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RESUMO

Introdugdo: A contagem de corpos lamelares (CCL) no fluido amnidtico é
utilizada amplamente para identificar recém-nascidos em risco da sindrome do
desconforto respiratorio, que se beneficiariam da profilaxia de surfatante ou
terapia muito precoce. O teste de CCL em aspirado traqueal em recém-
nascidos ainda nao foi explorado.

Objetivo: O objetivo foi avaliar o desempenho da CCL em aspirados traqueais
de recém-nascidos a termo e pré-termos em ventilagdo mecanica para predi¢cao
da Sindrome do Desconforto Respiratdrio.

Método: Recém-nascidos pré-termo <37 semanas com SDR (n=38) e um grupo
controle ndo SDR (n=34), ambos os grupos necessitando ventilagdo mecanica
e com até trés dias de vida, foram incluidos no estudo.

O grupo controle foi dividido em 2 grupos: recém-nascidos pré-termo sem SDR
(n =16) e recém-nascidos a termo (n=18). CCL foi realizada em um contador
automatico de células Sysmex XT-1800i (Sysmex Corporation, Japao).

As amostras traqueais foram diluidas em um diluente (Dithiothreitol) sem
centrifugacgao. Para realizar a CCL, foi preparado antecipadamente uma diluigao
de Ddithiothreitol® - DTT (Invitrogen) em agua destilada -- 10mg/ml, a qual foi
mantida congelada a -200C em tubos de Eppendorf até ser usada.

A amostra foi acondicionada em um tubo de teste contendo a diluicdo DTT em
uma proporcdo de 1 parte de aspirado traqueal para 6 partes de DTT. A
amostra foi agitada durante 10s e o material foi aspirado pelo contador de
células. A CCL foi realizada através do canal de plaquetas. Todos os resultados
obtidos foram multiplicados por 7. O teste de microbolhas estaveis foi feito para
comparagao.

Resultados: A mediana e o intervalo interquartil (IQR) da CCL para o grupo
SDR foi 38500/uL (14000- 112000), e, para o grupo NSDR foi 826000 (483000-
2866500), p<0.001.

Utilizando-se um ponto de corte de 200.000corpos lamelares/uL para predicao
do diagnostico de SDR a CCL mostrou uma sensibilidade de 89,5% (1C95%:
76,5-96,6) e uma especificidade de 95,7% (IC95%: 80,4-99,8). Em relagédo a
curva ROC, a area sob a curva foi 0.96(95%IC 0.91-0.99).

Conclusao: a CCL em aspirado traqueal pode ser rapidamente e facilmente
realizada e poderia ser usada para diagnosticar SDR, auxiliando na decisao de
administrar surfatante.

Descritores: Sindrome do desconforto respiratério, Surfactante pulmonar,
Recém-Nascido Prematuro, Contagem de corpos lamelares, Teste de
microbolhas estaveis
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ABSTRACT:

Background: Lamellar body count (LBC) in amniotic fluid is widely used to
identify infants at risk of respiratory distress syndrome (RDS) who would benefit
from surfactant prophylaxis or very early therapy. The LBC test in tracheal
aspirates of newborns has not yet been explored.

Objectives: The objective was to evaluate the performance of LBC in tracheal
aspirates from intubated preterm babies to predict RDS.

Method: Preterm infants <37 weeks with RDS (n=38) and a Non-RDS control
group (n=34), both needing mechanical ventilation and up to 3 days of age,
were included in the study. The control group was divided in 2 groups: preterm
infants without RDS (n=16) and term infants (n=18). LBC was performed in an
automated cell counter (cell counter Sysmex XT-1800i). The tracheal samples
were diluted in a liquefying agent (dithiothreitol) without centrifugation. To
perform LBC, diluted Dithiothreitol® - DTT (Invitrogen) in distilled water -
10mg/ml - was prepared in advance. The samples were kept frozen at -20°C in
Eppendorf tubes until its use. The sample was placed in a test tube containing
the DTT diluted at a ratio of 1 part of tracheal aspirate to 6 parts of DTT. This
sample was vortexed for 10s, and the material was aspirated by the cell counter.
LBC was performed using the platelet channel. All results obtained were
multiplied by 7. The stable microbubble test was done for comparison.

Results: The median and interquartile range (IQR) of LBC for the RDS group
were 38,500/uL (14,000-112,000), and for the non-RDS group they were
826,000 stable(483,000-2,866,500), p<0.001. The best cutoff point to predict
RDS was <200,000 lamellar bodies/uL, with a sensitivity of 89.5% (95%CI: 76.5-
96.6) and specificity of 95.7% (95%Cl: 80.4-99.8). In the ROC curve the area
under the curve for LBC was 0.96(95%CI 0.91-0.99). The comparison of LBC in
subgroups (RDS vs. Non-RDS preterm infants and only infants <31 weeks
gestation with vs. without RDS) showed also significant lower values in RDS
groups (p<0.001).

Conclusions: LBC in tracheal aspirates can be rapidly and easily performed
and may be used to diagnose RDS, thus helping in the decision to administer
surfactant.

Key Words: Respiratory distress syndrome, Pulmonary surfactant, Preterm
Newborn, Lamellar body count, Stable microbubble test
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1 REFERENCIAL TEORICO

A Sindrome do Desconforto Respiratério (SDR) do recém-nascido é a
patologia neonatal mais estudada e conhecida pelo fato de ser a principal causa

de dificuldade respirattria grave no periodo neonatal.

A SDR remete a observagao de Hochleim em 1903 quando ele descreveu
a existéncia de “membranas hialinas” no pulmdo de dois prematuros que
faleceram apds o nascimento, o que levou a denominagdo de Sindrome da

Doenca da Membrana Hialina, muitas vezes usada até os dias atuais.’

A identificacdo da presenca de uma tensdo superficial pulmonar e o
conhecimento do papel do surfatante na fisiologia respiratoria surge em
decorréncia dos estudos de Kurt von Neergard, em 1929. Ao estudar pulmdes
isolados de porcos, mediu as curvas pressio volume, enchendo-os com ar e
liquido. O uso do liquido eliminou a tensdo superficial, permitindo a Neergard
deduzir que esta era a maior responsavel pelas for¢cas envolvidas no
esvaziamento pulmonar. O fisiologista também afirmou que a lei de Laplace,

contendo uma relagdo matematica entre a forga, a tensado
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superficial e o raio de uma superficie curva, deveria ser aplicada para explicar a
expansao e a retragao dos alvéolos pulmonares. Apesar de estar convicto de
que seus achados se aplicavam aos recém-nascidos, a importancia de seu
trabalho ndo teve muita repercussdao no desenvolvimento das pesquisas

posteriores sobre o surfatante pulmonar.2

Wilson e Faber,> em 1933, ao discorrerem sobre a patogénese das
atelectasias nos pulmdes dos recém-nascidos referiram que a resisténcia inicial
do pulmao atelectasico a expansido era sempre presente e contribuia para a

manutencao da atelectasia.

Em 1947, desconhecendo o estudo de von Neergard, o patologista Peter
Gruenwald* realizou o mesmo experimento do fisiologista suico, confirmando

seus achados.

Macklin,° em 1954, descreveu a existéncia de um filme de
mucopolissacarideos nas paredes dos alvéolos capaz de gerar tensdes
superficiais favoraveis e constantes, além de sugerir a possivel origem dessas

substéncias nos granulos das células alveolares.

Em 1955, Richard Pattle 7 trabalhava com armas quimicas na Inglaterra e
estudou a espuma oriunda do edema pulmonar causado por gases toxicos. Ele
observou que as bolhas formadas pela secrecdo de origem pulmonar
apresentavam vida muito mais longa do que as formadas por outros tecidos e,
até mesmo, mais do que as formadas por detergentes comuns. Concluiu entdo

que os alvéolos deveriam ser recobertos por uma camada de substancias com
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uma tensdo superficial muito baixa. Percebeu, também, que as bolhas
originarias dos pulmbdes dos fetos de porcos, retirados prematuramente, nao
apresentavam estabilidade como as de pulmdes de animais nascidos de forma

nao prematura.

Os achados de John Clements®® estabeleceram as importantes
caracteristicas da camada que reveste os alvéolos; ele mostrou que os filmes
da superficie alveolar tinham sua tensao superficial reduzida de 45 para menos
de 10 dinas/cm?, a medida que a superficie era comprimida a 30% de sua area.
Denominou o material, presumivelmente presente na interface ar-liquido do
alvéolo, de surfatante pulmonar, ressaltando seu papel como um fator anti-

atelectasico.

Em 1959, Mary Ellen Avery e Jere Mead,® empregando a técnica
modificada por Clements, estudaram os extratos pulmonares de prematuros
falecidos com a doenga da membrana hialina e demonstraram que a doenca

era causada pela deficiéncia de surfatante pulmonar.

As pesquisas sobre os mecanismos e formas de tratamento da SDR
prosseguiram de maneira intensa, culminando com o emprego bem sucedido de
surfatantes exdégenos no tratamento dos prematuros afetados com a doencga, a

partir dos trabalhos de Fujiwara'' e colaboradores, em 1980.

Atualmente, denominada de Sindrome do Desconforto Respiratorio (SDR)
esta patologia que ha décadas tém despertado o interesse dos pediatras e

neonatologistas, persiste como importante causa de morbidade e mortalidade
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neonatal, apesar de se dispor de terapias especificas e extremamente

eficazes."?

1.1 Epidemiologia

A ocorréncia da SDR é em torno de 1% de todos os recém-nascidos e 5 a
10% de todos os recém-nascidos pré-termo. Naqueles com idade gestacional
inferior a 30 semanas a prevaléncia aproximada é de 60%, reduzindo-se para

préximo a zero ao redor das 39 semanas.'*™

Outras situacgdes clinicas, além da prematuridade, aumentam o risco de
ocorréncia de SDR. Estas incluem a diabete materna, o sexo masculino, a
cesariana sem anterior trabalho de parto, a hemorragia materna pré-parto, a
existéncia de um prematuro acometido com a SDR, a asfixia neonatal, a

eritroblastose fetal e a condi¢cao de ser o segundo gémeo a nascer.'*1°

Ha fatores protetores os quais reduzem a prevaléncia da doencga. Dentre
eles estdo incluidos: raga negra, a ruptura prematura das membranas
amnidticas, a doencga hipertensiva materna, o retardo de crescimento intra-
uterino, o estresse materno e o uso de corticoide pré-natal. Este ultimo altera a
incidéncia da doenca por sua acdo de inducdo a producdo de surfatante

endoégeno.'™®
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1.2 Fisiopatologia

A deficiéncia do surfatante pulmonar € o principal fator na fisiopatologia da
SDR. Isto ocasiona um aumento das for¢cas que tendem a colapsar os alvéolos
ao final de cada expiragao e também um aumento das forgas necessarias para
a expansao desses no inicio de cada inspiracdo. Este incremento do trabalho
dos musculos respiratorios para re-expandir os alvéolos € dificultado pela
elevada complacéncia da caixa toracica cartilaginosa que colapsa parcialmente
na inspiracdo e impede que um volume adequado de ar entre nos pulmdes.
Inicialmente, esta diminuicdo do ar corrente pulmonar € compensada por um
aumento da frequéncia respiratéria. Com o passar do tempo ocorre fadiga da

musculatura respiratoria, o que contribui para a evolucdo do quadro clinico.™°

A combinagéo destes fatores ocasiona o desenvolvimento progressivo de
atelectasias pulmonares com diminuicdo da capacidade residual pulmonar.
Como consequéncia ha diminuicdo da relagdo entre ventilagdo e perfusao,

ocasionando hipoxemia e acidose.

Em decorréncia dessas alteragdes, produz-se lesao do epitélio alveolar e
dos bronquiolos terminais, com perda de fibrina e fluidos para dentro das vias
aéreas, formando-se depdsitos proteinaceos conhecidos como membranas

hialinas.™ 1315

A producao de surfatante pode ser afetada pela presenca de acidose,

hipoxemia e outras alteracbes que foram produzidas inicialmente pela
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deficiéncia de surfatante. A fungao do surfatante também pode ser afetada pela
presencga das substancias extravasadas para o alvéolo de modo a piorar ainda

mais o quadro clinico. Deste modo, estabelece-se um circulo vicioso.

As terapias instituidas influenciam a evolugdo da doenga, provocando
lesdes secundarias a ventilagdo mecanica e a oxigenioterapia. Ja a terapia
especifica com surfatante exégeno modifica profundamente a histéria natural da
doencga, e consequentemente, sua evolugéo fisiopatoldgica classica é vista

raramente nos dias atuais."

Os achados anatomo-patoldgicos classicamente descritos em prematuros
cuja causa de Obito era a doenga da membrana hialina eram de atelectasia
difusa, com alguns poucos alvéolos dilatados e presenga de membranas
eosinofilicas. Sinais de edema e hemorragia sdo caracteristicas comuns, e
lesdo epitelial € evidente na regido dos bronquiolos que se encontram
distendidos. A presenga de membranas eosinofilicas é a razdo porque a SDR
costumava ser chamada de Doenca da Membrana Hialina. No entanto, o fato
desses achados ndo serem exclusivos e nem a causa da SDR, favoreceu o

abandono dessa denominac&o.™

1.3 Apresentagao clinica

Desde o nascimento os recém-nascidos com SDR apresentam sinais de

dificuldade respiratoria: taquipnéia, batimento das asas nasais, retracdes
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toracicas (esternal, subcostal e intercostal), gemido expiratério, cianose em ar
ambiente e diminuigdo do murmurio vesicular. Crepitagdes podem ser ouvidas.
A doenca é progressiva nas primeiras 48-72 horas com demandas crescentes
de oxigénio suplementar e piora da disfungdo respiratéria. Recém-nascidos
muito imaturos costumam apresentar insuficiéncia respiratoria muito

precocemente.’ 41

Dentre as complicacbes pulmonares podem ocorrer pneumotorax,
enfisema intersticial, e displasia broncopulmonar, sendo que esta ultima
repercute em longo prazo, interferindo no desenvolvimento dos sobreviventes e
aumentando os riscos de internagcbes e morte durante o primeiro ano de

vida.!1415

Do ponto de vista radiolégico, a sindrome caracteriza-se por um infiltrado
reticulo - granular difuso (que é a manifestagdo das micro-atelectasias difusas —
“vidro esmerilhado”) e broncogramas aéreos. Os pulmdes mostram-se pouco
insuflados, com excecado dos prematuros maiores que conseguem manter seus
pulmdes bem insuflados até o quadro tornar-se avangado. O uso de ventilagao
com pressao positiva pode dificultar a avaliagdo dos sinais radiologicos. Nos
quadros mais graves, o exame radioldgico pode mostrar opacificagdo pulmonar

difusa, contrastando apenas com a imagem dos brénquios.™'*°

O diagnostico de SDR é baseado na observagdo de um quadro de

sofrimento respiratério em um recém-nascido pré-termo, acompanhado de um
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exame radiolégico compativel. Em relagéo aos critérios laboratoriais, estes nao

sdo frequentemente utilizados para este fim."?

Apesar dos recentes avangos em perinatologia, ainda existem
controvérsias em relagdo ao manejo da SDR, e o que tem sido recomendado é
que para O manejo mais adequado sejam adotadas intervengbes que
maximizem o numero de sobreviventes enquanto minimizam os potenciais

efeitos adversos.'®

1.4 Tratamento da SDR com Surfatante Exégeno

Na década de 60 houve as primeiras tentativas do emprego de
substéancias surfatantes exdégenas para o tratamento da SDR. A falta de éxito na
utilizacdo destas substancias deveu-se ao fato de que elas produziam
diminuicdo da tens&o superficial somente na interface ar-liquido, mas néo
agiam da mesma forma que o surfatante pulmonar endégeno, ou seja, eram
incapazes de diminuir a tensao superficial para valores minimos a medida que a

superficie era reduzida, como acontece no final da expiragao nos alvéolos.

Em 1980, Fujiwara11 e colaboradores descreveram, pela primeira vez, o
uso bem sucedido de surfatante exégeno no tratamento da SDR. A partir dai,
inumeros estudos clinicos sobre o tratamento da SDR com tipos diferentes de

surfatantes exdgenos foram realizados e essa terapia tornou-se pratica rotineira
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em unidades que atendem recém-nascidos prematuros, tendo modificado

completamente a histéria natural desta sindrome.

Esses estudos compararam o uso profilatico ou terapéutico do surfatante
em relagao a controles e foram agrupados através de cuidadosas metanalises.
Os resultados evidenciaram os efeitos benéficos desta terapéutica. A incidéncia
de pneumotdrax e enfisema intersticial € acentuadamente reduzida, além da

mortalidade.

1.5 Tratamento profilatico versus terapéutico

Ha duas abordagens que tém sido propostas: a abordagem profilatica e a

abordagem terapéutica (ou terapia de resgate).

O uso terapéutico do surfatante pressupde o diagndstico prévio de SDR. O
diagnostico é feito pela presengca de sinais clinicos, evolugdo e exame
radiolégico compativeis com a sindrome. Como a atelectasia é progressiva, isso
impede que o diagnéstico seja logo evidenciado e, dessa forma, o quadro

encontra-se avangado quando o exame radiologico é caracteristico."’

Na técnica terapéutica, o surfatante € administrado apenas em pacientes
com SDR estabelecida. A vantagem € de se tratar apenas pacientes com
doenca clinica. E a modalidade de tratamento mais utilizada para prematuros
mais proximos ao termo, em que o risco de imaturidade pulmonar e o risco de

morte sdo menores."’
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A outra forma de administragdo de surfatante € a profilatica, a qual teve
origem a partir de estudos experimentais em animais que mostraram que
pulmdes imaturos, deficientes de surfatante, apresentam lesdo pulmonar
secundaria a ventilacdo muito precocemente.17 A vantagem da administragao
profilatica € a de repor surfatante antes do inicio da insuficiéncia respiratéria,

reduzindo a necessidade de suporte ventilatério e, reduzindo o barotrauma.®

Nos primeiros estudos que compararam o uso profilatico com o uso
terapéutico de surfatante exdgeno, Egberts'® e colaboradores, Merrit et al'® e
Dunn et al®® n3o encontraram diferencas significativas entre as duas

abordagens.

Dentre os estudos que mostraram vantagens na abordagem profilatica
sobre a abordagem terapéutica estdo os estudos de Brown,?' Bevilacqua,?

Kendig® e Walti.?*

O estudo de metanalise de Soll e Morley,” e os estudos de Egberts et al, %

de Walti et al*” favorecem o uso da administragdo profilatica. Morley,?® ao
proceder uma revisdo sistematica sobre o uso profilatico de surfatante,
comparando com o tratamento com o surfatante, encontrou uma mortalidade
neonatal significativamente reduzida com surfatante profilatico, equivalente a
uma reducdo de 39% nas mortes neonatais. Também foram significativas as
reducdes de risco de pneumotorax, enfisema pulmonar intersticial e SDR grave.
Nao foram encontradas diferengas significativas em displasia broncopulmonar,

hemorragia ou leucomalacia periventricular, ductus arteriosus patente,
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enterocolite necrosante e retinopatia da prematuridade. Os dados da revisdo de
Morley sugerem que, em menores de 32 semanas de idade gestacional, o
surfatante profilatico seja benéfico. Embora a administracao profilatica aumente
a exposicdo ao tratamento e o seu custo (aproximadamente o dobro dos
pacientes em risco de desenvolver SDR receberiam surfatante usando a
abordagem profilatica), os beneficios clinicos parecem ser significativos para

justificar esses gastos.25

Idealmente, esta profilaxia (ou tratamento precoce) com surfatante
pulmonar exégeno deveria ser realizada apds a comprovagao de deficiéncia de
surfatante. A possibilidade de utilizacdo de um teste rapido realizado
anteriormente ou imediatamente apds o0 nascimento, poderia beneficiar
pacientes com risco muito elevado de desenvolver SDR, entretanto ainda nao

sao disponiveis testes suficientemente acurados para este fim.

1.6 Testes de avaliagao da maturidade pulmonar

O interesse pelo desenvolvimento de testes capazes de predizer o
desenvolvimento da patologia pulmonar em recém-nascidos prematuros surgiu
a partir da associacdo entre deficiéncia de surfatante pulmonar e SDR.
Observou-se que liquidos organicos como o liquido amniético, a secregao

gastrica e a secregao traqueal continham surfatante e que a auséncia ou
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reducdo do surfatante nestes fluidos correlacionavam-se com posterior

desenvolvimento de SDR."

Uma série de testes bioquimicos e biofisicos foi desenvolvida nestas
ultimas quatro décadas, e quando surgem muitos testes para a mesma

finalidade pode indicar que nenhum deles € 100% satisfatorio.

Usualmente, o teste considerado “padrdo ouro” tem sido da relacao
lecitina/esfingomielina. Entretanto, os testes bioquimicos ndo sdo adequados
como testes de beira de leito pois sua execucdo é demorada, além de serem
caros. Dos testes biofisicos os mais promissores para uso clinico rotineiro pela
sua praticidade, rapidez de execucédo e baixo custo sdo o teste do clique, o

teste das microbolhas estaveis e a contagem de corpos lamelares.

Os testes de maturidade pulmonar podem ser divididos didaticamente em
dois grupos: os testes que dosam a presenca do material surfatante no liquido

amnidtico e aqueles que testam a funcéo surfatante presente nesse liquido.?

Entre os testes de dosagem incluem-se, entre outros, a relagao
lecitina/esfingomielina, a dosagem da fosfatidilcolina saturada, a dosagem do
fosfatidilglicerol, o perfil dos fosfolipidios, a dosagem das proteinas especificas
do surfatante e a contagem dos corpos lamelares. Ja os testes de fungao
surfatante baseiam-se na capacidade dessa substancia de diminuir a tensao

superficial nos liquido provenientes das vias aéreas.
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1.6.1 Relagao entre Lecitina e Esfingomielina (relagaolL/E)

Proposto por Gluck®

e colaboradores em 1971, consiste de uma extragao
lipidica com uso de metanol, cloroférmio e acetona, com separacido posterior
das fragées por cromatografia de camada fina. As fracdes, lecitina (L) e
esfingomielina (E), sdo medidas por densitometria. A lecitina (fosfatidilcolina) &
o principal componente do surfatante, e a esfingomielina &€ um lipidio
inespecifico. O aumento da concentragdo de lecitina em relacdo a
esfingomielina é indicativo de maturidade pulmonar fetal, quando o teste é feito
com liquido amnidtico. A relagdo lecitina/esfingomielina foi o teste mais
utilizado, sendo substituido, posteriormente, pelo teste do perfil dos

fosfolipidios, que & mais acurado.>%!

Diversos autores sugeriram modificagbes no método de dosagem criado
por Gluck,* sendo que alguns tornaram o método mais simplificado e outros
obtiveram discreta melhoria na sua acuracia. Entretanto, estas modificacbes

nao tiveram impacto na relevancia clinica dos resultados.

Varios estudos avaliaram a acuracia do teste no liquido amniético para
predicao de SDR ou o utilizaram para compara-lo a outros testes. A relacéo L/E
acima de 2 é associada com maturidade pulmonar, com valores preditivos
negativos proximos a 100%. Valores da relagao L/E menores que 1 apresentam
especificidade proxima a 100%. A maior dificuldade de interpretacdo ocorre
com valores intermediarios entre 1 e 2, o que se torna um problema,

especificamente em recém-nascidos prematuros que ndo costumam apresentar
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L/E elevadas. Assim, um consideravel numero de pacientes pode encontrar-se

nesta faixa e ndo desenvolver a sindrome.'?

Um outro aspecto que dificulta a interpretagdo do teste esta relacionado a
presenga de sangue ou mecdnio na amostra de liquido amnidtico obtida, que

tende a deslocar o resultado mais para préoximo a 2.

Diabete Melito, Asfixia e Eritroblastose Fetal elevam o valor necessario
para predizer maturidade pulmonar, enquanto que em pacientes de cor negra,

valores acima de 1,2 sao associados com maturidade pulmonar.12

As secrecbes faringea, traqueal, e gastrica, também foram utilizadas para
estudo deste teste, mostrando associacdo com desenvolvimento de SDR.
Ocorre que nestes fluidos, os resultados dos testes sdo menos precisos do que
os encontrados no liquido amnidtico e apenas podem ser realizados apds o

nascimento do bebé."?

A realizacdo do teste demanda algumas horas, tem custo alto e requer
pessoal treinado. Foi muito usado antes da terapia com surfatante. Entretanto,
ha um consenso atual de que os riscos da amniocentese, agregados aos

custos, nao justificam o seu uso rotineiro."

1.6.2 Dosagem de Fosfatidilcolina Saturada (FCS)

A FCS é o principal componente do surfatante e € encontrada em

concentragdes muito baixas em outros fluidos organicos. Estudos com amostras
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de liquido amnidtico evidenciaram resultados superiores aos da relagao L/E
para predizer SDR e demonstraram que a contaminagdo por sangue ou
mecoOnio nado interfere nesses resultados.

Torday et al,*

ao estudarem amostras de liquido amnidtico, obtiveram
resultados superiores aos da relagao L/E para predizer SDR. Nesse estudo, a

sensibilidade foi de 98% e especificidade de 92%.

Alvarez et al®® testaram uma técnica mais rapida e simplificada, com

resultados superiores aos obtidos com a relacédo L/E e com o TDx

1.6.3 Dosagem de Fosfatidilglicerol (FG)

O FG é um marcador do surfatante maduro e pode ser dosado por
cromatografia de camada fina. A presenga do mesmo no liquido amnidtico
prediz acuradamente a maturidade pulmonar. Por outro lado, a acuracia em
predizer a imaturidade pulmonar ndo é satisfatéria. Sangue, mecdnio ou muco
produzem poucas alteracdes no resultado do teste, sendo que a presenca de

bactérias, que contém fosfatidilglicerol, podem produzir falsos resultados. '
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1.6.4 Dosagens de Proteinas Especificas do Surfatante

As dosagens das proteinas especificas do surfatante também foram
propostas para a avaliagdo do estagio de maturidade do surfatante.
Imunoensaio e ELISA foram descritos para dosar as apoproteinas A e B (PS-A
e PS-B). A acuracia da dosagem da PS-A é aceitavel, mas pouco acrescenta

aos resultados das dosagens mais tradicionais (L/E + FG)."

1.6.5 Teste de Fluorescéncia de Polarizagao Automatizada

E um teste automatizado, que mede a fluorescéncia de polarizacdo de um
corante adicionado ao liquido amnidtico (Abbott TDx analyzer — Abbott
Laboratories, North Chicago, IL, USA). Mede concentragdes de surfatante e
albumina. O resultado é obtido em 30 minutos apds a amostra ser introduzida
no equipamento e, por ser automatizado, reduz erros de técnica associados ao
operador. O resultado é obtido em 30 minutos apds a amostra ser introduzida

no equipamento.’?

Alguns estudos foram realizados e mostraram excelente correlagdo entre o
teste no liquido amnidtico e a relagdo L/E. Valores inferiores a 40 mg/g indicam
imaturidade, enquanto que valores acima de 60 mg/g indicam maturidade
pulmonar fetal. Embora o teste tenha boa acuracia, bilirrubina, sangue e

meconio interferem nos resultados. '




Referencial Tedrico 18

1.6.6 Teste de Clements (“shake test”)

Inicialmente proposto por Clements,* o teste tornou-se conhecido pelo nome
de seu idealizador. Pode ser realizado com amostras de liquido amniético ou de
secregcdo gastrica. Uma amostra de secregdo € adicionada a igual parte de
etanol a 95% em um tubo de ensaio. A fungdo do etanol é reduzir o numero de
bolhas, s6 permanecendo aquelas que tenham uma substancia com acéao
surfatante mais poderosa. Agita-se a mistura vigorosamente por 15 segundos e
|&-se o teste apds 15 minutos. A presenca e distribuicdo das bolhas de ar, vistas

a olho nu, determinam a positividade do teste.'

1.6.7 Teste do Clique:

O teste do Clique foi desenvolvido por Pattle,” quando se realizavam as
primeiras pesquisas sobre o surfatante pulmonar. Baseia-se no fenébmeno do
clique, que consiste na expansao e contracdo repentinas e repetitivas das
bolhas em contato com a agua desaerada. A presenga de material surfatante
pulmonar € essencial para que isso ocorra. Esse fendbmeno é visto ao

microscopio e sua presenca indica um resultado positivo.
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1.6.8 Teste das Microbolhas Estaveis (TMBE)

Foi também desenvolvido por Pattle e colaboradores®’:3°

e depende da
capacidade das secregcbes que contém surfatante de formar bolhas estaveis
com menos de 15 micrometros. A contagem destas microbolhas estaveis (MBE)
avalia a maturidade da fungao surfatante. O teste pode ser realizado em liquido

amnio6tico, no aspirado gastrico ou até no aspirado traqueal de recém-nascidos.

O primeiro estudo que analisava os resultados do TMBE em liquido
amnidtico e sua relagdo com a SDR, além de compara-lo com a Relagao L/E e

1> em 1979. Esse estudo

com o Teste de Clements foi publicado por Pattle et a
mostrou que uma contagem de mais de 20 microbolhas estaveis por milimetro
quadrado (mbe/mm?) no TMBE apontava maturidade pulmonar. Pelo fato do
estudo ter comparado o TMBE com a Relagdo L/E, Pattle e colaboradores
sugeriram que fosse dispensada a realizagdo do teste L/E, quando contagens
elevadas de microbolhas estaveis fossem encontradas. Também concluiu que o
teste era simples, rapido e de facil execugcdo. Porém, o teste recebeu pouca

atencado.’?

36-41 consiste em formar bolhas

A técnica, ja descrita por outros autores,
com a amostra através de uma pipeta de Pasteur, e 0 numero de microbolhas
estaveis (as quais permanecem apoés 4 minutos) € contado com objetiva de 10

vezes (10x10), em um milimetro quadrado.
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Teeratakulpisarn e colaboradores®’ realizaram o teste com aspirado
gastrico de recém-nascidos, utilizando um ponto de corte < 20 microbolhas
estaveis por milimetro quadrado (mbe/mm?) e encontraram sensibilidade e
especificidade em torno de 95% e valor preditivo negativo acima de 99% para

identificar recém-nascidos com deficiéncia de surfatante.

No estudo de Boo et al*!, foram analisadas 104 amostras de aspirado
traqueal, sendo que o TME igual ou menor a 70 mbe/mm? teve a maior
acuracia para o diagnéstico de SDR, com uma sensibilidade de 97,7% e

especificidade de 90,3%.

Berggren42 verificou correlagao significativa entre a atividade surfatante,
evidenciada pela porcentagem de microbolhas na amostra e a severidade da
SDR.

Fiori et al®®, em estudo desenvolvido na PUCRS, por analisaram 110
RNPT, sendo 40 RNs com idade gestacional menor que 32 semanas e 70 RNs
com idade gestacional entre 32 e 34 semanas, comparando o TME com o Teste
do Clique. Vinte e trés pacientes (20,9%) preencheram o diagnostico para SDR.
Quando foi utilizado um ponto de corte de 10 mbe/mm? ou menos para definir o
diagnostico de SDR, a sensibilidade foi de 73,9% e especificidade de 92%.
Aumentando-se este valor para até 15 mbe/mm? a sensibilidade aumentava
para 82,6% enquanto que a especificidade diminuia para 85,1%. A conclusao

foi de que o TME mostrou-se superior ao Teste do Clique e que 0 uso em

conjunto ndo melhorou a capacidade de predigao.
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Eckert Seitz et al,*® realizaram outro estudo na mesma instituicdo, com
amostras de secregao traqueal de 74 recém-nascidos que necessitaram de VM.
A contagem de microbolhas foi significativamente menor nos grupos SDR e
Sindrome de Aspiragdo de Mecdnio quando comparada com os outros grupos
(com pneumonia, outras doengas cardiacas/pulmonares). Ao adotarem um
ponto de corte de 120 mbe/mm? , mostrou alta acuracia para o diagnéstico de

SDR com sensibilidade de 96.3% e especificidade de 97.6% .

1.6.9 Contagem de Corpos Lamelares

Os corpos lamelares sao estruturas produzidas pelos pneumdcitos I, onde
sdo estocadas as substancias surfatantes que serdo lancadas nos alvéolos
pulmonares. A contagem de corpos lamelares no liquido amniotico tem sido ja

amplamente utilizada para predizer a maturidade pulmonar fetal.*?

Figura 1 - Eletromicrografia do pneumdcito tipo 1l com nucleo no canto superior direito e
corpo lamellar no meio. http://www.meddean.luc.edu/lumen/bbs/p/ppi10.html.
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Como os corpos lamelares (1,7 a 7,3fl ou 1 a 5 ym) tém a mesma
dimenséao das plaquetas (5 a 7fl ou 2 a 4 um) podem ser facilmente contados
em um fluido ndo contendo sangue num aparelho contador de células o qual é

disponivel em quase todos os laboratérios para realizar hemogramas.44

E um método rapido, de baixo custo, ndo requer centrifugacdo nem
interpretacao subjetiva, pois € a maquina que realiza a contagem. A unidade de

medida é o numero de CL contados por microlitro (uL).

A contagem dos corpos lamelares no liquido amnidtico tem sido cada vez

mais usada pelos obstetras em lugar da relagao L/E.

O primeiro estudo de contagem de corpos lamelares (CCL) em liquido
amnidtico foi realizado por Dubin** em 1989. A partir disso, foram desenvolvidos
novos estudos para predizer a maturidade pulmonar através da CCL neste

fluido.

Roiz-Hernandez,*® encontrou sensibilidade de 92,3% e especificidade de
70,9% com valor preditivo negativo de 98,1% sendo considerado um bom teste
diagnédstico. Peariman®® encontrou sensibilidade de 95% e sensibilidade de

83%, utilizando o LA para CCL.

Varios estudos demonstraram a alta correlacido entre a CCL e outros

métodos usados para testar a maturidade pulmonar fetal. 42

Um estudo multicéntrico*® no qual cada centro adotava um protocolo de
realizagcao da CCL, com diferentes pontos de corte, revelou valores preditivos

acima de 94% similares a relagdo L/E.
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Fakhoury49 observou o aumento exponencial da concentracdo de CL no
LA com o desenvolvimento da gestagcédo e uma correlagao linear da CCL com a

relagao L/E.

O estudo de Dalance® e colaboradores mostrou sensibilidade de 100% e
especificidade de 64%, usando um ponto de corte de 30.000 CL/mL e
sensibilidade de 75% e especificidade de 95%, usando 10.000 CL/mL, para o

definir o diagnéstico de SDR.

Anceschi® verificou uma correlacdo positiva entre a CCL no LA e a
evolugdo da idade gestacional. A comparagao da CCL com testes classicos de
maturidade pulmonar fetal (relagéo L/E, presencga de fosfatidilglicerol e teste de
Clements) em relagcdo ao desenvolvimento de SDR, resultou em valores
semelhantes em relagéo a acuracia. Para a CCL, a sensibilidade foi de 92% e a

especificidade foi de 89%), com valor preditivo negativo de 98%.

Estudo de metanalise®® mostrou que a CCL no LA tem um desempenho
igual ou superior a ja estabelecida relagao L/E para predizer o desenvolvimento
de SDR, tendo sido considerada a CCL um teste para primeira escolha na
avaliagdo da maturidade pulmonar fetal por ser um teste mais rapido e de

menor custo que a relagao L/E.

De Roche® demonstrou uma possivel vantagem da utilizacdo da CCL em
pacientes com gestacdo comprometida por diabetes mellitus e encontrou
numeros de CL similares aos encontrados em gestagbes sem diabetes, como

ocorre com a relagéo L/E.
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Neerhof** propds um protocolo de padronizagdo para a realizacdo da CCL
no liquido amnidtico

1- misturar a amostra de LA invertendo o frasco 5 vezes;

2- transferir o liquido para um frasco de teste transparente;

3- excluir as amostras que contenham muco ou mecoénio;

4- colocar o tubo em um agitador por 2 minutos;

5- passar o diluente no contador de células até que o zero seja obtido
em duas vezes consecutivas;

6- passar a amostra no contador de células e registrar o numero lido
no canal de plaquetas como o numero de CL;

7- comunicar o médico se o valor do hematdcrito exceder 1% (obtido
no canal de hematocrito).

A interpretac&o proposta pelo protocolo € a seguinte: pulmdes maduro se
a CCL for = 50.000, transicdo se > 15.000 a < 50.000 e imaturo se <

15.000/mL.%*

Gantar e Babnik®®

utilizaram a CCL no aspirado gastrico para avaliar a
maturidade pulmonar de pacientes cujo liquido amnidtico continha substancias
potencialmente inibidoras do surfatante. Embora o método ndo tenha sido

descrito, foram encontrados valores baixos nos pacientes que desenvolveram

SDR em relagdo aos que nao desenvolveram a doencga.

Verder e colaboradores® analisaram amostras de aspirado gastrico de 108
pacientes com menos de 32 semanas de idade gestacional, comparando as
com a evolugao clinica da SDR. As amostras foram centrifugadas a 500 x G por

2 minutos e depois foram congeladas a -20°C, por tempo n&o informado, antes




Referencial Tedrico 25

de serem analisadas em aparelho Sysmex. O melhor ponto de corte foi 2.000
CL/uL, com sensibilidade de 73% e especificidade de 70% para o

desenvolvimento de SDR.

No estudo de Pieruccini et al,°” desenvolvido na PUCRS, a CCL em
aspirado gastrico de recém-nascidos a termo e pré-termo mostrou boa
correlagdo com a idade gestacional, sendo menores as CCL nos recém-

nascidos pré-termo.

Fiori*® et al, também em estudo realizado na PUCRS, evidenciou que dos
98 RNs que tiveram o TME analisados no aspirado gastrico, 54 receberam
surfatante por apresentarem TME inferior a 25 mbe/mm?2. Os outros 44 RNs em
que o TME foi maior que 25 mbe/mm?, apenas trés necessitaram terapia de
resgate. O surfatante 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 surfatante em 51%.

1°° analisou amostras

Em recente estudo realizado na PUCRS, Daniel et a
de aspirado gastrico de 63 pacientes com idade gestacional entre 24 e 34
semanas. Ao utilizar um ponto de corte de 42000 CL/ul, encontrou uma
sensibilidade de 92% e especificidade de 86% para o diagnostico de RDS.
Ainda no presente estudo o TME no aspirado gastrico apresentou um valor
mais baixo no grupo com SDR e se mostrou acurado para predizer SDR,
semelhante aos resultados de estudos anteriores, também realizados nesta

instituicao. 12395760
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2 JUSTIFICATIVA

Esta claro que o uso profilatico ou muito precoce de surfatante produz
melhores resultados do que o uso mais tardio, apdés o estabelecimento do

diagnastico clinico.

No entanto, a administragcdo de surfatante ndo € um procedimento isento
de riscos e o0 custo da medicacido é elevado. Ha, também, dentre os recém-
nascidos muito imaturos, alguns, com ou sem disturbio respiratorio, que n&o
apresentam deficiéncia de surfatante e, portanto, que nao se beneficiarao de

administracao de surfatante exdgeno.

Em consequéncia disso, existe uma necessidade premente de se estudar
novos meétodos de avaliacdo da maturidade pulmonar de recém-nascidos que
possibilitem rapidez na execugdo, que sejam confiaveis, de facil acesso e de

baixo custo, a fim de se verificar, logo ap6s o nascimento, quais recém-
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nascidos se beneficiariam da administracdo do surfatante exégeno. Os testes
biofisicos parecem ser os mais adequados para atender estes objetivos. No

liquido amniético, varios métodos ja foram estudados com esta finalidade.

O liquido amniético € em geral mais dificil de obter e ndo se dispdée em

recém-nascidos transferidos.

Estudos realizados por Pieruccini et al®’ e Daniel et al®® na PUCRS
mostraram que a contagem de corpos lamelares no aspirado gastrico em
recém-nascidos a termo e pré-termo era rapida e de baixo custo. Nestes
estudos, algumas dificuldades técnicas relacionadas a falta de homogeneidade
e viscosidade das secregdes, dificultando a passagem dos fluidos no contador

de particulas, foram solucionadas.

Considerando-se a consistente linha de pesquisa na qual este estudo esta
inserido, evidenciada pela aplicabilidade clinica destes trabalhos desenvolvidos
na instituicdo e, tendo em vista a inexisténcia de estudos disponiveis na
literatura, avaliando a contagem de corpos lamelares no aspirado traqueal,
objetivamos com esta pesquisa contribuir para aprimorar o conhecimento que

vise a melhoria do manejo de recém-nascidos com dificuldade respiratoria.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Estudar a contagem de corpos lamelares no aspirado traqueal de recém-

nascidos para avaliacdo da maturidade pulmonar.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a factibilidade da contagem dos corpos lamelares (CCL) no

aspirado traqueal de recém-nascidos;

e Avaliar a acuracia da CCL no aspirado traqueal para o diagnostico de

imaturidade pulmonar no recém-nascido;
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e Comparar a acuracia da CCL com a acuracia da contagem de

microbolhas estaveis (MBE) no aspirado traqueal;
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Delineamento

Estudo do tipo caso controle.

5.2 Populagao e Amostra

A amostra € composta por 38 recém-nascidos pré-termo com SDR (Grupo
SDR) e 34 recém-nascidos sem doenga pulmonar ou cardiaca (Grupo NSDR).
O grupo NSDR é constituido de 16 recém-nascidos pré-termo (Grupo PT-
NSDR) e 18 recém-nascidos a termo (Grupo T-NSDR), todos em ventilagdo
mecanica. Foi planejado excluir pacientes que apresentassem pneumonia
congénita, doenga cardiaca congénita, pneumotoérax, hérnia diafragmatica,
sindrome de aspiragdo de mecdnio, e ou sindromes genéticas que levassem a

algum tipo de comprometimento respiratoério.
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Considerando-se um estudo com poder estatistico de 90% para detectar uma
diferenga Padronizada (E/S) de 0,85 unidades de desvio padrdo em nivel de
significancia de 0,05, foi estimado que seriam necessarios 31 pacientes por
grupo. Este valor foi inflacionado em 10% para compensar o efeito da
conhecida distribuicdo assimétrica das variaveis estudadas, chegando a 34

pacientes por grupo (total n = 72),

5.3 Local da pesquisa

Unidade de Tratamento Intensivo Neonatal do Hospital Sdo Lucas da
PUCRS, Unidade de Tratamento Intensivo Neonatal do Hospital da Crianga
Conceigédo e Unidade de Tratamento Intensivo Neonatal do Hospital Fémina, no

periodo compreendido entre janeiro de 2008 e abril de 2010.
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5.4 Método

Em um protocolo desenvolvido para este estudo (Anexo 2) foram
registrados de cada recém-nascido participante da amostra: idade gestacional
baseada em ecografia obstétrica (antes de 20 semanas), data da ultima
menstruacdo (DUM) ou escala de New Ballard,’ peso ao nascer, sexo, tipo de
parto, (cesariana ou parto vaginal), uso de corticoide antenatal (numero de
doses e tempo antes do nascimento), escore de Apgar, motivo da ventilagdo
mecanica, uso ou nao de surfactante, tempo da coleta do aspirado traqueal,
caracteristicas do liquido amnidtico (claro, meconial, hemorragico, turvo ou

purulento, fétido), caracteristicas do Raio-X (SDR, normal, outra).

O diagnostico de SDR ocorreu de acordo com os critérios clinicos
(taquipnéia, esforgco respiratorio, geméncia, cianose em ar ambiente,
necessidade de FiO, maior que 0,4 entre outros) associado a diagnostico

radiolégico (aspecto reticulo granular e presenca de broncogramas aéreos).

A amostra de secrecao traqueal foi coletada até os trés primeiros dias de
vida, ap0s intubacgao, durante aspiragao de rotina e antes da administragao de
surfatante (quando indicado). A ventilagdo mecanica foi rapidamente
interrompida e instilado 0,5ml de solugao salina no tubo endotraqueal. A seguir,
o recém-nascido foi reconectado ao ventilador. Apdés alguns movimentos
respiratorios, um cateter de aspiracdo foi delicadamente introduzido no tubo

endotraqueal até se sentir resisténcia, sendo removido lentamente durante a




Material e Métodos 44

sucgdo. O aspirado traqueal foi coletado num frasco fechado conectado ao

sistema de aspiracgao.

Apobs coletadas, as amostras para a CCL e TME foram congeladas a -20°C
por um periodo de 48 a 96h. O descongelamento ocorreu em temperatura
ambiente, até degelo visual. O processamento das amostras utilizou diluicdo em
agua destilada com Dithiotreitol (DTT 10mg/ul), previamente diluido e
acondicionado em frascos de Eppendorf mantidos congelados -20°C até o uso
na propor¢ao de 1:6 antes de serem processadas no contador eletrénico de
células (Sysmex x 1800i) do Laboratério de Hematologia do Hospital Sao

Lucas.

A contagem de corpos lamelares (CCL) foi realizada no Laboratério de
Hematologia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS. Para este teste o volume
necessario de secrecao traqueal foi de 25 a 50 pL. Este volume foi colocado em
um tubo de ensaio com solucédo diluida de Dithiotreitol, mantendo sempre a
propor¢gdao de 1:6 com relacdo ao diluente. Apés a homogeneizagdo da
secrecdo em um agitador de tubos de ensaio (Phoenix modelo AP56), por 10
segundos, o material foi aspirado pelo contador automatico de células (Sysmex
x1800i), programado para contagem total de células sem diferencial. O valor
obtido como plaquetas foi registrado no protocolo de dados como 0 numero de

corpos lamelares.

Com o restante da amostra foi realizado o TME conforme técnica descrita

por Pattle et al’> adaptada para o equipamento disponivel. Uma amostra de 40
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microlitros (UL) de secregdo traqueal aspirada através de seringa de 1 ml foi
colocada sobre Iamina micrométrica (Objective Micrometer — Olympus, Tokyo).
Esta amostra foi aspirada e espelida durante 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 cdmara foi rapidamente invertida, formando uma
gota e, ap6s 4 minutos, o numero de microbolhas foi contado em um
microscopio de luz, utilizando uma objetiva de 10 x. Foram contadas somente
as microbolhas com didmetro menor que 15y em 1mm? e valor encontrado foi

registrado no instrumento de coleta dados. (Anexo 2).

5.5 Analise dos dados

Para a descricdo das variaveis quantitativas obtiveram-se estatisticas
descritivas, como a média, desvio padrao, mediana, 0 minimo e o maximo. Nas
variaveis categoricas foram usadas contagens e percentuais, e, para
comparagdo dos corpos lamelares e microbolhas estaveis, a analise de
variancia (ANOVA) aplicada sobre os logaritimos das medidas. Localizagdo das
diferengas foi realizada pelo teste de Tukey como um procedimento post-hoc.
Na comparacgéo de dois grupos utilizou-se o teste t de Student (SDR x NSDR).
Dados categoricos foram comparados pelo teste exato de Fischer. Os mesmos

procedimentos foram adotados na comparagéo das caracteristicas dos grupos.
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O nivel de significancia adotado foi de a=0,05. Os dados foram analisados com

o programa SPSS versao 17.0.

5.6 Procedimentos éticos

O estudo foi aprovado pela Comissdo Cientifica e Comité de Etica em
Pesquisa da PUCRS e Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Nossa
Senhora da Concei¢cdo. O estudo € pautado nas orientagdes da Resolugao
196/96 que dispde sobre as diretrizes brasileiras, envolvendo pesquisas com

seres humanos.

Os resultados encontrados no decorrer do estudo n&o causaram

interferéncia no tratamento do paciente.

Foi obtido o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido® dos pais ou

responsaveis pelos recém-nascidos.
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ABSTRACT

Objectives: To evaluate the performance of lamellar body count (LBC) in
tracheal aspirates from intubated preterm babies to predict respiratory distress
syndrome (RDS).

Design: Case-control study.
Setting: Three neonatal intensive care units.

Patients: Preterm infants (gestational age < 37 weeks) with RDS (n = 38) and a
non-RDS control group (n = 34) not older than 3 days of age were included in
the study. All required mechanical ventilation. The control group was divided into
two subgroups: preterm infants (n = 16) and full-term infants (n = 18).

Interventions: LBC was performed in an automated cell counter. Tracheal
samples were diluted in dithiothreitol without centrifugation and kept frozen at -
20 °C until use. Samples were placed in a DTT-containing test tube at a ratio of
1 part tracheal aspirate to 6 parts DTT solution, vortexed for 10 seconds, and
aspirated by the cell counter. LBC was performed using the platelet channel. All
results were multiplied by 7. The stable microbubble test was done for

comparison.
Measurements: Lamellar body count and stable microbubble test.

Main Results: Median LBC (and interquartile ranges) for the RDS and non-RDS
groups were 38,500/uL (14,000-112,000) and 826,000/uL (483,000-2,866,500)
respectively (p < 0.001). Considering a cutoff point of 200,000 lamellar
bodies/uL, the sensitivity for LBC was 89.5 (95% confidence interval [95%ClI]
76.5-96.6) and specificity was 95.7% (95%CI 80.4-99.8). Area under the ROC
curve for LBC was 0.96 (95%CI 0.91-0.99). LBC was also significantly lower in
RDS groups when the subgroups (RDS vs. non-RDS preterm infants; infants
with gestational age < 31 weeks with vs. without RDS) were compared (p <
0.001).
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Conclusions: LBC can be rapidly and easily performed on tracheal aspirates
and may be used to diagnose RDS, thus providing a means of identifying which
patients will benefit from surfactant treatment.
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INTRODUCTION

Respiratory distress syndrome (RDS) has been identified as one of the
most life-threatening conditions that affect preterm infants. Over the past four
decades, several biochemical and biophysical tests have been developed for the
diagnosis of RDS (1-4). Among the biophysical tests, the ones most
encouraging in terms of potential for routine clinical use are the click test, the
stable microbubble test (SMT), and lamellar body count (LBC), as they are
practical, inexpensive, and rapidly carried out (5-7). LBC conducted on amniotic
fluid has become the preferred test for obstetric use (8,9).

Biophysical tests have also been evaluated on gastric aspirates (7,10-12).
SMT has been evaluated in tracheal fluid, which seems to be the most adequate
for the diagnosis of RDS (13-15). In light of the advantages of early treatment
with exogenous surfactant, detection of lung immaturity before or immediately
after birth through a fast test may be highly convenient.

The purpose of this study was to evaluate the performance of the lamellar

body count (LBC) on tracheal aspirate samples for the diagnosis of RDS.

MATERIALS AND METHODS

This study was conducted between January 2008 and April 2010 at the
Neonatal Intensive Care Units (NICU) of Hospital S&o Lucas, Pontificia
Universidade Catdlica of Rio Grande do Sul (PUCRS), Hospital da Crianga

Conceigéo, and Hospital Fémina, all of which are located in Porto Alegre, Brazil.




Artigo Original 53

Approval for the study protocol was obtained from the Research and Ethics
Committees of all three centers prior to study.

Patients were classified into two broad groups: preterm infants with RDS (RDS
group) and full-term and preterm infants without RDS (control group). Patients
with RDS were consecutively enrolled at Hospital Sdo Lucas. A convenience
sample was simultaneously set up with non-RDS patients selected from three
neonatal intensive care units. Patients with congenital pneumonia, congenital
heart disease without pulmonary involvement, meconium-stained amniotic fluid,
pneumothorax, diaphragmatic hernia, and/or genetic syndromes that could
jeopardize respiratory function were excluded from enroliment.

Gestational age at birth (GA) was determined according to the date of the
last menstrual period and confirmed by early fetal ultrasound (before 20 weeks)
or by the New Ballard Score (16). The diagnosis of RDS was established
according to clinical criteria (tachypnea, costal and external retractions, grunting,
necessity of FiO, > 0.40), associated with a compatible radiological pattern
(diffuse reticulogranular pattern and presence of air bronchograms).

Tracheal samples were obtained by routine tracheal suctioning during the
first 24 hours of mechanical ventilation, in the first 3 days of life, and before
surfactant administration (if used). Mechanical ventilation was briefly
discontinued so that 0.5 mL of normal saline solution could be instilled into the
endotracheal tube, after which the infant was reconnected to the ventilator. After
a few breaths, a suction catheter was carefully introduced into the endotracheal

tube until resistance was felt. Suction was applied while the catheter was slowly
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removed. The tracheal aspirate was collected in a glass trap connected to the
suctioning system. Samples were frozen at -20 °C, and thawed for testing after
48 to 96 hours.

LBC was performed with an automated cell counter Sysmex XT-1800i cell
counter (Sysmex Corp., Japan) in the Hematology Laboratory at Hospital Sao
Lucas. Tracheal samples (25 to 50 upL) were diluted in a liquefying agent
(dithiotreitol) without centrifugation. To perform LBC, a 10 mg/mL solution of
dithiothreitol (DTT; Invitrogen, California, United States) in distilled water was
prepared in advance and kept frozen at -20 °C in Eppendorf tubes until use.
Samples were placed in a test tube containing the DTT solution at a ratio of one
of tracheal aspirate to six parts DTT. This sample was vortexed for 10 seconds,
and the material was aspirated by the automated Sysmex XT — 1800 i cell
counter. LBC was performed using the platelet channel. All results obtained
were multiplied by 7 to correct for dilution.

SMT was done for comparison with LBC. It was performed as described
by Pattle et al. (4) by adapting the technique to the available equipment. All
measurements were performed by the first author in the Neonatal Intensive Care
Unit at Hospital Sdo Lucas and repeated independently by two other staff
members who were not aware of the condition of the patient. A 40-pL aliquot of
tracheal aspirate was suctioned into a Pasteur pipette (Brand GmbH & Co.,
Wertheim, Germany) with 11.5 cm stem and 1 mm diameter and a 2-mL rubber
cap, and placed in a counting chamber (Neubauer Improved Bright-Line, Optik

Labor, Germany) without the slide cover. Holding the pipette vertically, with the
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tip almost touching the count chamber, the aliquot was quickly suctioned in and
expelled out 20 times. It was then expelled over the counting chamber, which
was immediately inverted and placed under a binocular microscope, forming a
hanging drop. After 4 minutes, the count area was examined under 10x10
magnification and microbubbles — bubbles smaller than 15 ym — were counted.
Five of the twenty-five squares forming 1 mm? were counted (1 square on each
quadrant and the central square). If less than 200 stable microbubbles were

present per mm? (SMB/mm?), the whole 1-mm? area was considered (14).

Statistical analysis

It was estimated that 31 patients in each group would be necessary for a
statistical power of 90% to detect a standard difference of 0.85 units of standard
deviation of LBC at a level of significance of 0.05.

Quantitative variables were described using mean, standard deviation
and median, minimum, and maximum when skewness was present. Comparison
of LBC and and SMT in their respective groups was accomplished with analysis
of variance (ANOVA), which was applied to the logarithms of the measurements.
The Tukey test was used as a post-hoc procedure. To evaluate the diagnostic
performance of LBC and SMT to detect RDS, sensitivity, specificity, and a
receiver operator characteristic curve were obtained with their respective 95%
confidence intervals.

The Student t test was used for between-group comparisons. Categorical

data were compared by means of Fisher's exact test. The same procedures
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were adopted for comparison of the characteristics of both groups. The level of
significance (<) was set at 0.05. Data were analyzed using SPSS® version 17.0

(SPSS Inc., Chicago, IL).

RESULTS

Seventy-two patients were included in the study, 38 with RDS and 34
without RDS. Patient distribution and relevant characteristics at birth are shown
in Table 1. Of the 18 term infants in the control group, 14 were intubated for
correction of gastrointestinal malformations and 4 due to other surgical
conditions. Of the 16 preterm control infants, 9 were intubated for surgical
procedures, 5 due to apnea of prematurity and 2 due to septicemia. LBC was
significantly lower in the RDS group as compared with the non-RDS group. The
median and interquartile range of LBC for the RDS group were 38,500/uL
(14,000-112,000), versus 826,000/uL (483,000-2,866,500) in the non-RDS
group (p < 0.001) (Figure 1). LBC was significantly different in the RDS group
vs. the full-term group (p < 0.001) and the non-RDS preterm group (p < 0.001):
38,500/uL (14,000-112,000), 633,000/uL (322,000-1,608,000) and 822,500/uL
(442,000-962,500) respectively. LBC in preterm infants without RDS was not
significantly different from that of full-term infants (p = 0.77). A comparative
analysis of LBC in preterm infants with gestational age < 31 weeks, with (n = 28,
mean GA 28.6 weeks) or without RDS (n = 7, mean GA 27.9 weeks) also
showed significantly lower LBC count in the RDS group [median (range):

28,000 (7,000-378,000) and 826,000 (350,000-1,785,000); p < 0.001)].
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Likewise, SMT was significantly lower in the RDS group as compared
with the non-RDS group (Figure 2). The median and interquartile range of SMT
for the RDS group were 10 (5-13) microbubbles/mm?, versus 798 (400-1040) in
the non-RDS group (p < 0.001). SMT in the RDS group was significantly lower
than in the term group (p < 0.001) and in the preterm group without RDS (p <
0.001): 10 (5-13), 938 (645-1,101) and 585 (73-985) microbubbles/mm?
respectively.

The sensitivity and specificity of LBC for the diagnosis of RDS were then
calculated. The receiver operator characteristic (ROC) curve is shown in Figure
3. Considering a cutoff point of 200,000 lamellar bodies/pL, the sensitivity for the
LBC was 89.5% (95% confidence interval [95%CI] 76.5-96.6) and specificity was
95.7% (95%CI 80.4-99.8). The area under the curve (AUC) was 0.96 (95%Cl
0.91-0.99).

The sensitivity and specificity of SMT for the diagnosis of RDS were
97.4% (95%CI 86.2-99.9%) and 97.1% (95%CI 84.7-99.9%) respectively. The

AUC was 0.98 (95%Cl 0.93-0.99).

DISCUSSION

To the best of our knowledge, this is the first report of LBC being
conducted on newborn tracheal aspirates. The present study showed that LBC
in lung fluid of preterm infants has both high sensitivity and specificity for
predicting RDS. The performance of SMT was also excellent, confirming the

results of prior studies done by our neonatal group at PUCRS and at a different
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institution (14,15). LBC was strikingly lower in patients with RDS when
compared with LBC in full-term and preterm infants and when only infants with
gestational age < 32 weeks, with and without RDS, were considered.

The LBC observed in the present study was higher than those previously
reported in amniotic and gastric fluid (12,17,18). This was to be expected, as
surfactant is certainly more concentrated in tracheal fluid than in amniotic and
gastric fluids, which is also consistent with the higher microbubble count in
tracheal aspirates found in this and other studies.

Centrifugation affects LBC (3,18). Because fluids (including tracheal fluid)
are sometimes thick and non-homogeneous, hindering processing by cell
counters without centrifugation, the samples in this study were diluted in
dithiothreitol (DTT), a liquefying substance that has been previously tested in our
laboratory and does not affect LBC (12). DTT is inexpensive for this purpose, as
one vial allows hundreds of measurements.

One possible limitation of this method is the variable volume of tracheal
aspirate recovered, which could lead to substantial variability in LBC and
microbubble counts. However, the differences between counts obtained from
immature and mature lungs are extremely pronounced, and do not seem to
interfere with test interpretation.

As gestational age in the group of preterm infants with RDS was lower
than in the non-RDS preterm group, the question arose as to whether the
difference in LBC and SMT could be attributed to different degrees of lung

maturity. However, the results found in non-RDS preterm and full-term infants
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without lung disease were very similar, suggesting that LBC and SMT in preterm
infants with mature lungs behave as in full-term infants. This is confirmed by the
fact that the comparison between preterm infants (< 31 weeks gestation) with
and without RDS also showed significant differences.

The advantage of LBC over SMT on tracheal aspirates is that LBC is
carried out in an automated analyzer, and so does not rely on the observational
acumen of a human operator. Both tests are comparable, and the choice will
likely depend on staff experience.

Concerning the relevance of the present findings, it could be argued that,
because of the high accuracy of the LBC and SMT in tracheal aspirates, a
mature test may potentially prevent unnecessary surfactant administration in
intubated preterm infants. This is especially important in countries with limited
resources. Furthermore, we speculate that both tests could also be useful in
other lung diseases associated with severe respiratory failure. Meconium
aspiration syndrome, pneumonia, ARDS, and other lung diseases show great
variability in their responses to surfactant treatment. We believe these simple
tests should be further explored as a possible tool for predicting which infants

can benefit from surfactant replacement therapy.
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CAPTIONS

Figure 1. Lamellar body count (LBC/uL) in full-term infants, preterm infants
without respiratory distress syndrome (w/o RDS) and preterm infants with

respiratory distress syndrome (RDS)

Figure 2. Stable microbubbles (SMB/mm?) in full-term infants, preterm infants
without respiratory distress syndrome (w/o RDS) and preterm infants with

respiratory distress syndrome (RDS)

Figure 3. Receiver operator characteristics (ROC) curves for lamellar body
count (LBC) and stable microbubble test (SMT) for the diagnosis of respiratory

distress syndrome
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TABLES

Table 1. Study group characteristics

Non-RDS

RDS (n = 38) All (n = 34) Preterm (n = 16) Term (n = 18)
Gestational age (weeks) 295 + 3.1%"° 354 + 42 321 + 3.7 384 £ 172
Birth weight (grams) 1233 = 524%°° 2448 + 941 1,813 + 793 3,012 + 669
1-minute Apgar
Median 6.5¢ 8.0 7.0 8.0
Range 1-9 1-10 1-10 6-9
5-minute Apgar
Median 8.0%¢ 9.0 8.5 9.0
Range 3-9 5-10 5-10 7-10
Antenatal 20 (52.3)*"° 3(8.8) 3(18.8) 0 (0.0)

corticosteroids, n (%)

“RDS vs. all = p < 0.05.

® RDS vs. preterm = p < 0.05.

°RDS vs. term = p < 0.05.

RDS = respiratory distress syndrome.

Data expressed as mean + standard deviation, median, minimum-maximum, and number and
percentage (%)
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Figure 1- Lamellar body count (LBC/uL) in term infants, preterm without respiratory distress
syndrome (RDS) and preterm with RDS
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Figure 2- Stable microbubbles (SMB/mm?) in term infants and preterm infants with and without
respiratory distress syndrome (RDS)
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Figure 3- Receiver operator characteristics (ROC) curves for lamellar body count (LBC/uL) and
stable microbubble test (SMT) for the diagnosis of respiratory distress syndrome
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CONCLUSOES

1. A contagem de corpos lamelares (CCL) no aspirado traqueal de recém-
nascidos mostrou-se factivel de ser realizada, utilizando-se uma
adaptacdo do método descrito por Dubin para contagem no liquido

amniotico.

2. A CCL no aspirado traqueal mostrou-se altamente acurada para predizer

a SDR.

3. A acuracia do teste das microbolhas estaveis no aspirado traqueal foi

semelhante a acuracia da CCL
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ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado responsavel,
As informagdes contidas neste termo sao fornecidas para
conhecimento da natureza desta pesquisa e para tornar a sua participagao

espontanea, sem qualquer coacido, mediante a sua autorizagao.

1 Titulo do projeto
CONTAGEM DE CORPOS LAMELARES NA SECRECAO TRAQUEAL DE

RECEM-NASCIDOS PARA AVALIAGAO DA MATURIDADE PULMONAR

2 Objetivos

| — Com este estudo pretende-se realizar, no aspirado traqueal, dois
testes de maturidade pulmonar: Teste de microbolhas estaveis e Contagem
de corpos lamelares.

Il — Baseado nestes testes, objetiva-se verificar a relagado entre os
valores dos testes e a necessidade de surfactante (substancia que auxilia
na funcdo pulmonar de recém-nascidos, porém que sO tem indicagao
naqueles pacientes com sinais e sintomas compativeis com Sindrome do

Desconforto Respiratorio).

3 Procedimentos

Todos os recém-nascidos submetidos a ventilagdo mecanica sao
aspirados, rotineiramente, através da passagem de sonda na canula
endotraqueal. Com esta secrecdo, que seria desprezada, pretendemos
realizar os testes. Os procedimentos realizados nao trardo prejuizos ao

participante.
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4 Consentimento

Pelo presente consentimento, declaro que fui esclarecido, de forma
detalhada, livre de qualquer constrangimento e obrigagao, do procedimento
para obtengao do aspirado traqueal e realizagao dos testes de maturidade

pulmonar.

5 Informagoes

Fui igualmente informado:

- da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou
esclarecimento a qualquer duvida acerca dos procedimentos, beneficios e

outros assuntos relacionados com a pesquisa;

-de que nao serei identificado, e que sera mantido o carater

confidencial das informacdes relacionadas com a privacidade;

Qualquer duvida em relagéo a participagado no estudo, o participante
podera entrar em contato com a aluna de doutorado Enf. Ana Claudia Vieira
pelo telefone (53) 84054024 ou através do fone 33203345 do Comité de
Etica em Pesquisa da PUCRS.

6 Consentimento Pés-Informacgao
Eu
, RG

no. fui esclarecido(a) sobre a pesquisa: “Avaliacdo dos

testes de maturidade pulmonar no aspirado traqueal de recém-nascidos a
termo e prematuros com sindrome do desconforto respiratério” e concordo

que os dados sejam utilizados na realizagdo da mesma.

Porto Alegre, de de 20 .

Assinatura:
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ANEXO 2 - INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

DADOS DE IDENTIFICAGAO

Nome: RN de
Procedéncia: Fone:
Sexo: ( )M ()F No. 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: ( ) Vaginal ( ) Cesariana
Liquido amniético: claro( ) Meconial( ) hemorragico( ) turvo ou purulento( ) fétido( )
Diagnostico:

DADOS MATERNOS
Idade: __ anos Gesta:_ Para: ___ Aborto:
Pré-natal: ( ) Sim ( ) Nao

Corticéide ante-natal: ( ) Ndo ( ) Sim; Quantas doses? __ tempo antes

TME

Congelado:
CCL
Congelado:

DTT:

INFORMAGOES ADICIONAIS

SDR: ( ) Néo ( )Sim Detalhe
SURFACTANTE: ( ) Nao () Sim; Quantas doses:
Tempo de coleta do aspirado traqueal: dias horas

Motivo da ventilagdo mecanica:
Caracteristicas do R-X: DSR( ) Normal Outra( )
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ANEXO 3 - CARTA DE APROVAGAO DO CEP — PUCRS

Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAC
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Oficio 291/08-CEP Porto Alegre, 28 de margo de 2008.
Senhor(a) Pesquisador(a):

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS
apreciou e aprovou seu protocolo de pesquisa registro CEP 08/04095, intitulado:
“Contagem de corpos lamelares na secregdo traqueal de recém-nascidos para

avaliagao da maturidade pulmonar”.

Sua investigagdo esta autorizada a partir da
presente data.

Relatérios parciais e final da pesquisa devem ser

entregues a este CEP

Atenciosamente,

Prof. Dr/ José Rbberto Goldim
COORDEN R DO CEP-PUCRS

limo(a) Sr(a)
Dr(a) Renato Machado Fiori
N/Universidade

Campus Central
MI‘) S Av. Ipiranga, 6690 — 3%andar - CEP: 90610-000
e Sala 314 - Fone Fax: (51) 3320-3345
E-mail: cep@pucrs.br
www, pucrs.br/prppg/cep
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ANEXO 4 — TERMO DE CIENCIA GHC
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ANEXO 5 — CARTA DE APROVAGAO DO CEP - GHC
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