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RESUMO

INTRODUCAO: Taquipnéia transitéria do recém-nascido (TTRN) é uma causa
frequente de dificuldade respiratoria nos primeiros dias de vida e tem sido
atribuida, basicamente, a um retardo na absorcéo do liquido pulmonar fetal. Tem
sido levantada suspeita de que uma deficiéncia ou disfuncdo do sistema
surfactante esteja envolvida na patogénese da doenca.

OBJETIVO: Quantificar os corpos lamelares e a fungado surfatante, no aspirado
gastrico de recém-nascidos a termo, nascidos de parto cesareo, com diagnostico
clinico inicial de taquipnéia transitoria, através da contagem destes corpos e do
teste das microbolhas estaveis (TME).

METODOS: Foi realizado um estudo caso-controle incluindo 42 pacientes com
idade gestacional > 37 semanas de gestac¢ao (21 com diagndstico clinico inicial de
TTRN e 21 sem disfungao respiratoria), todos nascidos de parto cesareo, tendo
sido feito nestes recém-nascidos aspirado gastrico nos primeiros minutos de vida
para a CCL e para o TME. Os pacientes com dificuldade respiratéria foram
seguidos clinicamente para avaliagcdo da gravidade do quadro respiratorio. A
dificuldade técnica na feitura da CCL, devido a consisténcia espessa da secrec¢ao
gastrica, foi superada pelo uso de um fluidificante (dithiothreitol).

RESULTADOS: Os pacientes com TTRN e controles eram comparaveis no que
se refere ao peso ao nascer, idade gestacional, sexo e escore de Apgar. Na
comparagao entre os grupos a contagem dos corpos lamelares e das microbolhas
estaveis foi significativamente menor no grupo com TTRN (CCL 68.000+£56.000/uL
x 129.000+£72.000/uL — p=0,004 e TME 48+39 x 81+33 microbolhas/mm? —
p=0,013). Os recém-nascidos com TTRN que ficaram mais de 24 horas apods o
nascimento em oxigénio tiveram uma CCL significativamente mais baixa que os
que ficaram menos de 24 horas em oxigénio (41.000+25.000 x 104.000+£66.000 -
p=0,029). Quando o ponto de corte foi de 48 horas o valor de p foi 0,055. Com
relacdo ao TME observou-se diferenca significativa apenas no ponto de corte de
48 horas (28+31 x 5639 microbolhas/mm~® - p=0,047).

CONCLUSOES: Os dados sugerem que recém-nascidos a termo com TTRN tém
uma baixa produgdo de corpos lamelares associada, a uma reduzida funcao
surfatante, e que quanto maiores forem estas alteracbes maior chance da crianga
ter uma doenga mais prolongada.

DESCRITORES: Taquipnéia transitoria do recém-nascido, Surfatante pulmonar,
Teste das microbolhas estaveis, Contagem de corpos lamelares, recém-nascidos.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Transient tachypnea of the newborn (TTN) is a frequent cause of
respiratory distress in the first days of life and has been attributed, basically, to a
delay of absorption of lung fetal fluid. It has been suspected that surfactant
deficiency plays a role in the pathogenesis of the disease.

OBJECTIVE: The objective of this study was to quantify lamellar bodies and to
evaluate surfactant function in gastric aspirates of term newborn infants, born
through cesarean section, with the initial clinical diagnosis of TTN, through the
lamellar body count (LBC) and the stable microbubble test (SMT).

METHODS: It was performed a case-control study in 42 patients with gestational
age > 37 weeks (21 with initial clinical diagnosis of TTN, and 21 without respiratory
distress), all born of cesarean section, being done in these newborns gastric
aspirate for LBC and SMT in the first minutes of life. The patients with respiratory
distress were followed clinically to evaluate the severity of the respiratory distress.
The technical difficulty to perform the LBC, due to the thickness of the gastric fluid
was overcome by the use of a fluidifying agent (dithiothreitol).

RESULTS: The patients with TTN and controls were comparable as far as birth
weight, gestational age, gender and Apgar score. When comparing the groups the
LBC and the stable microbubbles were significantly lower in the TTN group (LBC
68,000+£56,000/uL x 129,000+£72,000/uL — p=0.004 e SMT 48+39 x 81+33
microbubbles/mm? - p=0,013).

The newborn infants with TTN who stayed more than 24 hours after birth in oxygen
had a LBC significantly lower than the infants who stayed less than 24 hours in use
of oxygen (41,000£25,000 vs.104,000+66,000 - p=0,029). When the cutoff point
was 48 hours the p value was 0.055. As far as the SMT it was observed a
significant difference only with the cutoff point of 48 hours. (28+31 x 56+39
microbubbles/mm? - p=0,047).

CONCLUSIONS: The data suggest that term newborn infants with TTN have low
production or/and destruction of lamellar bodies associated to decreased
surfactant function and that the more significant are these alterations more
chances will have the infant of a more prolonged disease.

KEY WORDS: Transient tachypnea of the newborn, Pulmonary surfactant, Stable
microbubble test, Lamellar body count.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 INTRODUGAO

1.1.1 Taquipnéia Transitéria do Recém-nascido

Taquipnéia transitéria do recém-nascido (TTRN) é frequentemente
diagnosticada como uma causa de desconforto respiratorio (DR) nos primeiros
dias de vida. A TTRN foi descrita primeiramente por Avery et al, em 1966." Os
recém-nascidos com essa sindrome apresentam graus variados de taquipnéia,
podendo também apresentar outros sinais de dificuldade respiratéria tais como
batimento de asas nasais, retragdes subcostais e intercostais, gemido
expiratorio. Estes recém-nascidos geralmente necessitam de concentragbes
baixas de oxigénio (usualmente uma FiO, <0,40) para manter uma saturagao
adequada do sangue arterial. Crepitagdes nao sao frequentes. Os sintomas
costumam persistir por dois a cinco dias. Os sinais radiolégicos caracteristicos

encontrados na TTRN sao: aumento da trama vascular central, hiperinsuflagao,
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evidéncia de liquido intersticial e pleural, cissuras interlobares proeminentes e

cardiomegalia.

A incidéncia de TTRN €& de aproximadamente 1% dos recém-nascidos
vivos." Em um estudo foi descrito que a TTRN e a sindrome do desconforto
respiratorio do recém-nascido eram inversamente relacionadas ao peso e a
idade gestacional e diretamente relacionada ao aumento da incidéncia de
doencas maternas, como diabetes.? Fatores de risco descritos incluem
prematuros limitrofes®* parto cesareo.’*° sem trabalho de parto , sedagdo
materna e asfixia perinatal moderada,”® asma materna,” exposicdo a agentes
betamiméticos policitemia e hipervolemia.>® Um outro estudo mostrou uma
incidéncia maior em meninos (1,4%), prematuros (7,6%),cesarea eletiva (1,5%),
cesarea de urgéncia (4,2%) e uso de forceps (3,8%).9 Foi também observada
uma relagdo entre cesarianas eletivas com um aumento da incidéncia de
TTRN®'%11218 5 trabalho de parto reduziria a incidéncia de TTRN
principalmente pelo estimulo das catecolaminas levando a um aumento da
reabsor¢do do liquido pulmonar e preservacao do sistema surfactante.® A
absorcao do liquido pulmonar fetal é reconhecidamente dependente dos niveis
de catecolaminas,que podem estar mais baixos nos nascidos sem trabalho de

parto 14,15

Greenough et al evidenciaram que, ao atraso na absorc¢ao de liquido
pulmonar nos recém-nascidos com TTRN, associava-se significante diminuicdo
nos niveis de noradrenalina, mas ndo nos de adrenalina, principalmente nos

partos cesareos sem trabalho de parto ou cesareas eletivas.'® A alta frequéncia
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de partos cesareos (50%) encontrada na TTRN prolongada concorda'’com as
observagdes de Wesenberg et al e com estudos patologicos em animais, que
sugerem um atraso na absorgao do fluido pulmonar logo apds o nascimento por

cesariana.>'®

A TTRN tem sido atribuida a um retardo na reabsor¢do do liquido
pulmonar fetal, ocorrendo uma distensdo do espaco intersticial e

aprisionamento do ar.®"

Contudo, ha algumas evidéncias de que uma
disfuncao ou deficiéncia da produgéo do surfatante pulmonar esteja associada

a esta sindrome.

Baixos niveis de fosfatidilglicerol no fluido pulmonar'®?

e no liquido
amniotico?’ foram encontrados em pacientes com TTRN. Niveis baixos de

fosfatidilcolina e fosfatidilinistol também foram observados. %

Penn et al, analisaram a presenca de fosfatidilglicerol (FG) e a relagao
lecitina/esfingomielina(L/E), definindo uma relagédo L/E<2 e um FG negativo
como indicativo de deficiéncia de surfactante (pulmé&o imaturo), uma L/E >2 um

FG negativo como indicativo de imaturidade parcial e uma relagéo L/E >2 e um

22 Seis dos recém-

FG positivo como indicativo de maturidade pulmonar.
nascidos com imaturidade parcial ndo desenvolveram dificuldade respiratéria
apds o nascimento e sete desenvolveram TTRN, necessitando de tratamento
em unidade de tratamento intensivo neonatal. Os caracterizados como tendo

pulmao maduro ndo desenvolveram desconforto respiratorio e os com pulméo

imaturo desenvolveram SDR. Assim, uma relacdo L/E>2 ndo exclui a
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possibilidade de desconforto respiratorio se o fosfatidilglicerol estiver ausente.

James et al®* observaram associacdo entre TTRN e deficiéncia de
fosfolipidio (fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol) em secrecdo gastrica’’e liquido
amniotico.* Sugeriram que esta deficiéncia poderia ser secundaria ao acumulo
de fluido, danificando o epitélio alveolar. A anormalidade do sistema
surfactante, porém, poderia ser um problema primario, como sugerido por
Staub, pois a falta de surfactante aumenta a tensdo de superficie alveolar e
assim causa edema pulmonar.25 Talvez esta ultima possibilidade caracterize um
grupo de recém-nascidos nos quais a principal manifestagado de deficiéncia de
surfactante seja acumulo de fluido pulmonar, e n&o atelectasias, e o
diagnostico seja TTRN, e ndo SDR. As atelectasias ndo s&o os achados
dominantes porque seus pulmdes ja conseguiram um nivel de maturidade
pulmonar, e a presenca de liquido pulmonar poderia prevenir os colapsos

alveolares.

Ha relato também de aumento da frequéncia de testes do “click”
negativos no aspirado traqueal e gastrico de pacientes com TTRN®® e em
nossa instituicdo foi observada uma redugcdo na contagem de microbolhas
estaveis no aspirado gastrico destes pacientes, sugerindo uma disfungdo do

sistema surfactante associada a esta sindrome.?’

1.1.2 Desconforto Respiratério Mal Definido
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Frequentemente os neonatologistas véem-se diante de quadros de
dificuldade respiratorios intermediarios entre TTRN e SDR. S&o recém-nascido
pré-termo que apresentam um raio-x ndo caracteristico de nenhuma das duas
sindromes. As vezes o raio-x inicial sugere TTRN, mas posteriormente vem a
mostrar um reticulo-granulado que sugere o diagnodstico de SDR. Outras vezes,
apesar de apresentarem um raio-x de TTRN, a evolugcédo é similar a de uma
SDR, sendo o quadro respiratério prolongado com necessidade de altas
concentragdes de oxigénio inspirado e, as vezes, pressdo positiva continua
e/ou ventilagdo mecanica. Alguns denominam estes quadros de TTRN grave e

outros SDR moderada.

ApOs a descrigao do quadro clinico de TTRN por Avery et al," um grupo
de pesquisadores de Nashville publicou 36 casos de recém-nascidos com
dificuldade respiratoria precoce com caracteristicas radioldgicas diferentes da
SDR, denominado de SDR tipo 11 Metade dos recém-nascidos necessitaram
de oxigénio. Ao raio-x predominavam os achados de hiperinsuflagdo pulmonar,
estrias broncovasculares partindo do hilo e, menos frequentemente, uma
infiltragcdo nodular. A cissura entre os lobos superior e médio, a direita era

frequentemente visivel.

Chama a atencdo neste estudo a intensidade e a variabilidade da
intensidade e da duracdo do quadro respiratorio. Os autores atribuiram a

sindrome a uma obstrucdo das vias aéreas baixas por incapacidade do recém-
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nascido de limpar as vias aéreas de muco e outros debris acumulados antes do

inicio da respiragao.

1.1.3 Sistema Surfatante:

O termo surfatante deriva da palavra inglesa “surfactant’, forma reduzida
de “surface active agent”. Uma substancia surfatante é aquela capaz de reduzir
a tensdo superficial. Como exemplo de substancias com atividade surfatante
estdo os detergentes, as gorduras e os sabdes, que sdo substancias
anfipaticas, ou seja, apresentam um polo hidrofilico e outro hidrofébico. No
caso da agua, a tensao superficial € a forga gerada pelas pontes de hidrogénio
entre as moléculas de H,O na monocamada da superficie em contato com o ar.
As pontes de hidrogénio formam uma pelicula na superficie da agua de
maneira que os objetos que exercem forgas menores que a tensdo superficial
ficam sobre a superficie sem se molhar. A agua nao pode produzir bolhas de ar
estaveis, pois possui uma tensdo superficial muito elevada. Entretanto, se

by

misturarmos um pouco de detergente a agua diminui a tensdo superficial

obtendo-se, entdo, bolhas estaveis.?°

Em 1929, Von Neergaard observou que eram necessarias pressdes
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muito elevadas para manter os pulmdes inflados com ar ao invés de liquido,
mostrando assim o importante papel da tensdo superficial na funcao

pulmonar.65

O surfatante pulmonar € um dos mais potentes surfatante
conhecidos, atua na interface ar-liquido e tem como caracteristica a capacidade
de diminuir a tensao superficial a quase zero. Durante a inspiracéo ele promove
o recrutamento alveolar uniforme, reduzindo o gradiente pressorico entre
intersticio e alvéolo, constituindo um sistema essencial para que ocorra uma
efetiva ventilagdo e troca gasosa. Essa tensdo superficial minima € essencial
para a diminuicdo das forgcas que causam o colapso alveolar no final da

expiragdo.%*3°

Filme Surfactante

Zom Surfactante Sem Surfactanie

Figura 1: Alvéolos com e sem surfactante, evidenciando a tendéncia ao colabamento
alveolar naguele sem surfactante no qual a tensdo superficial € maior (adaptado de
Goldsmith e Karotkin®)
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O surfatante é produzido por células alveolares (pneumocitos) do tipo Il e

€ agrupado e estocado nos corpos lamelares.?"?

O surfatante pulmonar é
composto de 80-90% de fosfolipidios (principalmente por fosfatidilcolina e
fosfatidilglicerol), e, ainda, por proteinas especificas do surfatante e outros
lipidios. Depois de sintetizado nos pneumdcitos tipo Il, o surfatante é

organizado e armazenado nos corpos lamelares para posterior excregéo para o

espaco alveolar.

Os corpos lamelares (CL) sdo organelas osmiofilicas com composigao
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muito similar ao surfatante.?**

Aparecem primeiramente no citoplasma dos
pneumocitos tipo Il fetais entre 20 e 24 semanas de gestacéo, tornam-se mais

numerosos e sdo continuamente secretados no alvéolo fetal.*®

As proteinas que compde o surfactante sao quatro: Proteina A (SP-A),
Proteina B (SP-B), Proteina C (SP-C), e Proteina D (SP-D). A SP-B e SP-C
atuam na reducao da tensdo superficial alveolar e sdo hidrofébicas. As demais
possuem  caracteristicas  hidrofilicas e  apresentam propriedades

imunomodulatérias #6768

Os movimentos respiratérios fetais carregam os corpos lamelares
presentes no alvéolo para o liquido amnidtico (LA).34 O feto deglute este
liguido. Deste modo, o conteudo gastrico desses recém-nascidos contém
também corpos lamelares, podendo-se estimar assim, pela sua contagem, a

quantidade de surfactante produzida pelos pulmdes.*

Durante o estagio sacular do desenvolvimento pulmonar (entre 24 e 38
semanas de gestacdo), quantidades crescentes de mielina tubular (a forma

secretora de surfatante pulmonar) sdo encontradas nos espagos aéreos.*

1.1.4 Testes de Avaliacdo da Maturidade Pulmonar
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No intuito de predizer a maturidade pulmonar no feto e no recém-nascido
foram desenvolvidos varios testes diagnosticos. A maioria € realizada no liquido
amnidtico (LA), sendo feitos para identificar maturidade pulmonar fetal quando

ha interesse na interrupgéo precoce da gestagao.

Alguns testes avaliam a fungdo do surfatante, como, por exemplo, o
teste de Clements, o teste do “click” e o teste das microbolhas estaveis (TME).
Outros testes baseiam-se na presenga de componentes no sistema surfatante,
como a relagao entre lecitina e esfingomielina, as dosagens de fosfatidilglicerol,
de fosfatidilcolina saturada ou de proteinas especificas do surfatante, o teste de
fluorescéncia de polarizacdo automatizada e a contagem de corpos lamelares
(CCL). Alguns destes testes tém custo elevado, podem demandar algumas
horas para serem realizados ou necessitar aparelhagem sofisticada e pessoal

treinado. Entre os testes mais simples e rapidos estdo o TME e a CCL.

1.1.5 Teste das Microbolhas Estaveis

O teste das microbolhas estaveis (TME) é um teste biofisico para avaliar
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,3” sendo um teste

a deficiéncia de surfactante. Foi desenvolvido por Pattle et a
rapido, simples e reprodutivel, podendo ser realizado no liquido amnidtico ou no
aspirado gastrico ou no traqueal .Esse teste é facilmente realizado com um
pequeno volume de material. Depende da capacidade de um liquido com
surfactante de formar bolhas estaveis de pequeno didmetro. Tipicamente, em
uma gota, as bolhas desaparecem em 30 segundos ou menos, ou podem
permanecer estaveis por mais tempo. Estas ultimas sdo chamadas de
microbolhas estaveis. A estabilidade das bolhas depende da propriedade do
surfactante de reduzir a tensdo de superficie para uma pequena fragdo de seu

valor de equilibrio. A auséncia de microbolhas estaveis sugere um alto risco de

problemas respiratorios para o neonato.

O teste das microbolhas estaveis foi desenvolvido por Pattle et al., em
1979.%" Este teste passou a ser olhado com mais interesse recentemente, na
era da terapia com surfatante, depois da observacdo de que a terapia muito
precoce ou o uso profilatico eram associados a um melhor progndstico. O teste

foi recentemente usado na selecdo de pacientes para a profilaxia com

surfactante.®®
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FIGURA 3: Teste das Microbolhas Estaveis

Logo apds o nascimento, podemos determinar os Rns predispostos a
desenvolver quadro clinico de SDR através do TME realizado no aspirado
gastrico. A aplicabilidade clinica do TME neste tipo de fluido organico esta bem

estabelecida.

Chida et al®® verificaram, prospectivamente, que o TME realizado em
aspirado gastrico e em liquido amniotico poderiam ser equivalentes. O aspirado
gastrico foi obtido dentro de 30 minutos apds o nascimento. O ponto de corte
para definir imaturidade pulmonar para o liquido amniético foi menor que 5
microbolhas estaveis/mm2 e menor que 10 microbolhas estaveis/mm2 em AG.
Utilizando estes critérios estes autores obtiveram um valor preditivo positivo de
100% e 96%, e valor preditivo negativo de 91% e 84%,respectivamente, e
sugeriram que o aspirado gastrico poderia ser utilizado como alternativa ao
liguido amnidtico para realizar o TME, na predicdo de deficiéncia de

surfactante.




Referencial Tedrico 14

Wu et al*® avaliaram 59 prematuros com menos de 37 semanas de idade
gestacional, demonstrando um valor preditivo positivo de 76% e negativo de
97,1%, enquanto a sensibilidade e a especificidade foram de 95 % e 84,6%,
respectivamente, para diagnosticar SDR. Estes autores sugerem que o ph do
aspirado gastrico ndo afeta a formacgéo de bolhas se a amostra € obtida logo
apdés o parto, pois, nessa situacdo, o ph ainda € neutro, semelhante ao do

liquido amniotico.***°

Chida et al*' avaliaram a utilidade clinica do TME para predizer o
desenvolvimento da SDR, comparando-o a outros testes em amostras de
liguido amnidtico obtidos dentro de 12 horas antes do parto de 40 gestantes
entre 23 e 35 semanas de gestacdo. Esses testes incluiram: relagao
lecitina/esfigomielina, relacdo fosfatidilcolina dessaturada/esfingomielina,
concentragao de lecitina, fosfatidilcolina n&o saturada, e proteinas A, B e C
associadas ao surfactante. A precisdo diagnéstica do TME foi semelhante a
dos outros testes. O TME e a concentragcdo de SP-B e SP-C tiveram, ambos,
um valor preditivo positivo de 100%. Os autores concluiram que o TME poderia

ser utilizado para prever a deficiéncia de surfactante.

Teerataculpisarn et al*’ analisaram a utilidade e a precisdo do TME no
aspirado gastrico de neonatos para predizer a SDR e compararam os
resultados com os do shake test, usando as caracteristicas clinicas da SDR
como padréo ouro para o diagnéstico da mesma. Foram avaliados 140 pares

de amostras de aspirado gastrico, obtidas dentro de uma hora apos o parto, de
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neonatos com idade gestacional entre 27 e 42 semanas e com peso entre 800
e 4090 gramas. A sensibilidade e a especificidade do TME com menos de 20
microbolhas estaveis/mm2 foram de 94,7% e 95% respectivamente, com um
valor preditivo positivo de 75% e um valor preditivo negativo de 99,1%. O valor
preditivo e a especificidade aumentavam para 100% nos prematuros. Esses
valores, especialmente o valor preditivo positivo e a especificidade foram muito
mais altos que aqueles obtidos com o shake test. Concluiram, os autores, que
o TME no aspirado gastrico obtido dentro de uma hora apds o parto € um
procedimento rapido e simples para identificar os neonatos que desenvolverao
SDR e que podem ser beneficiados com o tratamento precoce com o

surfactante exogeno.

Fiori et al”’ determinaram a utilidade do TME e do click test no suco
gastrico obtido logo apds o nascimento para predizer SDR em recém-nascidos
com menos de 35 semanas de idade gestacional. Nesse estudo, foram
incluidos 110 recém-nascidos. O melhor ponto de corte foi 15 microbolhas
estaveis/mm2. A sensibilidade e a especificidade foram, respectivamente, 83%
e 85%, demonstrando uma boa acuracia do TME para determinar a maturidade
pulmonar e a consecutiva utilizagdo de surfactante exdgeno nos recém-

nascidos que apresentam deficiéncia de surfactante.

Pereira®® estudaram o efeito do congelamento do fluido gastrico para o
teste e a concordéancia inter e intra - observador no TME. Concluiram, tanto

pela andlise quantitativa quanto pela analise qualitativa, sugere que o
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congelamento das amostras n&o altera substancialmente as contagens de

microbolhas no TME.

A secrecado obtida através do aspirado traqueal passou a ter interesse
pelos pesquisadores na década de 90. Friedrich et al®® relataram uma baixa
sensibilidade do TME em aspirado traqueal (52%) e especificidade de 90% com
um ponto de corte de 10 bem/mm2 para predicdo de SDR. As amostras foram
coletadas durante as primeiras quatro semanas de vida do paciente, acrescidas
de SF a 0,9% apos aspiragao, centrifugadas a 200 X g por 10 minutos e
congeladas a — 20°C durante 48 horas até serem processadas. Vinte e nove
pacientes fizeram parte do grupo controle e tiveram mediana de 307 bem/mm?2
(variando de 0 a 1770 bem/mm2) e 21 pacientes do grupo com SDR

apresentaram mediana de 7 bem/mm2 (variando de 0 a 2145 bem/mm?2).

Eckert Seitz et al** realizaram o TME em aspirado traqueal de 74 de
recém-nascidos que necessitaram de VM. Os valores do testes foram
significantemente baixos nos grupos de SDR e Sindrome de Aspiragao de
Mecbnio comparado com os outros grupos (com pneumonia, outras doencgas
cardiacas/pulmonares e sem doengas cardiacas/pulmonares) O teste mostrou-
se altamente acurado para o diagnostico de SDR. Com um ponto de corte de

<120microbolhas/mm2 a sensibilidade de 96,3% e especificidade de 97,6%.

Boo et al* realizaram a coleta de aspirado traqueal instilando, por trés
vezes, 0,5 ml de soro fisiologico (SF) a 0,9% em traquéia do recém-nascido e

aspirado em seguida. A quantidade de 0,1 ml do aspirado traqueal foi enviada
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para cultura, 0,1 ml para TME e o restante encaminhado ao laboratério. A
amostra foi acrescida de 0,3 ml de SF a 0,9% e centrifugada a 300 X g durante
10 minutos para remogao de particulas. O restante foi congelado a —20°C até
analise de SP-A. Ao todo foram utilizadas 104 amostras para este trabalho; 43
com SDR (4 bebés com IG igual ou maior a 37 semanas), 15 com Sindrome de
Aspiragao de Mecbnio (todos a termo), 15 com broncopneumonia (BPN) e 31
sem alteragao pulmonar (24 tiveram apnéia decorrente de asfixia, 4 com apnéia
da prematuridade, 1 com distensdo abdominal e 02 com pneumotorax). Quanto
aos valores de TME, verificou-se diferenga significativa entre o grupo de SDR
(mediana de 96mbe/mm2; variando de 3 a 707 bem/mm2) e sem doenga
pulmonar (mediana de 288 bem/mm2; variando de 13 a 613 bem/mm2). O TME
igual ou menor a 70 bem/mm2 teve a maior acuracia para o diagnostico de
SDR, com uma sensibilidade de 97,7% e especificidade de 90,3%. A
especificidade maxima encontrada foi com TME menor ou igual a 10 bem/mm2

e sensibilidade maxima com TME menor ou igual a 90 bem/mm2.

Algumas vezes, seja por internagdo apds o periodo neonatal imediato
(como no caso de transferéncia de bebé de outro hospital) ou pelo estbmago
estar vazio quando a sonda é colocada, ndo se tem acesso ao conteudo
gastrico imediatamente apds o nascimento. Nestes casos, quando o paciente

estiver entubado, o aspirado traqueal passa a ser uma alternativa util.

Fiori et al,*® em 2004 avaliaram a fungao surfactante em recém-nascidos

a termo (RNT) ou proximos ao termo com diagnostico clinico de TTRN, usando
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o TME no AG. Em todos os bebés (30 com desconforto e 32 controles) os
aspirados gastricos foram coletados nos primeiros 30 minutos de vida.
Observaram que a maioria destes RNT ou proximos ao termo com desconforto
respiratorio apresentaram uma baixa contagem de microbolhas e que a maioria
sem desconforto respiratorio teve uma contagem alta. Quando se usou o
melhor ponto de corte, que foi de 35 bem/mm2, a sensibilidade foi de 75% e a
especificidade foi de 94%. Dos pacientes com diagnostico de TTRN, o grupo
ficou mais tempo em oxigénio e necessitou uma FIO, mais alta foi o que tinha

uma contagem mais baixa de microbolhas.

1.1.6 Contagem de Corpos Lamelares

O surfatante é sintetizado, a partir dos seus percussores,1 no reticulo
endoplasmético,2 transportado pelo aparelho de Golgi.3 até os corpos
lamelares,* onde é armazenado. Os corpos lamelares sao secretados para a
camada liquida que reveste os alvéolos, onde se transformam em mielina
tubular’. A mielina tubular libera a dipalmitoil-fosfatidilcolina e proteinas
hidrofébicas para a formacdo da monocamada na interface ar—Il'quido.6 @)
surfatante é reutilizado pelos pneumdcitos tipo Il através da captacdo dos

pequenos agregados celulares.” Essas vesiculas de surfatante s&o
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transformadas, pelo endossoma,® em corpos multivesiculares.® Esses

agregados de fosfolipidio sdo armazenados nos corpos lamelares.* Uma

pequena fragao do surfatante é fagocitada pelos macréfagos alveolares.™
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Figura 4: Ciclo de vida do surfactante pulmonar

Os Corpos Lamelares contém wuma proporgado significativa de

fosfatidilglicerol.*” Sao ricos em proteina surfatante B e proteina surfatante C.

Parece que essas proteinas s&o secretadas junto com o fosfolipl'dio.48 Acredita-

se que a proteina surfatante A recém sintetizada seja secretada

independentemente dos corpos lamelares.***!

Os corpos lamelares sao

também deficientes em proteina surfatante D, sendo que esta proteina deve ser

secretada independentemente dos Iipl'deos.49
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Existem vias sinalizadoras intracelulares nos pneumdcitos tipo Il que
levam a secrecdo do surfatante.*” Um componente chave para a sinalizagéo
envolve a elevacgao do calcio citoplasmatico, o que tem sido demonstrado em
resposta ao estiramento da célula, sugerindo que a insuflagdo do alvéolo pode
ser um estimulo fisiolégico relevante para a secregao de surfatante.*’ Dois
fatores fisiologicos estimulam a secregcdo do surfatante in vivo: a ventilagao,
que estimula a secrecdo em adultos e recém-nascidos, e o trabalho de parto,
que estimula a secrecdao em recém-nascidos.”* Ha relatos de que as
prostaglandinas e prostaciclinas estimulam a secre¢cdo de surfatante nos

pneumacitos.*?

A composicdo aproximada dos fosfolipideos dos CL humanos é a
seguinte: fosfatidilcolina 71%, fosfatidilglicerol 10%, fosfatidilinositol e
fosfatidilserina 6%, fosfatidiletanolamina 8%, esfingomielina 2% e outros 3%. O
surfatante humano tem pouco mais de fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol e

esfingomielina (73%, 12% e 4%) e pouco menos fosfatidiletalonamina(3%).*®

Os corpos lamelares sao pacotes de fosfolipidio dispostos em camadas
concéntricas que representam a forma de armazenamento do surfatante e que
podem ser contados no canal de plaquetas da maioria dos contadores
eletrénicos de células. Os Corpos Lamelares tem um didametro de 1-5um,
semelhante ao das plaquetas, esta similaridade permite o uso do contador de
células hematolégico automatizado para quantificar o numero de corpos

lamelares.
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A relacdo entre Corpos Lamelares no liquido amniotico e maturidade

50,51

pulmonar é referida desde 1966. A contagem é tdo eficaz quanto a

tradicional analise da relagdo lecitina/esfingomielina na avaliagdo da

maturidade pulmonar fetal.***?

Trabalhos subsequentes confirmaram estes
achados. A CCL passou a ser considerada mais vantajosa que a relagao
lecitina/esfingomielina na avaliagdo da maturidade pulmonar fetal por ser mais
rapido e mais objetivo, exigindo menos trabalho, podendo ser realizado com
equipamento disponivel na maioria dos hospitais, com sensibilidade em torno

de 100% e especificidade em torno de 80%.>>>4°>%¢

A contaminag&o com sangue lisado tem mostrado um efeito significante
na CCL.%® Outro estudo mostrou que a contaminagdo com sangue altera a
maioria dos testes de maturidade pulmonar fetal porque o plasma contém altas
concentragdes de fosfolipidios. Além do sangue, amostras contendo muco ou

mecdnio poderiam também alterar a ccL.

Metanalise com seis estudos comparando o desempenho da relacéo
lecitina/esfingomielina com CCL no liquido amnidtico confirma que a CCL deve
ser a primeira escolha para avaliagdo da maturidade pulmonar fetal.’ Outras

publicagdes recentes também confirmam esta conclusao.*” %

A utilizagdo da CCL no aspirado gastrico (AG) para diagnostico da SDR

ainda ¢é relativamente pouco estudada, porém com resultados

promissores.®%¢1%2
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Outra vantagem da utilizacdo da CCL em relagdo a relagdo L/E foi
demonstrada por De Roche. Esse autor utilizou a CCL em pacientes com
gestacdo complicada por diabetes mellitus e encontrou numeros de CL
similares aos encontrados em gestagcbes sem diabetes. Esses resultados
sugerem que a CCL possa nao ser falsamente elevada naquelas gestagbes

complicadas por diabetes, como acontece com a relagéo L/E.%®

Aswhood et al*® coletaram liquido amniético e acompanharam 247
recém-nascidos com |G entre 26 e 41 semanas. Destes, 28 desenvolveram
SDR e tinha CCL no LA menor ou igual a 55.000 corpos lamelares/ul.
Cinguenta e nove por cento dos casos sem SDR revelaram contagem maior
que este valor. Com o ponto de corte para a CCL maior ou igual a 50.000
corpos lamelares/ul, a sensibilidade foi de 96% e a especificidade foi de 65%.
Os autores destacaram que as amostras foram centrifugadas a 400X g durante

2 minutos e que isto poderia diminuir em 8% a contagem.

Guidini et al*® coletaram 102 amostras de LA, que foram processadas a
fresco, agitadas por 2 minutos e todas as contagens foram realizadas em
duplicatas. Dezessete pacientes desenvolveram SDR (16,7%),sendo que 11
tinham |G inferior a 35 semanas, trés entre 35 e 37 semanas e trés com IG
igual ou superior a 37 semanas. Foi verificada significante correlagcéo entre IG e
CCL, bem como entre baixa contagem e o diagnodstico de SDR. Considerando
uma CCL maior que 37.000 corpos lamelares/ul como limiar para maturidade

pulmonar fetal obtiveram uma sensibilidade de 95% e valor preditivo negativo
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de 98%.

Neerhof et al®® em seu estudo afirma que corpos lamelares tém sido
usados por mais de uma década, sendo um teste seguro para avaliagdo da
maturidade pulmonar. Considera um ponto de corte de 50.000/microl seguro
para avaliacdo da maturidade fetal e sugere que uma contagem abaixo de

15.000/microl esta relacionada a imaturidade pulmonar.
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1.2 JUSTIFICATIVA

A TTRN é uma disfuncao respiratéria frequente em recém-nascidos a
termo e proximos do termo e tém sido atribuidas a um retardo na absorg¢ao do
liquido pulmonar apds o nascimento, ndo estando claro ainda o papel da
deficiéncia e/ou da disfung¢ao do sistema surfatante na sua patogenia. Quadros
respiratorios mais intensos e prolongados, intermediarios entre a classica TTRN
e a classica DMH, classificados por uns como TTRN mais grave e por outros
como DMH mais leve podem estar associados a alteragdes maiores do sistema
surfactante pulmonar. Sabemos que o TME no LA, aspirado traqueal e AG é
um bom método para discriminar a funcao surfatante e a CCL no LA € um bom
método para avaliar a producao surfatante em recém-nascidos pré-termo com

DMH.

Existe uma necessidade de se estabelecer novos métodos de avaliacédo
de maturidade pulmonar de recém-nascidos, que sejam confiaveis, rapidos de
baixo custo, a fim de identificar logo apds o nascimento, recém-nascidos que se

beneficiariam com a administragao de surfatante.
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Outro fato presente € o grande numero de cesareas eletivas ocorrendo
em grandes hospitais, ocasionando um grande numero de recém-nascidos a

termo com TTRN, necessitando de cuidado intensivo neonatal.

Diversos métodos ja foram descritos para a avaliagdo da maturidade
pulmonar, o aspirado gastrico por conter liquido amnidtico deglutido pelo
recém-nascido, pode ser analisado quanto a quantidade de corpos lamelares,
estimando-se assim a quantidade de surfatante produzida pelos pulmdes dos

recém-nascidos.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Determinar a fungao e producéao surfatante através do TME e da CCL no

aspirado gastrico em recém-nascidos a termo com taquipnéia transitoéria.

1.3.2 Objetivos Especificos

*Comparar os resultados do TME e da CCL em recém-nascidos > 37
semanas de idade gestacional com suspeita clinica de TTRN com os de um

grupo de recém-nascidos sem DR.

*Calcular a sensibilidade e a especificidade do TME e da CCL para

discriminar recém-nascidos com TTRN.

*Avaliar uma possivel relagao entre os resultados do TME e da CCL com

a gravidade do quadro respiratorio.
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2 METODOLOGIA

2.1 Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo de caso-controle prospectivo no periodo de
agosto de 2007 a setembro de 2008, em recém-nascidos com desconforto
respiratorio logo apds o nascimento e que necessitavam de suplementacéo de
oxigénio por 06 horas. Eram criangas nascidas no Hospital Moinhos de Vento

(Porto Alegre, RS), com idade gestacional maior ou igual a 37 semanas.

Os pacientes foram seguidos pela autora deste estudo e por
neonatologistas do servigco. Aqueles com dificuldade respiratéria recebiam
oxigénio suplementar para manter uma saturagcado entre 90-95%. Todos os
casos estudados estavam com o diagnéstico inicial, antes do raio-x, de TTRN,
SDR ou DRMD, feito pelos neonatologistas. O primeiro estudo radiolégico foi
interpretado separadamente por 2 (dois) radiologistas com experiéncia em

radiologia neonatal, sem o conhecimento do quadro clinico do paciente.
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Para cada paciente com desconforto respiratorio selecionou-se um outro,
com a mesma idade gestacional, sem dificuldade respiratdria, como controle.

Os dados referentes aos pacientes com DR foram coletados pela autora.

O TME foi realizado pela autora no Hospital Moinhos de Vento e por 02

neonatologistas de modo cego do Hospital S&o Lucas da Puc-RS.

2.2 Populagao e Amostra

A populacdo estudada inclui 21 (vinte e um) recém-nascidos com idade
gestacional = 37 semanas com DR logo apds o nascimento, com suspeita
clinica de TTRN, admitidos na UTI Neonatal do Hospital Sdo Lucas da PUCRS
e na UTI Neonatal do Hospital Moinhos de Vento. Como controles, 21 (vinte e

um) recém-nascidos da mesma idade gestacional sem DR.

2.2.1 Critérios de Inclusao




Metodologia 41

Foram incluidos no estudo recém-nascido com disfungédo respiratoria
logo apds o nascimento, com suspeita clinica de TTRN, e que necessitaram de
suplementacdo de oxigénio por mais de 6 horas para manter saturagao

transcutanea de O, entre 90-95%.

O grupo controle foi constituido de recém-nascidos a termo normais,

sem DR.

2.2.2 Critérios de Exclusao

Foi planejada a exclusdo de recém-nascidos com qualquer outro
diagnostico especifico que ndo TTRN ou SDR ou Doencga respiratoria mal-

definida (DRMD).

Especificamente, foi prevista no projeto a ndo inclusdo de pacientes

com:

eHipoplasia pulmonar, hérnia diafragmatica congénita, pneumotérax.

eCardiopatias congénitas.
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eBolsa rota > 18 horas.

eCorioamnionite, febre materna.

eAsfixia grave — Apgar no 5° minuto< 6.

e Malformagdes congénitas significativas.

o[ A meconial.

*AG hemorragico cuja amostra tenha um hematdécrito maior que 1%.

O primeiro estudo radiologico de térax, realizado nas primeiras horas de
vida, foi avaliado, independentemente, por 2 (dois) radiologistas com
experiéncia em radiologia neonatal, sem conhecimento dos dados clinicos dos

pacientes.

De acordo com sua interpretacdo, o RX dos pacientes com DR foram
classificados como: TTRN, DMH, Outro Diagnéstico Especifico, RX mal-

definido e RX normal.

Pacientes com outro diagnéstico especificos foram excluidos

posteriormente da analise.

2.2.3 Critérios para Diagnostico de Taquipnéia Transitéria do Recém-nascido

(Grupo 1).
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eClinicos: taquipnéia — frequéncia respiratéria (FR) > 60/minuto, com
necessidade de oxigénio por, no minimo 6 horas, nas primeiras 24 horas

de vida para manter saturagéo transcutanea de oxigénio entre 90-95%.

eRadioldgicos: presenga de estrias partindo do hilo pulmonar,
hiperinsuflacido pulmonar e presencga de liquido intercissural no espaco

pleural.

2.2.4 Critérios para Diagnostico de Sindrome do Desconforto Respiratério do

Recém-nascido (Grupo 2).

¢Clinicos: desconforto respiratorio observado nas primeiras horas de
vida, com progressdao da necessidade de oxigénio para manter a

saturagao transcutanea entre 90-95%.

e Radiologicos: presengca de infiltrado reticulo-granular  difuso,

broncograma aéreo e hipoexpansao pulmonar.

2.2.5 Critérios para Diagnéstico de Desconforto Respiratério Mal Definido do

Recém-nascido (Grupo 3).
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eRadioldgicos: foram incluidos neste grupo os recém-nascidos cujo
primeiro estudo radiolégico, realizado nas primeiras horas, fosse definido
como inconclusivo ou quando houvesse discordancia entre os

radiologistas quanto ao diagnéstico de TTRN ou SDR.

2.2.6 Critérios para Inclusao no Grupo Controle (Grupo 4).

Para cada RN com DR incluido no estudo foi selecionado um controle a
termo de mesmo sexo e mesma via de nascimento (cesariana eletiva), sem DR.

Estes pacientes nao foram submetidos a RX de térax.

Foram coletados dados do prontuario, tais como idade gestacional pela
DUM, idade gestacional pediatrica pelo método de New Ballard® ou ecografia
obstétrica precoce com menos de 20 semanas, sexo do RN, tipo de parto,
tempo de bolsa rota (em horas), uso de corticoide materno pré-natal antes do
parto, peso de nascimento, evolugao clinica. Em todos os bebés foi coletado
aspirado gastrico nos primeiros 30 minutos de vida para realizagdo do TME e

da CCL.
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2.2.7 Variaveis Principais:

*TME;

*CCL.

2.2.7.1 Variaveis de Caracterizacdo da Amostra

eldade Gestacional (IG);

oPeso;

eAdequacao entre peso/idade gestacional;

eSexo;

eEscore de Apgar;

eV/ia de nascimento;

ePatologias maternas;

oCorticoide Antenatal.

2.2.7.2 Variaveis de Desfecho:

ePresenca de critérios diagnosticos para DMH, TTRN ou DRMD.
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Grupo controle com a mesma idade gestacional, sexo e sem DR;

eTempo total de necessidade de oxigénio maior 40%;

*FiO, maxima utilizada (por periodo maior que uma hora né&o

considerando aumentos transitorios de Os.)

eNecessidade de CPAP/ Ventilacdo Mecanica;

eUso de surfatante.

2.2.7.3 Operacionalizacdo das Variaveis:

e TME no AG: foi registrado o numero de microbolhas estaveis em
cada amostra de aspirado gastrico. Foram considerados microbolhas
estaveis aquelas menores de 15 um presentes apdés 4 minutos,

contadas em microscépio com aumento de 100 vezes;

e CCL no AG: numero de corpos lamelares em cada amostra do
aspirado gastrico, definido como o numero de plaquetas lido pelo

contador eletrénico de células Sismex XT-1800i;

¢ |dade gestacional foi definida pela data da ultima menstruagao
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(DUM) ou ECO precoce (com menos de 20semanas), confirmada

pela estimativa feita pelo método de Capurro.

e Peso ao nascer: obtido do prontuario do paciente (expresso em

gramas);

e Adequacao entre peso/idade gestacional: os recém-nascidos foram
classificados em trés grupos, segundo as curvas de crescimento
intra-uterino de Usher e Mclean." Foram considerados adequados
para idade gestacional (AIG) os recém-nascidos que se situarem
dentro da faixa de dois desvios-padrdo acima ou abaixo da média;
grandes para idade gestacional (GIG) quando acima desta faixa; e

pequenos para idade gestacional (P1G) quando abaixo da faixa;
e Sexo: obtido através do exame fisico do recém-nascido;
eEscore de Apgar (1° e 5° minutos de vida): obtido do prontuario;

oCritérios diagndsticos: os recém-nascidos que desenvolverem DR
durante as primeiras 24 horas de vida foram classificados como
tendo SDR, TTRN ou DRMD, conforme os critérios descritos

anteriormente (item 4.2);

eTempo de oxigenioterapia: o tempo em oxigenioterapia foi
considerado curto (<24 horas), médio (entre 24 e 71 horas) ou longo

(> 72 horas);
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*FiO, maxima: foi definida com a Fio2 maxima usada (por um periodo
maior que uma hora continua). A dificuldade respiratéria foi
considerada leve se A FiO, maxima fosse <0,4 e grave se >0,4 para

que fosse mantida uma saturagao transcuténea entre 90 e 95%.

2.3 Coleta do Material

A sondagem e a aspiragao gastrica € um procedimento de rotina na UTI
Neonatal do Hospital Moinhos de Vento. O aspirado geralmente é
desprezado.Utilizamos este material, coletado dentro dos 30 minutos de vida,

para realizacdo da CCL e TME.

Assim, uma amostra de AG foi obtida de todos os bebés por sondagem

gastrica nos primeiros 30 minutos de vida para realizagdo do TME e CCL.

2.3.1 Material Necessario:

eFrascos tipo Eppendorf de 2ml para armazenamento das amostras;

eMicroscoépio com |aminas e pipetas para TME — disponivel na Unidade de

Neonatologia;

eContador Eletronico de Plaquetas (Sysmex) — disponivel no Laboratério de
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Hematologia do HSL-PUCRS.

O material coletado na no Hospital Moinhos de Vento foi transportado

acondicionado em caixa de isopor com gelo seco.

2.3.2 Testes das Microbolhas Estaveis

Apos a coleta, a amostra do AG foi congelada a —20°C. O teste era
realizado pela autora, de maneira cega, entre 48 e 96 horas do inicio do
congelamento, de acordo com a técnica descrita por Pattle et al® com pequenas
modificagdes. A técnica é utilizada de rotina para diagnéstico de SDR nos

pacientes da UTI-Neonatal do HSL-PUCRS.??

As dosagens eram realizadas no HSL-PUCRS, sendo que o material
coletado na UTI-Neonatal do Hospital Moinhos de Vento foi transportado

acondicionado em caixa de isopor com gelo seco.

Para a realizagdo do teste as amostras foram descongeladas em ar
ambiente. Apds, o material foi suavemente homogeneizado, entdo, uma
amostra de 40 microlitros foi aspirada através de seringa de insulina e colocada
sobre lamina micrométrica (Objective Micrometer, Olympus, Tokyo). Esta

amostra foi aspirada e expelida durante 6 segundos (em torno de 20 vezes)
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através de uma pipeta de Pasteur de 22 cm de comprimento, acoplada a uma
borracha de pipetar, produzindo-se um som caracteristico durante o
procedimento. A lamina micrométrica sera imediatamente invertida, de modo a
formar uma gota pendente. Essa gota foi examinada apos 4 minutos, utilizando-

se microscopia de 100 aumentos.

O numero de microbolhas com menos de 15 microbmetros em quatro
diferentes areas da gota foi contado, e a quantidade de bolhas em 1 mm? foi

calculada a partir da média dessas quatro areas.

2.3.3 Contagem de Corpos Lamelares (CCL):

Da mesma forma que para o TME, a mesma amostra do aspirado
gastrico era congelada a —-20°C. Entre 48 e 96 horas a amostra era
transportada para o Laboratério de Hematologia do Hospital Sdo Lucas para a

realizagcao da CCL, num analisador eletrénico de células.

A quantidade necessaria de aspirado gastrico utilizada era de 50ul a
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100ul O volume da amostra era colocado em um tubo de ensaio contendo

solucao dithiothireitol.

Para realizar a CCL, foi diluido dithiothreitol®- DTT (Invitogen, Califérnia,
United States) e diluido em agua- 10mg/ml- foi preparado. O aspirado gastrico
era congelado em tubos Eppendorf para uso. O restante do aspirado gastrico
usado para a CCL era de 50ul a 100ul. As amostras eram colocadas em tubos
contendo o diluente DTT na proporgao de 1 parte de aspirado gastrico para 6
partes de DTT. Esta amostra de diluente era agitada por 10 segundos no
aparelho Vortex Ap 56. (Phoenix, Araraquara, Brasil), e finalmente o material
era aspirado pelo Sysmex XT-1800i, contador de células(Sysmex Corporation,
Japan).O DTT foi comprado pela pesquisadora. O numero de plaquetas

contado representava o numero de corpos lamelares.

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

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

entre as células e o reagente diluente, as células podem ser analisadas tanto
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em quantidade como em tamanho, detectando e medindo esta diferenga em

resisténcia.

Flgura 1: Aparelho contador hematoldgico de células Sysmex XT1800i

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

distorcao de células associadas com os métodos tradicionais de analise.

Quando uma célula sanguinea passa através da abertura, aumenta a
resisténcia elétrica entre os eletrodos, causando uma alteragdo de voltagem
entre os eletrodos proporcionais a alteracao da resisténcia e ao volume ciliar

que passa através da abertura gerando um pulso celular. O resultado dos
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tamanhos dos pulsos sdo observados na forma de uma curva de distribuigdo do

tamanho de particulas, que reflete o tamanho das células sanguineas.

2.4 Analise Estatistica

Os dados foram processados e analisados com o auxilio dos programas

Excel 2003 e SPSS versao 10.0.

Para descricdo das variaveis quantitativas e qualitativas foram utilizadas

estatisticas descritivas como média, mediana, minimo e maximo.

Para verificar a existéncia de diferenga entre os grupos com e sem

TTRN, utilizou-se o teste Kruskal-Wallis. O nivel de significancia foi p< 0,05.

Foram realizados os calculos das medidas de desempenho dos testes e
respectivos limites de confianca (95%) para diagndstico de deficiéncia de

funcao e/ou producao de surfatante.

2.5 Aspectos Eticos
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O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS em
22 de setembro de 2006. (oficio 1110/06) e pelo Comité de Etica em Pesquisa

do Hospital Moinhos de Vento em setembro de 2007. (oficio 2007/46).

Foi solicitado consentimento pds-informado dos pais ou responsaveis

pelo recém-nascido.

O pesquisador se comprometeu com a garantia de privacidade das
informacdes a que teve acesso através da presente pesquisa, nao utilizando os
dados dos pacientes ou dos testes realizados para intervencdo na conduta
terapéutica ou utiliza-los de forma que possa expor os pacientes a riscos

morais ou éticos.

A sondagem gastrica € um procedimento de rotina na recepgéo de todos
0s recém-nascidos a termo e prematuros. Além disso, o AG ja é usualmente

coletado rotineiramente nas maternidades.
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RESUMO

INTRODUGCAO: Taquipnéia transitéria do recém-nascido (TTRN) é uma causa
frequente de dificuldade respiratéria nos primeiros dias de vida e tem sido
atribuida, basicamente, a um retardo na absorcdo do liquido pulmonar fetal.
Tem sido levantada suspeita de que uma deficiéncia ou disfuncdo do sistema
surfactante esteja envolvida na patogénese da doenca.

OBJETIVO: Quantificar os corpos lamelares e a fungéo surfatante, no aspirado
gastrico de recém-nascidos a termo, nascido de parto cesareo, com diagndéstico
clinico inicial de taquipnéia transitéria, através da contagem destes corpos e do
teste das microbolhas estaveis (TME).

METODOS: Foi realizado um estudo caso-controle incluindo 42 pacientes com
idade gestacional > 37 semanas de gestacéo (21 com diagndstico clinico inicial
de TTRN e 21 sem disfungao respiratoria), todos nascidos de parto cesareo,
tendo sido feito nestes recém-nascidos aspirado gastrico nos primeiros minutos
de vida para a CCL e para o TME. Os pacientes com dificuldade respiratéria
foram seguidos clinicamente para avaliagdo da gravidade do quadro
respiratorio. A dificuldade técnica na feitura da CCL, devido a consisténcia
espessa da secregao gastrica, foi superada pelo uso de um fluidificante
(dithiothreitol).

RESULTADOS: Os pacientes com TTRN e controles eram comparaveis no que
se refere ao peso ao nascer, idade gestacional, sexo e escore de Apgar Na
comparagao entre os grupos a contagem dos corpos lamelares e das
microbolhas estaveis foi significativamente menor no grupo com TTRN (CCL
68.000+£56.000/uL x 129.000+£72.000/uL — p=0,004 e TME 48139 x 81133
microbolhas/mm? — p=0,013). Os recém-nascidos com TTRN que ficaram mais
de 24 horas ap6s o0 nascimento em oxigénio tiveram uma CCL
significativamente mais baixa que os que ficaram menos de 24 horas em
oxigénio (41.000£25.000 x 104.000+66.000 - p=0,029). Quando o ponto de
corte foi de 48 horas o valor de p foi 0,055. Com relagcédo ao TME observou-se
diferenga significativa apenas no ponto de corte de 48 horas (28+31 x 5639
microbolhas/mm? - p=0,047).

CONCLUSOES: Os dados sugerem que recém-nascidos a termo com TTRN
tém uma baixa produgdo de corpos lamelares associada, a uma reduzida
funcao surfatante, e que quanto maiores forem estas alteragcdes maior chance
da crianga ter uma doenga mais prolongada.

DESCRITORES: Taquipnéia transitéria do recém-nascido, Surfatante
pulmonar, Teste das microbolhas estaveis, Contagem de corpos lamelares,
recém-nascidos.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Transient tachypnea of the newborn (TTN) is a frequent cause
of respiratory distress in the first days of life and has been attributed, basically,
to a delay of absorption of lung fetal fluid. It has been suspected that surfactant
deficiency plays a role in the pathogenesis of the disease.

OBJECTIVE: The objective of this study was to quantify lamellar bodies and to
evaluate surfactant function in gastric aspirates of term newborn infants, born
through cesarean section, with the initial clinical diagnosis of TTN, through the
lamellar body count (LBC) and the stable microbubble test (SMT).

METHODS: It was performed a case-control study in 42 patients with
gestational age > 37 weeks (21 with initial clinical diagnosis of TTN, and 21
without respiratory distress), all born of cesarean section, being done in these
newborns gastric aspirate for LBC and SMT in the first minutes of life. The
patients with respiratory distress were followed clinically to evaluate the severity
of the respiratory distress. The technical difficulty to perform the LBC, due to the
thickness of the gastric fluid was overcome by the use of a fluidifyier
(dithiothreitol).

RESULTS: The patients with TTN and controls were comparable as far as birth
weight, gestational age, gender and Apgar score. When comparing the groups
the LBC and the stable microbubbles were significantly lower in the TTN group
(LBC 68,000+56,000/uL x 129,000+72,000/uL — p=0.004 e SMT 48439 x 81+33
microbubbles/mm? - p=0,013).

The newborn infants with TTN who stayed more than 24 hours after birth in
oxygen had a LBC significantly lower than the infants who stayed less than 24
hours in use of oxygen (41,000+25,000 vs.104,000£66,000 - p=0,029). When
the cutoff point was 48 hours the p value was 0.055. As far as the SMT it was
observed a significant difference only with the cutoff point of 48 hours. (28+£31 x
56+39 microbubbles/mm? - p=0,047).

CONCLUSIONS: The data suggest that term newborn infants with TTN have
low production or/and destruction of lamellar bodies associated to decreased
surfactant function and that the more significant are these alterations more
chances will have the infant of a more prolonged disease.

KEY WORDS: Transient tachypnea of the newborn, Pulmonary surfactant,
Stable microbubble test, Lamellar body count.
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INTRODUGAO

A taquipnéia transitéria do recém-nascido (TTRN) €& uma causa
frequente de desconforto respiratério nos primeiros dias de vida. Foi descrita
primeiramente por Avery et al em 1966." Os recém-nascidos com essa
sindrome apresentam graus variados de taquipnéia, podendo também
apresentar outros sinais de dificuldade respiratoria tais como batimento de asas
nasais, retragdes subcostais e intercostais e gemido expiratério. Estes recém-
nascidos geralmente necessitam de concentracbes baixas de oxigénio
(usualmente uma FiO2<0,40) para manter uma saturagdo adequada do sangue
arterial. Crepitacbes ndo sao frequentes. Os sintomas costumam persistir por
dois a cinco dias. Os sinais radiolégicos caracteristicos da TTRN sao estrias
partindo dos hilos pulmonares, hiperinsuflacdo pulmonar, evidéncia de liquido

intersticial e pleural, cissuras interlobares proeminentes e cardiomegalia. 23

Fatores de risco descritos incluem diabetes, parto cesareo, parto cesareo
sem trabalho de parto, sedagdo materna, asfixia perinatal moderada, asma
materna, exposi¢cao a agentes betamiméticos, policitemia e hipervolemia. 90
trabalho de parto reduziria a incidéncia de TTRN principalmente pelo estimulo
a producédo de catecolaminas, levando a um aumento da reabsorg¢ao do liquido
pulmonar e preservacdo do sistema surfactante.'®" A alta freqiiéncia de TTRN
em partos cesareos e estudos experimentais em animais, mostrando um atraso
na absorcdo do fluido pulmonar logo apdés o nascimento por cesariana,

sugerem esta associagdo .
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Entretanto, ha algumas evidéncias de que uma moderada disfungédo ou
deficiéncia da produgdo de surfatante pulmonar esteja associada a esta
sindrome. Baixos niveis de fosfatidilglicerol no fluido pulmonar e no liquido
amnidtico foram encontrados em pacientes com TTRN e niveis baixos de

fosfatidilcolina e fosfatidilinositol também foram observados.'>?°

Penn et al analisaram a presencga de fosfatidilglicerol (FG) e a relagao
lecitina/esfingomielina (L/E) no liquido amnidtico, definindo uma relagdo L/E<2
e um FG negativo como indicativo de deficiéncia de surfactante (pulmao
imaturo), uma relagéo L/E>2 e um FG negativo como indicativo de imaturidade
parcial e uma relagdo L/E>2 e um FG positivo como indicativo de maturidade
pulmonar.16 Seis dos recém-nascidos com imaturidade parcial n&o
desenvolveram dificuldade respiratoria apdés o nascimento e sete
desenvolveram TTRN, necessitando de tratamento em unidade de tratamento
intensivo neonatal. Os caracterizados como tendo pulmdo maduro néo
desenvolveram desconforto respiratéorio e o0s com pulmao imaturo

desenvolveram sindrome do desconforto respiratorio.

James et al observaram associagcdo entre TTRN e deficiéncia de
fosfolipidio (fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol) no liquido amnidtico. Sugeriram
que esta deficiéncia poderia ser secundaria ao acumulo de fluido pulmonar,
danificando o epitélio alveolar.?’ Staub, entretanto, sugere que a anormalidade
do sistema surfatante poderia ser um problema primario, pois a falta de

surfactante aumentaria a tensdo superficial alveolar causando edema
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pulmonar.21 Nestes casos seria feito o diagnéstico de TTRN e n&o de sindrome
do desconforto respiratério do recém-nascido (SDR) e a principal manifestagao
de deficiéncia de surfactante seria acumulo de fluido pulmonar, e nao
atelectasias. Atelectasias ndo seriam os achados dominantes porque seus
pulmdes ja tinham um certo nivel de maturidade pulmonar e a presenca de

liquido pulmonar poderia prevenir os colapsos alveolares.

Ha relato também de aumento da frequéncia de testes do “click”
negativos no aspirado traqueal e gastrico de pacientes com TTRN* e em
estudos prévios realizados em nossa instituicao foi observada uma redugao na
contagem de microbolhas estaveis no aspirado gastrico destes pacientes,
sugerindo uma producéo insuficiente ou uma disfungao do sistema surfatante,
associadas a esta sindrome.? Este Ultimo teste, desenvolvido por Pattle?* tem
mostrado boa acuracia para definir a presenca de imaturidade pulmonar. E um

teste simples e rapido podendo ser realizado no liquido amniético,”>% no

29-31 32-36

aspirado traqueal e no aspirado gastrico.

Outro teste que tem ganho aceitagdo nos ultimos anos para a avaliagéao
da maturidade pulmonar fetal € o da contagem de corpos lamelares (CCL)
utilizando-se de um contador de células hematolédgicas, disponivel hoje em
qualquer laboratério. A técnica foi descrita por Dubin, em 1989, no liquido
amniotico.’” Os corpos lamelares tem um diametro similar ao das plaquetas
permitindo assim sua contagem, como se fossem plaquetas, no canal

correspondente do contador de células. A CCL no liquido amnidtico passou a
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ser considerada mais vantajosa que a relagédo lecitina/esfingomielina na
avaliagdo da maturidade pulmonar fetal. A quantidade de corpos lamelares

estima a producao de surfatante pelos pneumdcitos tipo Il.

O objetivo deste estudo foi quantificar os corpos lamelares e a fungéo
surfatante, no aspirado gastrico de recém-nascidos a termo, nascido de parto
cesareo, com diagnostico clinico inicial de taquipnéia transitéria, através da

contagem destes corpos e do teste das microbolhas estaveis (TME).

PACIENTES E METODOS

Foi realizado um estudo caso controle prospectivo no Hospital Moinhos
de Vento e no Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade Catdlica, Rio

Grande do Sul, Brasil, de setembro de 2007 a setembro de 2008.

Recém-nascidos de parto cesareo, com idade gestacional >37 semanas,
com diagnostico inicial de TTRN, eram incluidos no estudo. Para cada recém-
nascido com este diagnostico era incluido um controle, também nascido de
parto cesareo, desta mesma faixa de idade gestacional. Esta foi determinada
pela data da ultima menstruacéo, confirmada por ecografia obstétrica antes de

20 semanas de gestagdo. Nao eram incluidos recém-nascidos que
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apresentassem liquido amnidtico meconial ruptura prematura de membranas
(>18 horas) e evidéncias de corioamnionite. Pacientes com malformacdes
congénitas ou doengas respiratorias especificas que ndo TTRN e SDR também
nao eram incluidos no estudo. Os critérios para diagnostico de TTRN eram a
presencga de taquipnéia (frequéncia respiratéria >60 movimentos por minuto) e
necessidade de oxigénio suplementar por mais de 6 horas para manter uma
saturagdo transcutédnea entre 90-95%, associadas a um padrdo radiolégico
compativel com o diagnostico (infiltrado bilateral caracterizado por estrias
partindo do hilo, presenca de liquido intercissural ou pleural e hiperinsuflacéo

pulmonar).

A coleta do aspirado gastrico era realizada dentro dos primeiros 30

minutos de vida com uma sonda n° 6 ou n° 8, adaptada a uma seringa de 20ml.

Nos pacientes com dificuldade respiratéria era realizado um estudo
radiologico de pulmdes dentro das primeiras 12 horas de vida. Os controles,
sem dificuldade respiratoria, ndo eram submetidos a exame radiolégico. O
estudo radiolégico era avaliado independentemente por 2 (dois) radiologistas
pediatricos, com experiéncia em radiologia neonatal. De acordo com a
interpretacdo dos radiologistas os pacientes com dificuldade respiratoria eram
classificados como tendo TTRN tipica, SDR tipica ou um raio-x mal definido ou
normal. O raio-x era considerado mal definido se ambos os radiologistas
concordassem que nao era caracteristico de TTRN ou de outra doenca

pulmonar ou se houvesse discordancia entre eles acerca do diagnostico.




Artigo Original 65

O material era codificado para que o operador ndo soubesse se tratava
de um caso de TTRN ou de um controle normal e congelado a -20°C até que

fosse examinado.

Entre 48 e 96 horas apdés o nascimento as amostras eram

descongeladas a temperatura ambiente para a realizagado da CCL e do TME.

Para realizar a CCL, dithiothreitol® DTT (Invitrogen, California, United
States) em agua destilada — 10mg/ml era preparado previamente e mantido
congelado a -20°C em tubos Eppendorf até seu uso. A quantidade de aspirado
gastrico utilizado para cada CCL era de 50 a 100 ul. A amostra era colocada
em um tubo de ensaio com solugcdo diluida de dithiothreitol na proporgcdo de
uma parte de aspirado gastrico para 6 partes de DTT. A amostra diluida
passava pelo agitador de tubos Vortex Ap 56 (Phoenix, Araraquara, Brasil), por
10 segundos. Apds, o material era aspirado pelo contador automatico de
células Sysmex XT-1800i (Sysmex Corporation Japao). O DTT utilizado foi
adquirido no comeércio pelos pesquisadores. O numero de plaquetas contado
era considerado como o numero de corpos lamelares. No aparelho Sysmex as

dimensodes aceitaveis para plaquetas variam de 2 a 30fl .

O TME era realizado conforme a metodologia descrita por Pattle et al.?

com pequenas modificagées.”’




Artigo Original 66

Os dados perinatais, o tempo total em oxigénio suplementar, a fragédo
maxima de oxigénio inspirado (FiO;), a necessidade de suporte ventilatorio e a

administracdo de surfatante exdgeno eram registrados.

Foi realizada uma analise descritiva utilizando média, mediana, minima e
maxima para as variaveis quantitativas e proporcbes para as variaveis
qualitativas. Para verificar a existéncia de diferengas entre os grupos com e

sem TTRN, utilizou-se o teste Kruskal-Wallis.

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

Este estudo foi aprovado pelas comissdes de ética em pesquisa da
Pontificia Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul e do Hospital Moinhos

de Vento.

RESULTADOS

Um total de 42 pacientes foram incluido no estudo, sendo 21 com
diagnostico clinico inicial de TTRN e 21 sem dificuldade respiratoria. Os dois
radiologistas pediatricos consideraram que 16 dos 21 pacientes com dificuldade
respiratoria apresentavam um raio-x caracteristico de TTRN e 5 deles um raio-x

nao tipico nem de TTRN nem de outra doencga respiratéria especifica. Nenhum
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paciente teve o diagndstico radiolégico de sindrome do desconforto respiratorio

do recém-nascido tipico.

As caracteristicas principais dos pacientes com diagndstico de TTRN
inicial ao nascimento e dos controles estdo mostradas na tabela |. Os pacientes

eram comparaveis no que se refere ao peso ao nascer, idade gestacional, sexo

e escore de Apgar.

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes com o diagnéstico inicial de taquipnéia

transitoria e dos controles.

Média DP Mediana Min. Max. P
Peso (g)
TTRN 3168 408 3165 2360 3835 0,597
Controles 3122 413 2980 2540 3920
IG (semanas)
TTRN 37,6 0,7 37 37 39 0,506
Controles 37,6 0,7 38 37 39
Sexo Masculino
TTRN 12(57%) - - - - 0,764
Controles 11(52%) - - - -
Apgar 1° minuto
TTRN 7,7 1,9 8 2
Controles 8,5 0,5 8 0,071
Apgar 5° minuto
TTRN 9,3 0,5 9 7 10
Controles 9,0 0,7 9 9 10 0,251

TTRN = Taquipnéia transitdria do recém-nascido; |G = Idade gestacional
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Nenhum paciente com TTRN fez uso de pressao positiva continua. Dois
pacientes foram colocados em ventilagdo mecanica, um por 24 horas e 0 outro
por apenas duas horas. Estes 2 pacientes mais um terceiro receberam uma
dose de surfatante. Os 3 pacientes pertenciam ao grupo em que o diagnéstico
radiolégico foi de TTRN tipica. Nenhum recém-nascido caracterizado
radiologicamente como tendo raio-x mal definido fez uso de ventilagdo

mecanica e surfactante exdgeno.

O resultado da contagem dos corpos lamelares e das microbolhas no
aspirado gastrico dos pacientes com TTRN e controles é mostrados na tabela
2. Observou-se uma diferenga estatisticamente significativa entre os 2 grupos
de recém-nascidos (p=0,004 na comparagao da CCL e p=0,013 na contagem
de microbolhas estaveis). Quando analisados apenas os 16 pacientes com
TTRN radiologicamente tipica comparados com os controles a diferenga
estatistica persistiu para a CCL (p=0,006), enquanto que para o TME o valor de

p foi de 0,051).

Com o ponto de corte de 70.000 corpos lamelares/pL e 35 microbolhas
estaveissmm® a sensibilidade e a especificidade dos testes para o
estabelecimento do diagnodstico de TTRN foi de 71% e 71% respectivamente

paraa CCL e 71% e 91% para o TME.

A media e o desvio padréo do tempo de uso de oxigénio pelos pacientes
com TTRN foi em média 37,3+34,1 horas. Os 5 pacientes que tinham raio-x

nao tipico de TTRN permaneceram em média menos tempo em oxigénio
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(27,2+25,7 horas). Nao se observou diferenga estatisticamente significativa

entre estes 2 grupos.

Tabela 2. Contagem comparativa de corpos lamelares e microbolhas estaveis
em recém-nascidos com TTRN e controles.

N Média DP Mediana Minimo Maximo P

CCL
TTRN 21 68.000 56.000 63.000 7.000 203.000

Controles 21 129.000 72.000 119.000 28.000 259.000 0,004

TME
TTRN 21 48 39 29 4 122
Controles 21 81 33 80 22 156 0,013

TTRN = Taquipnéia transitoria do recém-nascido; DP = Desvio padrao; CCL =
Contagem de corpos lamelares/uL; TME = Teste das microbolhas estaveis
(microbolhas/mm?)

Os recém-nascidos que ficaram mais de 24 horas em oxigénio tiveram
uma contagem de corpos lamelares significativamente mais baixa que os
recém-nascidos que ficaram menos de 24 horas em oxigénio (p = 0,029) —
Tabela 3. Quando o ponto de corte foi de 48 horas o valor de p foi limitrofe (p =
0,055). Com relagcédo ao TME observou-se diferenca significativa apenas no

ponto de corte de 48 horas (p = 0,047). Por outro lado, ndo foi observada
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diferenca estatisticamente significativa nas contagens quando comparados os

recém-nascidos que necessitaram uma Fi02<0.40 ou =0,40.

Tabela 3. Comparagao da contagem de corpos lamelares e de microbolhas
estaveis de acordo com o tempo em oxigénio (mais ou menos de
24 e de 48 horas) e FiO, maximo utilizado (mais ou menos de
0.40).

N Média DP Mediana Minimo Maximo P

CCL

<24h 9 104.000 66.000 105.000 7.000 203.000

>24h 12 41.000 25.000 32.000 7.000 84.000 0,029
TME

<24h 9 59 42 65 4 122

>24h 12 39 35 28 8 102 0,255
CCL

<48h 15 81.000 59.000 70.000 7.000  203.000

>48h 6 35.000 28.000 25.000 7.000 77.000 0.055
TME

<48h 15 56 39 35 4 122

>48h 6 28 31 14 8 89 0,047
CCL

FiO2<0,40 10 88.000 63.000 74.000 7.000  203.000

FiO2>0,40 11 49.000 43.000 28.000 7.000 140.000 0,129
TME

FiO,<0,40 10 60 41 51 4 122

FiO2>0,40 11 37 35 25 8 105 0,139

FiO, = Fragao de oxigénio inspirado; DP = Desvio padrao; CCL = Contagem de
corpos lamelares; TME = Teste das microbolhas estaveis
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo confirmam a associag&o, previamente
descrita, entre alteragdo no sistema surfactante e o diagnostico de Taquipnéia
Transitéria do recém-nascido. A utilizagdo somente de bebés a termo
submetido a cesariana eletiva permite uma redugao de potenciais fatores de

confusdo possivelmente presentes em estudos anteriores.*>%"*

Além disto, foi utilizada a contagem de corpos lamelares e de microbolhas
estaveis, o que permite uma analise de producido e funcdo do surfactante na
secrecdo gastrica destes bebés. Os corpos lamelares sdo estruturas onde sao
armazenadas as substancias surfatante nos pneumocitos tipo Il. Estes
corpusculos sao eliminados para o interior dos alvéolos pulmonares por
exocitose. Parte deles transforma-se em mielina tubular, vindo suas moléculas
a formar a camada que se distribui na interface ar-liquido, reduzindo a tensao
superficial alveolar. Parte destes corpusculos sdo dispersos pela via aérea,
podendo ser encontrados no liquido amniético e no suco gastrico do feto. Sua
quantidade no liquido amnidtico estima a producéo de substancias surfactantes
e assim o estado de maturagdo pulmonar do feto. A contagem de corpos
lamelares na secregcdo gastrica de recém-nascidos somente recentemente
passou a ser utilizada em nosso meio pelas dificuldades impostas pelas
caracteristicas da secregdo: € um liquido espesso, ndo homogéneo, com

grumos, havendo dificuldade de processa-lo no contador de células. Este
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problema foi solucionado, em estudo recente, pela utilizacido de um fluidificante
eficaz para liquefazer e homogeneizar o suco gastrico. Neste mesmo estudo o
processo de congelamento destas amostras diluidas em dithiothreitol por até 72

horas também n&o alterou a contagem de modo significativo.

No presente estudo, realizado apenas em recém-nascidos a termo, todos
nascidos por cesariana, além da mais baixa contagem de microbolhas foi
observado uma redugdo significativa na contagem de corpos lamelares,
confirmando a observacado anterior em estudo realizado em pacientes com
idade gestacional 234 semanas com TTRN.** O fato de ambos os testes
estarem alterados sugere que a fungéo surfactante esteja reduzida devido a
uma menor produgdo, nao por simples inibicdo da funcido surfactante.
Entretanto, a alternativa de destruicdo dos corpos lamelares nas vias aéreas
como causa da diminuicdo da fungdo surfactante, embora muito improvavel,

nao pode ser totalmente excluida.

Recém-nascidos a termo, em que a sindrome de desconforto respiratorio
€ muito menos frequente, muitas vezes, apresentam logo apds o nascimento
um quadro de dificuldade respiratoria leve ou moderada rotulada pelos
neonatologistas de TTRN. Porém, muitas destas criangas apresentam uma
dificuldade respiratoria mais grave, necessitando oxigénio suplementar por um
tempo mais prolongado e em concentragées mais altas, alguns necessitando
de pressdo positiva continua e mesmo ventilagdo mecanica. Alguns

apresentam hipertensdo pulmonar persistente como uma complicagdo
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associada. Os resultados deste trabalho sugerem que na maioria dos casos de
dificuldade respiratoria destes bebés a termo, nascidos por cesariana, existe

alteracdo quantitativa e funcional do sistema surfactante.

A TTRN é tradicionalmente considerada uma sindrome causada pela
retencdo de liquido pulmonar. Entretanto, tem sido sugerido que o aumento da
tensdo superficial secundaria a deficiéncia de surfactante induza ao aumento
de liquido intersticial pulmonar. As evidéncias deste estudo e de outros
corroboram com este possivel mecanismo. Também € possivel que, dentro do
quadro clinico frequentemente diagnosticado como TTRN, possam estar
presentes sindromes semelhantes com etiologias diferentes, porém de dificil
diferenciagdo. Os resultados das interpretagbes dos exames radiograficos nao
tiveram associacdo com os resultados dos testes de maturidade pulmonar e
houve discordancia na interpretacédo apenas em 5 dos 21 pacientes. Nestes
bebés a termo, mesmo que tenham deficiéncia de surfactante, € possivel que
por terem maior forca muscular e uma caixa toracica menos complacente em
relacdo ao prematuro, o componente de atelectasia alveolar seja menos
proeminente e visivel e que a pressao negativa gerada pela sua musculatura
intensifiquem o edema intersticial, aumentando a retengdo de liquido e por
conseguinte aumentando as caracteristicas radiologicas associadas a retengao

de liquido pulmonar.

E dificil prever a evolucdo destes quadros respiratérios de recém-nascidos

a termo. Na pratica clinica, pacientes com o diagnostico inicial de TTRN que




Artigo Original 74

evoluem para um quadro mais grave, mesmo quando necessitam de ventilagao
mecanica, frequentemente n&o recebem surfactante exdgeno, pois a
dificuldade respiratoria ndo € atribuida a deficiéncia de surfactante. Portanto,
nestes casos mais graves, a utilizagdo de um teste de avaliagdo da maturidade
pulmonar poderia auxiliar na decisao de se utilizar surfactante de modo menos

tardio.

Tentou-se estabelecer com os dados obtidos neste estudo os melhores
pontos de corte para o diagnostico de TTRN. Diferentemente do encontrado
para o diagnostico de sindrome de desconforto respiratério a CCL e o TME né&o
mostraram suficiente acuracia para definir o uso precoce de surfactante em
pacientes com o diagnostico clinico inicial de TTRN. Entretanto, contagens
baixas, que sugerem deficiéncia de surfactante, indicam uma maior
probabilidade de uma doenga mais prolongada e podem auxiliar na decisédo de

se usar terapia surfactante em casos de agravamento progressivo da doenga.

Em concluséo, os dados deste estudo sugerem que recém-nascido a
termo com TTRN tem uma baixa producéo de corpos lamelares associada, a
uma reduzida funcao surfatante, e que quanto maiores forem estas alteracoes

maior chance da crianga ter uma doenga mais prolongada.
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CAPITULO IV




Conclusdo

4 CONCLUSAO

1. Recém-nascidos a termo, nascidos de parto cesarea, com TTRN,
apresentam redugcdo da contagem de corpos lamelares e
microbolhas estaveis quando comparados com recém-nascidos de
mesma idade gestacional, também nascidos de parto cesarea, sem

dificuldade respiratoria.

2. A CCL mostrou baixa sensibilidade e especificidade para definir o
diagnostico de TTRN. O TME mostrou baixa sensibilidade, porém
boa especificidade. Assim, os testes ndo mostraram suficiente
acuracia para que se possa sugerir sua utilizagdo para definir o uso
precoce de surfactante em pacientes com o diagndstico clinico inicial

de TTRN.

3. Os pacientes que permaneceram mais tempo em oxigénio foram
aqueles que apresentavam contagens mais baixas de corpos

lamelares e de microbolhas estaveis.
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4. Os dados do estudo sugerem que a deficiéncia de surfatante
pulmonar tem um papel importante na patogénese da doenga e que
baixas contagens nos testes indicam probabilidade maior de doenga

mais prolongada.

5. Os testes poderiam auxiliar na decisdo de se usar terapia surfactante

em casos de agravamento progressivo da doenga.
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Anexo 1: Consentimento Pds-Informacéao

TiTULO’ DA PESQUISA: AVALIACAO DA FUNGCAO E PRODUGAO DE SURFATANTE
ATRAVES DE TESTES DE MATURIDADE PULMONAR NO ASPIRADO GASTRICO DE
RECEM-NASCIDOS A TERMO COM DESCONFORTO RESPIRATORIO

Senhores pais,

Estamos realizando um estudo com os recém-nascidos desta UTI Neonatal e para
incluir seu filho necessitamos do seu consentimento.

Trata-se de um estudo para avaliar a maturidade pulmonar de recém-nascidos a termo
e tentar descobrir porque esses bebés apresentam dificuldade respiratéria logo apds o
nascimento. Conhecendo-se a causa tem-se a possibilidade de tratar melhor estas criangas.

Sabemos que dentro do utero o liquido produzido nos pulmdes do feto esta em contato
com o liquido amnidtico (a agua do parto) e que este liquido é engolido pela crianga. Assim,
fazendo-se testes logo apds o nascimento com este liquido que esta no estbmago é possivel
saber se o pulmao estava ou nao pronto para respirar fora do utero. Para isto, precisamos usar
o liquido do estdmago do seu bebé que € sempre retirado apds o nascimento através de uma
sonda passada pelo nariz ou pela boca para evitar que a crianga vomite e/ou aspire. a
passagem da sonda gastrica logo apos o nascimento € um procedimento de rotina em todos os
recém-nascidos, independente de qualquer protocolo de pesquisa.Este procedimento de aspirar
o estdmago é feito de rotina em todas as criangas e o liquido retirado € jogado fora. Usaremos
este liquido para fazer os exames. Portanto, nada de diferente sera feito no seu bebé. Nada
mudara no tratamento dele. Além disso, necessitaremos obter alguns dados que estdo no
prontuario do bebé. Os dados dos prontuarios coletados para fim de pesquisa sdo mantidos em
sigilo.

Caso os senhores ndo autorizem a inclusdo de seu bebé no presente estudo, o seu
recém-nascido recebera o mesmo tratamento e tera os mesmos direitos que qualquer outro
paciente. Os senhores podem, a qualquer momento, solicitar a retirada do seu filho do
estudo, sem qualquer prejuizo. Estaremos disponiveis para novas informagbes sempre que
qualquer duvida ocorrer.

Eu, , declaro que li e entendi o que me foi
informado e que autorizo a participacdo no estudo. Todas as minhas duvidas foram respondidas
com clareza e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento. Além disso,
sei que novas informagdes, obtidas durante o estudo, me serdo fornecidas e que terei liberdade
de retirar meu consentimento de participacdo de meu filho(a) recém-nascido(a) na pesquisa a
qualquer momento. Liane Machado certificou-me de que as informagdes referentes ao meu
bebé terao carater confidencial. Caso tiver novas perguntas sobre este estudo, posso chamar
Liane Machado (investigadora) no telefone 32270674. Declaro ainda que recebi copia do
presente Termo de Consentimento.

Assinatura do Pai Nome Data

Assinatura da Mae Nome Data

Assinatura do Investigador Nome Data
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Anexo 2: Comité de Etica em Pesquisa e Comissdo Cientifica do Hospital

Moinhos de Vento
HOSPITAL o /

MOINHOS DE VENTO

Instituto de Educagio
e Pesquisa

COMITE DE ETICA EM PESQUISA E COMISSAC CIENTIFICA
RESOLUCAO

O Comité de Etica em Pesquisa e a Comissio Cientifica do Instituto de Educacgéo e Pesquisa Hospital Moinhos
de Vento, que & reconhecida pela Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/CNS/MS como Comité de
Etica em Pesquisa da Associacio Hospitalar Moinhos de Vento - HMV, analisaram o projeto:

Projeto CEP/IEP-AHMV: 2007/46

Titulo: AVALIACAO DA FUNGAO E PRODUCAO DE SUFARTANTE ATRAVES DE TESTES DE l
MATURIDADE PULMONAR NO ASPIRADO GASTRICO DE RECEM-NASCIDOS A TERMO
COM DESCONFORTO RESPIRATORIO .

Pesquisador Responsavel: RENATO MACHADO EIORI

Este projeto de pesquisa foi APROVADO COM RECOMENDAGAOQ, seguindo as Diretrizes e Normas
Internacionais e Nacionais, especialmente as Resolucdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de
Satide. O projeto de pesquisa somente podera ser iniciado mediante o encaminhamento de nova versao do
projeto, cumprindo as recomendagbdes mencionadas. Toda e qualquer alteracdo no projeto deverd ser
comunicada ao CEP/IEP-AHMV,

Porto Alegre, 25 de Setembro de 2007.

- Nifton Brsnda& Siva

natior do CEP-IEPHIMY
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Anexo 3: Comité de Etica em Pesquisa e Comiss&o Cientifica do Hospital

Sao Lucas da PUCRS

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

Oficio 1239/07-CEP Porto Alegre, 23 de outubro de 2007.

Senhor(a) Pesquisador(a):

O Comité de FEtica em Pesquisa da PUCRS
apreciou e aprovou sua sclicitagdo em dar seguimento ao protocolo de pesquisa
intitulado: “Avaliag@o da fungdo e produgédo de surfactante através do teste de
microbolhas estaveis e da contagem de corpos lamelares no aspirado gastrico

de recém-nascidos a termo e préximo ao termo com desconforto respiratorio”.

Relatérios parciais e final da pesquisa devem ser

entregues a este CEP.

Prof Dr Jos¢ Robgfto Goldim
COORDENAD DO CEP-PUCRS

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

Campus Central
I)IJCRS Av. Ipiranga, 6690 - 3%andar — CEP: 90610-000
Sala 314 - Fone Fax: (51) 3320-3345
E-mail: cep@pucrs.br
www.pucrs.br/prppg/cep




Anexos 88
Anexo 4: Ficha de Acompanhamento e Controle Clinico

Nome:

Reg:

Data Nascimento: Hora: Local:

Parto ( ) vaginal ( ) cesareo APGAR 1 min:___ Apgar5min:_____

Peso Nascimento: _~ Comp: PC: Sexo: Fem( ) Masc( )

IGObstétrica (DUM): GPediatrica ( NewBallard):

US obstétrico: AIG( ) PIG() GIG()

Corticdide pré-parto: ndo( ) sim( ) Doses:_ Tempo antes do parto:

Patologias maternas: ( ) Diabetes ( )HAS ( )Pré-eclampsia
( )Corioamnionite

( )Outra infeccdo Qual:

Bolsa rota: ( ) ndo ( )sim Tempo de BR: horas

Retragdes costais/intercostais( )Gemido expiratério ( )Cianose ar ambiente ( )
FR (mediana 3 contagens de 1 minuto):

Inicio do desconforto respiratorio: horas de vida

FiO, maxima necessaria para SatO, 90-95 (ap6s 30 minutos de vida e exceto
elevagbes agudas e breves de FiO; (de até 30 minutos) devido intercorréncias

transitorias):

Tempo Total de Oxigénio:

CPAP:
Ventilagdo mecéanica:

Surfactante precoce: ( )n&o ( )sim

Observacoes:

GRUPO(conforme critério radiologico):




Anexos

89

Anexo 5: Diagndstico Radiolégico

Nome :

Registro:

Sim

Nao

Rx normal

Reticulo-granular difuso

Opacidade difusa

Broncograma aéreo difuso

SRR

Estriacdo (marcas) partindo do hilo

a) Estriacédo [] 2/3 dos campos pulmonares

b) Estriagdo [ 2/3 dos campos pulmonares

c)Estriagao [ 2/3 dos campos pulmonares

Hiperinsuflagdo pulmonar

Liquido intercisural

Espessamento pleural

©®OIN o

. Bordo cardiaco nao nitido

10. Aumento de area cardiaca

11. Outra alteracao

Qual:

Impressao diagnéstica:

( ) Taquipnéia Transitoria

( ) Doenca Membrana Hialina

( ) Doenca respiratoria mal-definida (entre TTRN e DMH)
( ) Outro

Qual:
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Anexo 6: Avaliacdo do Aspirado Gastrico

Tempo de coleta do aspirado gastrico apds o nascimento:

Tempo de congelamento no momento da analise:

1)CCL no aspirado gastrico:

Observacoes:

2) TME no aspirado gastrico: mbe/mm?

Observacoes:
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Apéndices

Apéndice 1: Planilha de coletas de dados — Controle

Grupo | TME ccL PESO | SEXO | IGP | 1GO | PAT | RAD | BROTA | CORT |FIO2MAX | TO2 | Surf.Precoc.
1 63 | 154000 13885 | 1 |39 |39 | O 0 1 1
1 62 | 84000 2810 | 1 |37 | 37 | O 0 1 1
1 72 1182000 | 2975| 2 |37 | 37 | 5 0 1 1
1 | 156 |210000 | 2790 | 2 | 38| 38 | O 0 1 1
1 39 | 77000 [ 2620 | 1 |37 | 37 | O 0 1 1
1 95 | 28000 | 2825| 1 |38 | 37 | 3 0 1 1
1 22 245000 | 3920 | 2 | 38| 38 | 1 0 1 1
1 25 | 56000 |3115| 1 |38 | 37 | 4 0 1 1
1 80 | 112000 2960 | 1 |37 | 37 | O 0 1 1
1 85 | 56000 12850 | 1 |38 |38 | O 0 1 1
1 80 | 28000 2540 | 2 |37 | 38 | 4 0 1 1
1 95 | 161000 | 3605 | 2 |37 |38 | O 0 1 1
1 97 | 147000 3710 2 |37 |38 | O 0 1 1
1 46 | 182000 | 2855 | 2 |38 |39 | O 0 1 1
1 92 1126000 12980 | 1 |38 |38 | O 0 1 1
1 92 | 112000 | 3665 | 2 |38 | 38 | O 0 1 1
1 65 | 119000 3020 | 1 |37 | 37 | O 0 1 1
1 |110| 42000 |3155| 1 |37 |37 | O 0 1 1
1 1120 |224000 |4835| 2 |37 |37 | O 0 1 1
1 95 | 56000 |3635| 1 |37 |37 | O 0 1 1 0
1 [120] 84000 [3080 | 1 |37 |37 | O 0 1 1
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Apéndice 2: Planilha de coletas de dados - Casos

Grupo | TME CCL PESO |SEXO | IGP | IGO | PAT | RAD | BROTA CORT |FIO2MAX | TO2 | Surf.Precoc.
2| 35| 63.000] 3385| 2 3813 | 0 1 1 1 40 29 1
2| 17 28000 | 3345| 2 37 | 37 1 1 1 1 30 34 1
2| 25 21000 | 2950 2 38 | 38 | 4 1 1 1 34 12 1
2| 29 42000 | 3270 1 37 | 37 1 1 1 1 44 35 1
2| 26 35000 | 2785| 1 37 | 37 | O 2 1 1 30 24 1
2| 66| 203000| 3805| 2 37 | 38 1 2 1 1 40 9 1
2 4| 133000| 3350| 1 39139 | 0 1 1 1 40 7 1
2| 30| 105000| 2925| 2 37 | 38 1 2 1 1 30 12 1
2| 22 70000 | 3510 1 37 | 37 | O 2 2 1 40 19 1
2| 122| 175000| 3385| 2 37 | 38 7 1 1 1 40 12 1
2| 102 28000 | 3165| 1 37 | 38 | O 1 1 1 59 42 1
2| 98 84000 | 3835| 1 38139 |0 1 1 1 100 24 1
2| 89 77000 | 2985| 1 37 | 37 1 1 1 1 70 144 2
2| 29 7000 | 3555| 1 38 13 | 0 1 1 1 40 68 1
2] 11 28000 | 2360 2 37 | 37 | 6 2 1 1 38 72 1
2| 95| 140000| 3720| 1 38 | 37 1 1 1 1 33 13 1
2| 105| 84.000| 3120| 1 38 | 38 | 2 1 1 1 30 15 1
2| 65 7000 | 3115| 2 37 | 37 | 8 1 1 1 36 8 1
2| 16 14000 | 2700| 2 37 | 37 | 4 1 1 1 30 58 1
2| 12 63000 | 2595| 1 37 | 37 | 6 1 1 1 VM 30 48 2
2 8 21000 | 2680 1 37 | 37 | 6 1 1 1 VM30 | 144 2
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