.'® Mercer et al.?°

sugerem que a indugao do parto
deve ser considerada apartir de 32 e 33 semanas, nas gestagées complicadas
com membranas rotas onde seja comprovada a maturidade pulmonar. Assim,
devem ser realizados estudos em pacientes com membranas rotas, para

verificar o real beneficio dos testes de maturidade pulmonar no manejo desses

casos.

A maioria dos estudos publicados na literatura sobre testes de
maturidade pulmonar, nos ultimos anos, incluiu um numero reduzido de
pacientes e, consequentemente, os resultados sdo apresentados com amplos
intervalos de confianga. Nosso estudo sofre da mesma limitagdo que os demais.

No entanto, gostariamos de ressaltar o potencial efeito aditivo da associagao de
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um teste qualitativo (TME) e um teste quantitativo (CCL) que podem ser
realizados rapidamente (x10 minutos), sem aumentar a complexidade e os
custos da assisténcia do recém-nascido prematuro. E importante ressaltar que
o uso profilatico do surfactante é preconizado nos primeiros 15 minutos apés o

parto.

Assim, concluimos que o TME e a CCL no liquido amnidtico apresentam
um desempenho adequado para predizer a SDR, similar aos demais testes de
maturidade pulmonar. Além disso, seu uso combinado pode aumentar a
especificidade e a razdo de verossimilhanga positiva. Porém, seria
recomendavel a realizacdo de estudos com um numero maior de pacientes, que
possam determinar com maior precisdo os melhores pontos de corte e

confirmar os reais beneficios do uso combinado desses testes.
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CONCLUSOES DETALHADAS

1. O TME e a CCL no LA apresentaram desempenhos adequados
para predizer o riso de desenvolver a SDR, similares ao de testes
ja consagrados para avaliagdo da maturidade pulmonar em

recém-nascidos pré-termo.

2. Os melhores pontos de corte para predizer o riso de desenvolver a
SDR foram: de <5 pb/mm? para o TME e de <12.000 CL/uL para a

CCL.

3. Quando comparados entre si, os dois testes apresentaram
desempenho semelhante para predizer o riso de desenvolver a

SDR.

4. Quando o TME e a CCL foram usados em associag¢ao, houve um
aumento da especificidade e da razdo de verossimilhanca

positiva, sem modificar a sensibilidade.
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Anexo | — Termo de consentimento livre e esclarecido

“Teste das microbolhas estaveis e corpos lamelares no liquido
amnidtico para predigdo da sindrome do desconforto respiratério no
recém- nascido”

Pesquisadores: Dr. Humberto Holmer Fiori, Dr. Gustavo Steibel

NOME DA PACIENTE:

Registro:

Vocé esta sendo convidada, como voluntaria, a participar desta pesquisa
clinica, por estar gravida.

Objetivo: Avaliar a utilidade do teste diagnéstico (microbolhas estaveis e da
contagem dos corpos lamelares) no liquido amnidtico para predigdo de
sindrome do desconforto respiratorio do recém-nascido pré-termo.

Procedimentos: Sera coletado liquido amniético no momento da cesarea ou no
momento do rompimento da bolsa amnidtica e o liquido coletado (2 ml) sera
examinado no laboratorio.

Beneficios: Para vocé e seu filho ndo havera beneficio algum. Caso o teste
mostre validade, outros recém- nascidos poderao se beneficiar.

Desconforto e Riscos: Nada sera alterado na rotina do seu atendimento.

Sigilo: Seu médico ira tratar sua identidade com padrdes profissionais de sigilo.
Seu prontuario ira permanecer confidencial. Os participantes n&o serao
identificados em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo.

Participagcao/ Encerramento: Vocé é livre para recusar-se a participar ou
retirar seu consentimento a qualquer momento. A participagao € voluntaria e a
recusa em participar ndo acarretara em qualquer penalidade ou perda de
beneficios.
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Custos da Participagao: Todos os procedimentos e exames laboratoriais para
esta pesquisa serao fornecidos gratuitamente.
N&o sera disponivel nenhuma compensacao financeira adicional.

Declaracao da Paciente:

EU, fui informada dos objetivos da
pesquisa acima de maneira clara e detalhada, tendo tempo para ler e pensar
sobre a informacgao contida no termo de consentimento antes de entrar para o
estudo. Recebi informacgao a respeito da investigagao a ser realizada, esclareci
minhas duvidas e concordei voluntariamente em participar deste estudo. Além
disso, sei que novas informacgdes, obtidas durante o estudo, me serdo
fornecidas e terei liberdade de retirar meu consentimento de participacdo na
pesquisa, em face de estas informacgdes.

Fui informado que caso existirem danos a minha saude, causados diretamente
pela pesquisa, terei direito a tratamento médico e indenizagdo conforme
estabelece a lei.

Se necessitar de informacdes adicionais, o comité de Etica em pesquisa
da PUCRS esta a disposi¢ao para perguntas no telefone 33203345, ou com Dr.
Gustavo Steibel no telefone 33203000 (ramal 2222).

Declaro que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

1
Nome da paciente Assinatura do paciente Data
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Anexo II- Banco de Dados
registro) IG | Peso | CCL | TME LA |sufactante|n° doses
680974 28 960 4000 0 S 1
634196 27 985 8000 2 S 1
681263 32 1365 | 6000 0 S 1
592896 29 1680 | 32000 160 S 1
592896 29 1910 | 3000 0 S 1
682853 26 625 3000 0 S 1
681282 30 1655 | 5000 2 S 1
682789 35 3020 | 22000 4 S 1
502203 35 1960 | 10000 0 S 2
651975 35 2520 | 6000 3 S 1
699764 26 775 9000 2 S 2
692105 33 2465 | 3000 5 S 1
679783 32 2230 | 4000 0 S 3
681898 33 1950 | 6000 0 S 2
532657 28 765 4000 0 S 1
687247 27 640 3000 0 S 2
698780 33 1505 | 12000 0 S 2
699365 30 1650 | 5000 5 S 1
691118 30 1166 | 8000 7 S 1
680405 26 650 3000 0 S 3
614153 34 2230 0 9 N 0
677762 31 1495 0 90 N 0
644524 34 2225 | 2000 80 N 0
692131 32 1440 | 3000 0 N 0
690710 33 1970 | 3000 80 N 0
679909 30 710 5000 3 N 0
502620 32 2010 | 6000 0 S 0
681292 27 1205 | 7000 0 S 0
690958 27 715 7000 6 N 0
702602 29 1090 | 7000 30 N 0
691180 24 645 8000 7 S 0
680973 36 2500 | 8000 20 N 0
563650 37 2690 | 9000 0 N 0
Me694873 35 1870 | 10000 6 N 0
684827 35 2920 | 11000 1 N 0
681282 30 1515 | 12000 280 S 0
684652 33 1790 | 13000 16 N 0
679148 33 2555 | 14000 0 N 0
537256 30 1580 | 14000 35 N 0
694324 31 1705 | 14000 60 N 0
683773 37 2860 | 15000 2 N 0
696858 35 2295 | 15000 90 N 0
703766 26 775 16000 1 N 0
696377 32 1330 | 16000 60 N 0
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registro) IG | Peso | CCL | TME LA |sufactante|n° doses
495956 35 2825 | 16000 90 N 0
681899 36 2800 | 17000 0 N 0
679706 33 2690 | 18000 32 N 0
699670 32 2140 | 18000 110 N 0
612353 35 2355 | 19000 7 N 0
692185 34 2275 | 19000 15 N 0
582331 35 2915 | 20000 0 N 0
677362 35 2650 | 21000 5 N 0
677362 35 2550 | 58000 35 N 0
679144 32 1985 | 22000 140 N 0
674979 35 2200 | 24000 3 N 0
703172 34 1995 | 24000 125 N 0
568955 35 2390 | 25000 75 N 0
679167 34 2280 | 26000 30 N 0
681156 34 2280 | 26000 90 N 0
702623 35 2860 | 29000 12 N 0
691105 36 2465 | 29000 140 N 0
678662 34 2500 | 29000 180 N 0
499523 33 1945 | 29000 240 N 0
689899 34 2215 | 30000 0 N 0
676594 34 2075 | 30000 50 N 0
693671 33 1235 | 31000 0 N 0
284647 34 2135 | 31000 90 N 0
681115 28 1960 | 33000 120 N 0
681115 28 1990 | 19000 1 N 0
681115 28 1815 | 12000 30 N 0
653931 36 2820 | 35000 30 N 0
653931 36 2820 | 35000 40 N 0
703912 33 2055 | 36000 120 N 0
677755 33 2410 | 37000 60 N 0
679153 36 1975 | 38000 60 N 0
581005 32 2220 | 41000 35 N 0
679181 35 2375 | 42000 15 N 0
679767 32 1350 | 42000 110 N 0
679767 32 1995 | 71000 120 N 0
672632 29 1130 | 44000 320 N 0
689541 36 2655 | 45000 70 N 0
668858 36 2670 | 46000 5 N 0
681247 33 1865 | 46000 60 N 0
677759 34 2510 | 46000 120 N 0
686586 32 2310 | 48000 0 N 0
688225 34 2215 | 49000 180 N 0
679778 33 2295 | 50000 20 N 0
602278 34 2890 | 51000 120 N 0
619002 35 2610 | 54000 125 N 0
679762 37 3130 | 55000 40 N 0
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registro) IG | Peso | CCL | TME LA |sufactante|n° doses
677782 36 2890 | 55000 90 N 0
677532 36 2820 | 55000 120 N 0
682958 36 2935 | 79000 110 N 0
605802 36 2290 | 79000 215 N 0
695400 33 1970 | 81000 250 N 0
503978 36 2710 | 84000 45 N 0
681829 36 2600 | 86000 45 N 0
683706 35 2685 | 86000 75 N 0
622962 29 1240 | 111000 90 N 0
502082 35 2555 | 112000 40 N 0
675125 36 2600 | 116000 150 N 0
504209 36 2445 | 119000 400 N 0
695327 34 2245 | 129000 750 N 0
552596 34 2330 | 134000 180 N 0
673508 35 2280 | 144000 170 N 0
673508 35 1995 | 153000 80 N 0
686558 32 2670 | 147000 70 N 0
684599 34 2170 | 159000 250 N 0
692480 37 2510 | 217000 110 N 0
684848 33 2300 | 225000 0 N 0
690250 35 2305 | 973000 75 N 0




