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Resumo

Objetivo: O objetivo deste estudo é analisar o exame citolégico
aspirado nasofaringeo de lactentes com bronquiolite aguda, espe
camente em relagdo a presenca de neutrdéfilos e eosinofilos.

Métodos: Foram recrutados lactentes hospitalizados com dia
noéstico de bronquiolite aguda, no Hospital Sdo Lucas da PUCRS,
periodo entre maio e julho de 2002. O aspirado nasofaringeo
coletado nas primeiras 48 horas de internagdo hospitalar. O exa
citologico diferencial foi realizado com coloragcao de May Grunwal
Giemsa. Foram realizadas também contagem total de células e vi
lidade celular nas amostras estudadas.

Resultados:Foram selecionados 38 lactentes com bronquiolif

Abstract

Ho Objective: To analyze the cellular pattern of nasopharyngeal
cifi- secretions in infants with acute bronchiolitis (AB), focusing on the
presence or absence of neutrophils and eosinophils.

0- Methods: Hospitalized children with AB admitted to Hospital

no Sao Lucas, Porto Alegre, Brazil, between May and July 2002 were
foi recruited. Nasopharyngeal aspirates were collected during the first 48
mehours after admission. Slides were stained with May Grunwald and
d Giemsa. Total cell count and cellular viability were obtained in all
abi- samples.

Results: Thirty-eight infants with AB were enrolled. The mean
e agewas 2.2 months (interquartile range: 1.2-3.5), and 21 subjects were

aguda. A idade mediana foi de 2,2 meses (interquartil: 1,2-3,5), sendo male. Neutrophils were the predominant cells in the nasopharyngeal

21 pacientes do sexo masculino. O exame citolégico diferenc
demonstrou um predominio absoluto de neutréfilos, com mediana
95% (interquartil: 94-97). N&o foi detectada a presenca de eosindfi
nas amostras estudadas.

ConclusdesO aspirado nasofaringeo de lactentes hospitalizad
com bronquiolite aguda apresenta um predominio absoluto de neu
filos. Nao foram encontrados eosindéfilos nessas amostras. Eg
achados demonstram que lactentes com bronquiolite aguda apre
tam uma resposta inflamatoria neutrofilica, nas vias aéreas, aos V|
respiratorios, distinta daquela eosinofilica, encontrada em quadros
asma.

J Pediatr (Rio J) 2003;79(5):443-8ronquiolite aguda, inflama-
¢ao, neutrofilo, eosindfilo.

al aspirates (median 95%, interquartile: 94-97). No eosinophils were
de found in the samples studied.

0s Conclusion: Our results suggest that eosinophils do not play a
significant role in the pathophysiogenesis of AB. Infants with AB

ps present a specific inflammatory response to viral infections, which is
tr6- distinct from the immune response observed in asthma.
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Introducédo diagnésticos prévios de fibrose cistica, cardiopatia congé-
A bronquiolite aguda (BA) é a causa mais comum de nita, imunodeficiéncias ou doenca pulmonar cronica da

doenga obstrutiva das vias aéreas inferiores nos primeiros Prematuridade. Também foram excluidos todos os pacien-

dois anos de vida. Em paises desenvolvidos, aproximada-tes que estavam em uso de corticéide topico ou sistémico,

mente 1% dos pacientes necessitam admiss&o hospitalarOU cuja amostra da coleta de secrecéo nasofaringea fosse

Apesar da mortalidade ser baixa, a morbidade desta doencdnsuficiente. Hipoxemia foi considerada quando a satura-

é significativa em lactentes previamente saudavéls ¢do (mensurada por oximetria de pulso na admissdo do

fatores que determinam a gravidade do episddio agudo e aPaciente) fosse menor do que 96%. Para estes pacientes, era

recorréncia dos sintomas de sibilancia ainda néo sio beminiciada oxigenoterapia.

conhecidos.

A proteina catiénica eosinofilica (PCE), uma proteina Coleta e processamento da amostra
presente nos granulos de eosinéfilos e que apresenta agédo
citotoxica na via aérea, esta aumentada nas secre¢des d%o
pacientes com BA e sibilancia nos primeiros dois anos de
vida?, Esses estudos tém sugerido que arespostaimune n
BA seja predominantemente desencadeada por eosinofilos
que é uma célula com papel central na fisiopatogenia de
asma de caracteristica alérgica. Entretanto, estudos que
analisaram o exame citolégico de pacientes com BA de-  Foi separado 1 ml do ANF para deteccdo de virus
monstraram que a celularidade diferencial em secrecéo sincicial respiratério (VSR), adenovirus, influenza e
nasal e lavado broncoalveolar apresentam um predominio parainfluenza, através do método de imunofluorescéncia
absoluto de neutréfil§$. Portanto, o tipo de resposta direta.

inflamatéria celular nas vias aéreas que caracteriza esta O material restante foi pesado e centrifugado (2.000
doenca permanece ainda pouco esclarecido. rpm por 2 minutos). O precipitado da amostra foi suspenso

Vérios fatores ambientais e genéticos pareceminterferir em 1 ml de solugéo salina tamponada (PBS) e 40ml desta
no desenvolvimento de doenca respiratéria alérgica nos suspenséo foi utilizada para preparacéo de laminas para
primeiros anos de vida, existindo inclusive uma diferenca citologia diferencial, em citocentrifuga (FANEM, Séo Pau-
na prevaléncia de asma de origem atdpica entre paisedo, Brasil, Mod. 218), a 500 rpm por 5 minutos. Duas
desenvolvidos e paises em desenvolvinfeHtd\zo exis- laminas para cada paciente foram fixadas com alcool meti-
tem relatos de estudos analisando a resposta celular nas viaico e coradas com May Grunwald Giemsa. As células
aéreas de lactentes com BA em paises em desenvolvimentoforam analisadas de acordo com sua morfologia caracteris-
O conhecimento sobre o tipo de resposta celular no apare-tica, sempre pelo mesmo investigador (P.M.C.P.). Os tipos
Iho respiratério desses pacientes € essencial para o melhode células observadas ao microscopio optico foram expres-
entendimento da fisiopatogenia da BA, podendo auxiliarno sas em percentagem, apos contagem de 200 células por
desenvolvimento de novas modalidades diagnésticas e te-lamina. Foi escolhida para contagem a lamina com melhor
rapéuticas. Antes de se desenvolver estudos mais especifi-qualidade de coloragéo e distribuigéo de células. Foi deter-
cos para elucidar esta questéo, é necessario que se conhegainada a contagem de 200 células por Iamina, devido a néo
o exame citoldgico de lactentes com BA de uma amostra de tao freqliente abundéncia de células no ANF, como aquela
uma populacdo de um pais em desenvolvimento. A hipéteseencontrada em escarro ou lavado broncoalveolar.

do presente estudo & de que o papel dos eosindfilos em  contagem total de células (CTC) e viabilidade celular
lactentes com BAndo € importante. O objetivo deste estudo foram realizadas em todas as amostras, através do método

€ analisar o exame citolégico diferencial do aspirado naso- e exclusio com azul de tripan, em camara de Neubauer
faringeo de pacientes com BA, especificamente em rela(;éo(Boeco Germany)

a presenca de neutroéfilos e eosindfilos.

O aspirado nasofaringeo (ANF) foi coletado com uma
nda de aspiracdo nimero 6, introduzida na nasofaringe,
conectada a um sistema de aspiracdo e frasco de coleta.
odas as coletas foram realizadas nas primeiras 48 horas da
'admissdo hospitalar. A sonda, ao final da aspiracéo, era
lavada com 1,5 ml de soro fisioldgico.

Analise estatistica

Métodos Para analise das variaveis do estudo, foram utilizados

Selegdo da amostra os testes e de Mann-Whitney, para um nivel de signifi-
cancia de 0,05.

Foram selecionadas criangas com menos de dois anos
de idade, com primeiro episédio de sibilancia, com sinais e .
sintomas de infeccao viral aguda (coriza e tosse nos sete  Etica
dias anteriores), que necessitaram de hospitalizagdo no  Este estudo foi aprovado pela comissdo de ética em
Hospital S&o Lucas da PUCRS, devido a dificuldade respi- pesquisa do Hospital Sdo Lucas da PUCRS. Todos os
ratoria ou ndo aceitagéo da via oral, no periodo entre maio responsaveis pelos pacientes que participaram do estudo
e julho de 2002. Foram excluidos todos 0os casos com assinaram termo de consentimento informado.
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Resultados necessidade de oxigenoterapia (Tabela 2). Além disso,

Foram recrutados 45 lactentes hospitalizados com BA. nao foi encontrada nenhuma diferenca significativa quan-
Sete pacientes foram excluidos, devido & quantidade dado estas variaveis foram analisadas em relagédo a neces-
amostra para processamento da andlise celular ser insufici-Sidade de ventilacdo mecanica, tabagismo domiciliar ou
ente. Trinta e oito lactentes foram incluidos no estudo. Os Positividade de VSR no ANF.
dados demogréficos e clinicos estdo resumidos na Tabela 1.

Virus respiratérios foram detectados em 29/38 (76%) amos- .

tras de ANF. O VSR foi detectado em todas as amostras. DISCussao

Houve identificag8o de adenovirus (2/38) e influenza (1/38), No presente estudo, foi encontrado um predominio
todos associados a infecgdo por VSR. A maioria dos paci- absoluto de neutréfilos no aspirado nasofaringeo de lacten-
entes necessitou de oxigenoterapia (28/38 casos) e 5 pacites com BA. Além disso, ndo foi encontrada a presenca de
entes necessitaram de ventilagdo mecéanica. Os 10 lactentegosinéfilos em nenhuma amostra de secre¢do nasal. Esses
que nido necessitaram de oxigenoterapia foram hospitaliza- resultados confirmam os achados de estudos antérfdtes

dos devido a néo aceitacéo da via oral em lactentes jovenssugerindo que os neutréfilos sejam as principais células
(lactentes jovens). envolvidas na resposta inflamatoria aguda nas vias aéreas

A mediana da contagem CTC das amostras foi de 1,6 de lactentes com BA. Além disso, nossos resultados refor-
x 106 céls/ml (interquartil: 0,5-2,6), com uma viabilida- $a@M © questionamento sobre a existéncia de um papel
de de 95% (interquartil: 91-97). Houve um predominio significativo do eosindfilo na fisiopatogenia da BA.
absoluto de neutréfilos no ANF dos pacientes estudados.  N&o foi encontrada nenhuma relagéo entre a contagem
Néo foi encontrado nenhum eosinofilo nessas amostras. total de células ou o nimero de neutréfilos no ANF e a
O exame citologico do ANF demonstrou uma mediana de gravidade do episddio de BA (necessidade de oxigenotera-
95% de neutrdfilos (interquartil: 94-97), 3% de macrofa- pia ou ventilagdo mecanica). Apesar da amostra de pacien-
gos (interquartil: 3-4), 1% de linfocitos e 0% de células tes ser pequena para analisar fatores de risco de gravidade
epiteliais ou eosindfilos. Os achados do exame citologi- neste estudo, é provavel que a relagdo destas variaveis com
co diferencial do ANF dos pacientes estudados sdo a gravidade do quadro de BA ndo exista realmente. A
apresentados na Figura 1. A CTC e o exame citologico inclusdo de um grupo controle em estudos futuros, como
diferencial no ANF néo demonstraram nenhumadiferen- lactentes com infeccdes de vias aéreas superiores, poderia
¢a significativa, quando foram analisados em relacdo & esclarecer melhor esta quest&o.

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas dos pacientes estudados

Pacientes (n=38)

Idade (meses), mediana 2,2 (1,2-3,5)
Sexo, masculino (%) 21 (55)
Histdria familiar de atopia (%) 27 (71)
VSR positivo (%) 29 (76)
Oxigenoterapia (%) 28 (74)
Ventilagdo mecénica (%) 5(13)

Tabela 2 - Comparacgéo entre a contagem total de células (CTC) e o exame citolégico
diferencial do aspirado nasofaringeo de lactentes com bronquiolite aguda em
relagdo a presenca de hipoxemia

Com hipoxemia Sem hipoxemia Valor do p
n=28 n=10
CTC (céls x 16/ml) 1,82 (0,86-3,0) 1,0 (0,5-2,2) NS*
Percentagem de neutrdfilos (%) 95 (93-97) 96 (94-97) NS

* NS: néo significativo.
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Figura 1 - Caracteristica do exame citolégico diferencial do aspirado
nasofaringeo de lactentes com bronquiolite aguda

Foram utilizadas, nesse estudo, amostras de secre¢ddornou-se um dos métodos mais utilizados para se analisar
nasal, para andlise daresposta celular de lactentes com BAa resposta inflamatéria de pacientes com BA.
As amostras de ANF foram adequadamente coletadas € A predominancia de neutréfilos na secrecéo nasofarin-
processadas, considerando-se os valores encontrados ngea de todos os pacientes estudados, detectada neste estu-
CTC e naviabilidade celular. O ANF poderia ndo represen- do, sugere que este tipo de célula deve desempenhar um
tar o tipo de resposta inflamatéria encontrada nas vias papel importante na BA. Este achado assemelha-se aos
aéreas inferiores. Entretanto, em pacientes com BA, a resultados ja descritos em outros estudos, que incluem a
secrecdo nasal tem sido utilizada como uma forma de gnélise de amostras de vias aéreas infeftr&3s pacien-
andlise da resposta imune das vias aéreas inferiores. Ates recrutados no presente estudo, provenientes de uma
secrecdo nasofaringea obtida através do ANF ou de lavadopopulacdo de um pais em desenvolvimento, apresentam as
nasal € facil e rapida de coletar. Varios estudos descritos namesmas caracteristicas de resposta celular nas vias aéreas
literatura tém utilizado a secre¢do nasal como método daqueles de origem de paises desenvolvidos. Com estes

diagnéstico de inflamagao do aparelho respiratéria resultados, pode-se sugerir que a resposta neutrofilica das
Em lactentes com sibilancia, este método tem sido frequien- vias aéreas em criangas com BA poderia exercer um papel
temente empregado no estudo da resposta 2 A central na inflamagé&o, contribuindo ativamente para o pro-

correlacao dos achados da analise da resposta inflamatoriacesso de obstrucdo brénquica. Além disto, este achado
entre vias aéreas superiores e inferiores ainda néo esta clargode estar relacionado a resposta celular aguda da via aérea
Porém existem alguns estudos que demonstraram havera infecg&o pelo VSR. A presenca de outros tipos de virus na
uma boa correlagdo entre esses dois locais. Josht®t al. ~ etiologia da BA parece nao refletir uma resposta inflamato-
realizando ANF e aspirado traqueal simultaneos e medindo ria celular diferente. No presente estudo, nove pacientes
os niveis de IL-2, em nove lactentes com BA, encontraram apresentaram pesquisa de virus respiratérios negativa no
uma correlagéo significativa entre a produgéo desta citoci- ANF. Provavelmente, estes casos podem estar associados a
na nas vias aéreas superiores e inferiores. Van Schaik etoutros virus, que ndo foram pesquisados neste estudo.
al.1% também encontraram uma alta correlagéo (r=0,972, Entretanto, as amostras de ANF desses pacientes apresen-
p=0,003) entre os niveis de INF-g/IL-4 no ANF e aspirado taram a mesma caracteristica de resposta celular dos casos
traqueal de lactentes com sibilancia induzida por infec¢ao de infeccéo por VSR.

respiratoria viral. Outros estudos também descreveram  por gutro lado, a auséncia de eosinéfilos nas secre-
resultados similares, correlacionando os niveis de IgE, ¢bes nasofaringeas avaliadas, somando-se as evidéncias
exame citologico diferencial e subtipos de linfocitos e (g Jiteratur&:6:18 coloca em davida a hipétese de que a
niveis de interleucinas, em relagéo a secregéo nasofaringegga possa ter um componente significativo de resposta

e lavado bronquico ou aspirado traqueal, nesse grupo deegsinofilica, do tipo alérgica (Th2). Em doencas defini-
paciente3®17 Com esses resultados e considerando a tivamente alérgicas, pacientes apresentam eosindfilos
facilidade para obtencdo desse tipo de amostra, 0 ANF gy |avado nasal e em lavado broncoalvedia® Ste-
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venson et al? demonstraram que criancas menores de 2.
cinco anos de idade, somente com sibilancia e infeccao
respiratéria viral, ndo apresentam eosinéfilos no lavado
broncoalveolar, ao contrério de criangas de maior idade
com asma e atopia. Outra evidéncia, que também enfra-
quece essa hipétese, é a de que os episddios de sibilancia
da maioria dos lactentes tendem a se tornar menos fre-4.
glientes e menos graves com o passar dos anos, o que ndo
aconteceria se houvesse um padréo at8fico

Com essas informacdes, surge uma pergunta relevantes,
em relacdo a origem da producéo elevada de PCE nos
estudos que analisaram tal proteina, em lactentes cm BA
4 Em um artigo de revis&o, Gleich afirma que amostras
originadas de lesdes ricas em neutrdfilos podem apresentar
niveis elevados de PEE Essa afirmacéo origina-se de um
estudo no qual foi evidenciada a presenca de PCE em
neutréfilos maduros, através de técnicas de imunofluores- 7.
céncia indireta e radioimunoens#oPortanto o conceito
de que a PCE seja um marcador especifico de inflamacao
associada ao eosindfilo deve ser reavaliado. Desta forma, e
esta hipbtese ainda nao foi discutida na literatura, todos os
estudos que encontraram niveis elevados de PCE em crian-
¢cas com BA podem estar simplesmente refletindo o grau de 9.
resposta neutrofilica aguda encontrada nesses pacientes,
pois nenhum estudo documentou uma presenca minima de
eosinofilos nas vias aéreas de lactentes com sibilancia.

N&o foiincluido um grupo controle de lactentes normais
neste estudo, devido a dificuldade de obtencdo de amostra
de ANF em criancas sem infeccdo respiratoria. Estudos
prévios que utilizaram lavado nasal em lactentes normais

demonstraram que os neutrofilos ndo séo as células predo-; .

minantes neste lod#l Assim, os achados do presente
estudo parecem refletir a alteracdo da resposta celular das

vias aéreas superiores de lactentes com infecg&o respiratg-13-

ria viral.

Os resultados desse estudo permitem demonstrar que a4,

populacéo de lactentes com BA, de um pais em desenvol-
vimento, apresenta o mesmo tipo de perfil de resposta

citolégica encontrado em paises desenvolvidos. Conside- 1°-

rando esses resultados, o papel do eosindfilo na fisiopato-

genia da BA deve ser melhor esclarecido. A resposta |¢

alérgica, em parte mediada por eosindfilos e encontrada em
pacientes com asma, parece realmente ndo participar da
fisiopatogenia da BA. A partir dos resultados do presente

estudo e de estudos prévios, futuras pesquisas, analisandd’:

marcadores mais especificos de neutrofilos e eosinofilos,

através de imunocitoquimica em secrecéo respiratoria de 1g

lactentes com BA, poderiam esclarecer definitivamente a
existéncia ou ndo da participacdo dos eosindfilos na fisio-
patogenia da BA.

19.
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