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PREAMBULO

No dmbito do exercicio de medicina, tenho adoptado uma filosofia de vida profissional
que tenta abranger as trés vertentes desta actividade, que penso serem indissocidveis: a
assisténcia, o ensino e a investigagao.

Considero que a assisténcia aos doentes, centrada no alivio do seu sofrimento, constitui
a finalidade primordial da medicina. Desde os primeiros anos de prética generalista a
posterior especializacdo em pediatria e, dentro desta, a preferéncia pela pneumologia
pedidtrica, a minha actividade assistencial nunca foi interrompida. Em contexto publico
ou privado, através da prestacdo de cuidados aos doentes internados ou em ambulatério,
tenho vindo a acumular, ao longo dos anos, experiéncia clinica e de servico a
comunidade.

O ensino €, da mesma forma, uma actividade importante. Uma parcela significativa da
ciéncia médica provém de conhecimentos empiricos, oriundos da pratica clinica didria e
do convivio com os colegas. Quem recebe esses conhecimentos tem o dever ético de os
transmitir aos seus pares. O meu envolvimento no ensino / aprendizagem de pediatria
tem ocorrido, fundamentalmente, na actividade de assistente convidado da disciplina de
pediatria da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lisboa (FCM /
UNL). Em 2001 fui convidado, pelo Prof Doutor JM Martins Palminha, para
desempenhar essa fungdo, tendo-a mantido até ao presente, a convite dos outros
regentes das dreas de pediatria (primeiro o Prof Doutor Joao M Videira Amaral e, apds a
sua jubilacdo como catedratico, a Prof Doutora Teresa Neto). O estimulo intelectual que
me € proprocionado pelo convivio quotidiano com alunos e estagidrios tem-me levado a
pOr em causa as minhas certezas e a melhorar continuamente, como clinico e docente.

A investigacdo, que pressupde a actualiza¢do incessante e a participacdo em estudos
cientificos, ¢ também uma obrigacdo do médico. A pratica profissional estd em
constante evolucdo, beneficiando do contributo das diversas ciéncias bdsicas e da
investigacdo clinica. Ao longo dos anos tenho desenvolvido projectos de investigacdo,
em colaboragdo com outras instituicdes como, por exemplo, o Instituto Nacional de
Sauide Dr Ricardo Jorge. Tenho igualmente participado em estudos de revisdo casuistica
e na reflexdo sistematizada em torno de casos clinicos com interesse pedagdgico ou
cientifico. Valorizo essas actividades pela necessidade de rigor e método inerente a sua
realizacdo, e pela inevitdvel melhoria que acrescentam a qualidade dos cuidados de
saude.

A investigacdo que apresento nesta dissertacdo resultou, assim, da conjugacdo das trés
vertentes acima referidas.

Com efeito, o problema que decidi investigar surgiu da pratica clinica, ao observar que
ap6s um primeiro episédio de bronquiolite aguda, os lactentes t€m evolugdes clinicas
opostas: enquanto alguns repetem episddios de sibilancia durante a infancia, noutros tais
episddios nao se voltam a verificar.

A etiologia das sindromas recorrentes de dificuldade respiratéria obstrutiva das vias
aéreas inferiores € varidvel, bem como a sua evolugdo clinica. O prognéstico depende,
naturalmente, da patologia de base mas, mesmo no grupo de doentes com um quadro
clinico de sibilancia transitoria do lactente - isto €, naqueles em que os episodios de
sibilancia se repetem durante os primeiros anos de vida, sem que sejam detectaveis
doencas de base (asma, anomalia congénita, refluxo gastroesofagico, défice imunitario,
fibrose quistica, etc.) - encontramos evolucgdes clinicas muito diversas.
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A questdo que se me colocou, sobre a qual reflecti aprofundadamente, foi a seguinte:
Porque razdo, ap6s uma bronquiolite aguda, algumas criangas tém episodios frequentes
de sibildncia durante a primeira infancia, enquanto outras nao voltam a ter eventos
semelhantes?

Esta questdo motivou-me para a pesquisa exaustiva da literatura e, seguidamente, para a
investigacdo, na populacdo concreta que acompanho (numa consulta de pneumologia
infantil de um hospital publico, situado numa area urbana da capital de Portugal), dos
parametros clinicos que efectivamente determinariam a evolucao destes lactentes.

Além dos aspectos clinicos e epidemioldgicos, considerei importante estudar o ambiente
imunoldgico das vias aéreas destes doentes, colocanco a hipdtese de existéncia de
comportamentos diferentes entre determinados subgrupos, sendo possivel,
eventuamente, detectar de forma precoce perfis bem definidos na populacao.

Tive oportunidade de colaborar com imunologistas experientes (equipa de bioquimica
do Centro de Histocompatibilidade do Sul, coordenada pelo Dr Dério Ligeiro) que
investigaram cuidadosamente alguns mecanismos celulares e moleculares implicados na
sibilancia recorrente. Esta cooperacdo revelou-se de grande utilidade, por permitir ir
além dos aspectos clinicos, adicionando-lhe o estudo de mecanismos bdésicos e
proporcionando-nos oportunidade de aplicac@o de técnicas de investigacao inovadoras e
diferenciadas.

Por fim, a componente de ensino surge ligada a esta investigacdo em duas perspectivas:
pela oportunidade de trabalhar em equipa com colegas mais novos; e pela possibilidade
de valorizar a minha actividade pedagdgica e académica, apresentando-a sob a forma de
dissertacdo de doutoramento.

Quando me convidaou para assistente de pediatria da FCM / UNL, o Professor Doutor
JM Martins Palminha, na altura regente da disciplina de propedéutica pedidtrica,
desafiou-me a apresentar uma intencdo de doutoramento num prazo de sete anos. Esta
era uma das premissas do nosso acordo, € cumprir 0S compromissos que assumo € um
dos meus principios de vida. Habituei-me, portanto, ao longo dos anos, a ter este
objectivo no meu horizonte profissional. Apds o falecimento de Martins Palminha e a
reformulacdo curricular do curso, em que a formacgao pedidtrica se passou a concentrar
numa disciplina anual tUnica no quinto ano da licenciatura, concretizei, em 2003, a
minha intencdo de doutoramento junto do Prof Doutor JM Videira Amaral, que tive a
honra de ter como orientador.

Ap6s ter concluido com sucesso, em Janeiro de 2007, provas de aptidao pedagdgica e
capacidade cientifica, uma dissertacdo de doutoramento surgiu, desta forma, como
corolério 16gico da minha actividade académica.

Em suma, responder a questdes clinicas colocadas no decurso da actividade assistencial,
valorizar as actividades pedagdgica e académica, e realizar investigacdo clinica de
qualidade consubstanciam, em meu entender, as trés componentes da minha actividade
profissional.
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INTRODUCAO

A sibilancia aguda, habitualmente de etiologia virica (bronquiolite aguda), ¢é
extremamente comum na infancia. Estima-se que, ao completarem trés anos de idade,
30 a 60% das criangas tenham tido, pelo menos, um destes episodios (Flores 2004,
Chavez-Bueno 2006, Smyth 2006, Bennett 2007). Cerca de metade desses doentes nao
volta a ter episddios semelhantes enquanto os restantes evoluem para quadros clinicos
de sibilancia recorrente de intensidade varidvel (Singh 2007 Taussig 2008). Vérias
entidades nosoldgicas podem manifestar-se desta forma numa fase inicial. Apos
avaliacdo complementar, € possivel concluir, nalguns casos, pela existéncia de patologia
anatomofuncional, infecciosa, atdpica ou outra responsdvel pela persisténcia da
sintomatologia. Resta-nos, contudo, um nimero muito significativo de criancas sem
diagnéstico preciso, habitualmente enquadradas na definicao sindromatica de sibildncia
transitoria do lactente (Martinez 2002, Taussig 2003, Ly 2006, Mallol 2007).

Por regra, a evolucdo destas criancas é favoravel ao fim de meses a anos, exigindo,
todavia, um acompanhamento médico cuidadoso, que inclui numerosas consultas,
episddios de urgéncia e, por vezes, internamentos hospitalares.

Tratando-se de um diagndstico de exclusdo, € dificil estabelecer estratégias terapéuticas
de fundo e definir adequadamente o seu progndstico. Tém sido identificados alguns
factores que contribuem para a recorréncia da sibilancia nos lactentes: idade, diminui¢ao
da func¢do pulmonar, sexo masculino, nimero de irmaos, frequéncia de infantdrio,
antecedentes pessoais ou familiares de atopia, infeccdao por determinados virus,
sensibiliza¢do precoce a alergénios ou tabagismo passivo (Ball 2000, Garciuiio 2003,
Cifuentes 2003, Fonseca 2003, Friedlander 2005, Martinez 2005, Lazzaro 2006).
Algumas vias imunoldgicas com participacdo na etiologia das doencgas atopicas
encontram-se resumidas na figura 1, e podem ter importancia na recorréncia de
sibilancia nalguns lactentes. E de referir, nomeadamente, o predominio da accio dos
linfécitos Th2, com consequente producdo e libertacio de mediadores inflamatdrios
pelos neutréfilos, mastdcitos, macréfagos e eosinéfilos.

Admitimos, portanto, ser possivel proceder a doseamentos de alguns mediadores
intervenientes nesses fendmenos e correlaciond-los com a evolugao clinica das criangas.
Como a maioria destes acontecimentos imunoldgicos e bioquimicos se inicia no epitélio
respiratorio, procuramos estudéd-los a esse nivel. Hoje em dia, ¢ dominante a no¢ao de
continuum fisiologico e imunoldgico de todo tracto respiratério (Kazachkov 2001, Jones
2001, Bont 2001, Bergoin 2002, Rosado-Pinto 2003, Joshi 2003, Braciale 2005, Pitrez
2005, Midulla 2006, Duramad 2006), ideia que é contestada por autores como Mendes
(2004), entre outros. Baseados nessa premissa de contiguidade, estuddmos a expressao
de determinados mediadores a nivel nasal, admitindo a hipétese de correlacdo com as
ocorréncias mais distais.



ACCAO ANTI-VIRICA
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Figura 1: Alguns mediadores participantes na inflamagdo bronquica. A diferenciacdo das populagdes linfocitdrias T
faz-se nalguns individuos (geneticamente determinados e / ou menos expostos a infecc¢des), preferencialmente pela via
Th2 (prépria dos fendmenos de alergia e hipersensibilidade), em vez de se fazer pela via Thl (de defesa contra as
infec¢des) (adaptado de Romagnani 2004, Vercelli 2006 e Liu 2006).

Esta dissertac@o divide-se nas seguintes partes:
1. Fundamentacdo tedrica relativa aos aspectos que serdo discutidos e as varidveis
consideradas:
Descri¢do de alguns determinantes da funcao respiratdria do lactente,
com influéncia sobre a ocorréncia de sibilancia recorrente
Anatomia, histologia
Fisiologia e desenvolvimento
Inflamagao e imunidade
Fungoes das diferentes citocinas
Outros factores (genética, fumo de tabaco)
Bronquiolite aguda e virus responsaveis
2. Descri¢do da investigagado realizada, seguindo os passos habituais:
Objectivos
Material e métodos
Resultados
Discussao
Conclusdes
Os resultados obtidos legitimam, como coroldrio da investigacdo, algumas sugestdes e
recomendacdes para estudos futuros.
Por fim, enumeram-se as referéncias bibliogréficas consultadas.



FUNDAMENTACAO TEORICA

ANATOMIA E HISTOLOGIA
DO APARELHO RESPIRATORIO DO LACTENTE

O aparelho respiratério, representado esquematicamente na figura 2, € constituido pelas
vias aéreas (através das quais o ar € transportado de e para o exterior) e pelo parénquima
pulmonar (onde se efectuam as trocas gasosas com a corrente sanguinea).

Fossas nasais 4 — /
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Figura 2: Anatomia do aparelho respiratério no lactente (adaptado de Swartz 1998).

Nas criangas o ar entra, predominantemente, pelo nariz, onde € filtrado, aquecido a 30°C
e humidificado a 98% (Silverman 2001, Taussig 2008). As fossas nasais, divididas pelo
respectivo septo, comunicam com o exterior através do vestibulo e, posteriormente, com
a nasofaringe, através das coanas. Cada fossa nasal encontra-se subdividida em trés
andares ou meatos, definidos por septos implantados na parede lateral. Nas suas paredes
existem orificios que comunicam com os seios perinasais.

O fluxo de ar segue, sucessivamente para a faringe, laringe, traqueia, bronquios
principais, bronquios subsididrios e bronquiolos, terminando nos alvéolos, onde sdo
feitas as trocas gasosas com a corrente sanguinea (Swartz 1998).

O vestibulo nasal é coberto por epitélio estratificado. Todas as restantes vias aéreas t€ém
revestimento semelhante, das fossas nasais aos bronquiolos distais: epitélio colunar,



pseudoestratificado, com cinco tipos de células - ciliadas, secretoras de muco, basais, de
Clara e neuroenddcrinas (Young 2006).
Um corte histoldgico deste epitélio pode ser observado na figura 3.

. '-."I‘"" ‘o s
Figura 3: Corte histolégico, em microscopia Optica, de epitélio bronquico (HEx400).
C: células ciliadas; M: células produtoras de muco; B: células basais. (Imagem
gentilemente cedida pela Dr* Sincia Ramos — Servico de Anatomia Patolégica do
Hospital de Santa Cruz, 2007).

As células epiteliais sdo a primeira barreira de proteccdo da mucosa. Removem, pelos
batimentos ciliares, as particulas endoluminais e produzem mediadores imunes. As
células produtoras de muco sdo abundantes na mucosa. As células basais ligam o
epitélio a membrana basal e diferenciam-se nas duas linhas celulares referidas. As
células de Clara tém func¢des imunomoduladoras nos bronquiolos terminais. As células
neuroenddcrinas coordenam a diferenciagdo destas quatro linhas celulares (Young
2006).

No topo dos cilios situa-se uma camada de muco com espessura de 0,5 a 1 wm,
segregado pelas células produtoras de muco e pelas glandulas submucosas. O muco
divide-se em duas camadas: uma mais superficial (gel), que se desloca, pelos
movimentos ciliares na direc¢do da orofaringe; outra mais profunda, menos viscosa
(sol), que se mantém fixa entre os cilios. A composicao do muco inclui glicoproteinas,
proteinas plasmaticas (lactoferrina, lisozima, fraccdes de complemento) e mediadores
imunoldgicos (citocinas e interferdo). Identificam-se células imunes (linfécitos e células
fagociticas), além de células oriundas da descamagao epitelial (Young 20006).

O epitélio assenta na submucosa, constituida por tecido conjuntivo, muisculo liso, vasos,
cartilagem, nervos e células imunocompetentes (células apresentadores de antigénio
(Ag), linfécitos T e linfocitos B). O musculo liso bronquico dispde-se em duas espirais
concéntricas com orientacdes opostas. Modifica de forma dindmica o calibre bronquico
e segrega mediadores imunitdrios. A nivel das fossas nasais, uma camada vascular
substitui o musculo liso: esses vasos respondem a estimulos exdgenos e neuronais,
regulando a resisténcia ao fluxo de ar a esse nivel (Taussig 2008).

Nos alvéolos, o epitélio € constituido por uma camada celular inica, com membrana
basal muito fina e em intima relacdo com a parede capilar, permitindo as trocas gasosas.
Existem também células imunitérias e células com capacidade de sintese de surfactante
(Brown 2005, Bisgaard 2006).



DESENVOLVIMENTO DO APARELHO RESPIRATORIO

ESTRUTURA

O desenvolvimento do aparelho respiratorio inicia-se com a concepgao € apenas termina
na adolescéncia. A apresentacdo clinica, evolugdo e resposta a terapéutica das diversas
doencas do aparelho respiratério dependem do respectivo estddio de desenvolvimento
estrutural (Silverman 2001, Taussig 2008).

A figura 4 resume as fases intrauterinas desse processo.

Fase embriondria
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Bronquios principais

Bronquios secundarios

l||
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Bronquiolos terminais

Fase canalicular ] )
17-27 Semanas Bronquiolos respiratérios

Fase alveolar
Ap6s 28 Semanas Ductos alveolares

Alvéolos

Figura 4: Desenvolvimento do aparelho respiratério (Adaptado de Silverman 2001)

A primeira fase, designada fase embriondria (antes das 7 semanas de idade gestacional),
consiste no aparecimento de um diverticulo endodérmico ventral, que, a quarta semana,
se divide pela primeira vez em dois ramos.

As vias aéreas continuam a dividir-se, de forma dicotémica, durante a fase
pseudoglandular (7-17 semanas). Identificam-se vias aéreas até ao nivel pré-acinar
(bronquiolos terminais). A diferenciacio das estruturas mesenquimatosas (musculo liso,
cartilagem, colagénio, vasos sanguineos, glandulas submucosas) da-se nesta fase.

Na fase canalicular (17-27 semanas), as vias aéreas continuam a dividir-se em
bronquiolos de segunda e terceira geracdo. O epitélio alveolar torna-se suficientemente
fino para permitir trocas gasosas.

Na fase alveolar (ap6s as 28 semanas), os alvéolos tornam-se mais numerosos e
diferenciados. A sua parede torna-se unicelular e tem inicio a produgdo de surfactante.
As 40 semanas, o pulmao estd totalmente formado, tendo, no entanto, menos de metade
dos alvéolos finais. Apds o nascimento, o crescimento das vias aéreas e a capacidade de
diferenciac@o de novo tecido alveolar continua até a adolescéncia (Landau 2006).

Do ponto de vista histoldgico, a diferenciac@o do epitélio inicia-se na vida embriondria,
prolongando-se pelos primeiros anos de vida. O ndmero de cilios, 0 seu comprimento e



coordenagdo, vai aumentando progressivamente. O nimero das células produtoras de
muco aumenta no primeiro trimestre, em resposta aos estimulos ambientais (Bracken
2002, Bush 2007). A maturidade das células basais e das células de Clara € atingida nos
primeiros meses de vida. As células neuroenddcrinas aumentam até aos seis meses de
vida, tornando-se escassas posteriormente (Christen 2005).

As restantes camadas histologicas sofrem também modificagdes ao longo dos primeiros
meses de vida extrauterina: o musculo liso aumenta, as glandulas submucosas
proliferam e a vasculariza¢ao bronquica diferencia-se (Fireman 2003, Young 2006).

A regido alveolar continua a crescer até a adolescéncia. O padrdo de crescimento
designa-se por dissindptico: inicialmente, os alvéolos crescem e multiplicam-se, sem
alterac@o do calibre das vias aéreas; ao fim de alguns meses, aumenta a didmetro das
vias aéreas, e estabiliza a dimensdo alveolar. Surgem novos vasos sanguineos, em
paralelo com a multiplicacdo alveolar, garantindo as trocas gasosas (Taussig 2008).

O desenvolvimento estrutural do aparelho respiratério €, em suma, influenciado por
diversos factores genéticos e ambientais que interagem a nivel molecular, celular e
histolégico (Holt 2002, Friedlander 2005, Christen 2005, Gern 2006).

FUNCAO

Durante a vida intrauterina, o aparelho respiratério encontra-se preenchido por liguido
pulmonar fetal, segregado activamente pelo epitélio respiratério (pneumocitos tipo I).
Esse fluido circula na direc¢do da faringe, é deglutido e eliminado para o liquido
amnidtico. A diminui¢do da producdo de liquido pulmonar fetal pode condicionar
diversas anomalias como hipoplasia pulmonar. A perturbacdo desta circulacdo pode
causar dilatacao alveolar e enfisema congénito.

Os movimentos ritmicos de expansdo e retraccdo do pulmio fetal, incorrectamente
designados “respiracdo fetal”, t€ém também importancia no desenvolvimento pulmonar
intrauterino. Os factores que inibem os movimentos respiratdrios fetais, como o fumo
de tabaco, podem comprometer o desenvolvimento adequado do aparelho respiratério
(Kullig 1999, Diaz-Sanchéz 2006).

No primeiro ano de vida, o estudo da fisiologia respiratéria é dificil. A técnica utilizada,
compressao tordcica rapida, mede o fluxo expiratério forcado apds aplicacdo de pressao
subita no térax e abdémen, no final de uma inspiracdo de volume corrente. Exige
sedacdo e as medigdes estio sujeitas a erros significativos (Borrego 2005, Lum 2006).

O perfil funcional respiratério de um lactente tende a manter-se constante ao longo da
vida: uma crianca com volumes pulmonares baixos mantém essa caracteristica até a
idade adulta. Este facto exprime a importancia que as alteracdes precoces podem ter no
prognodstico a longo prazo das doencas respiratorias (Martinez 1995).

O desenvolvimento da funcdo respiratéria das criancas relaciona-se com o sexo. Os
fetos do sexo masculino t€ém um atraso de maturacdo de cerca de duas semanas em
relacdo aos do sexo feminino. Como tal, as doengas pulmonares relacionadas com a
prematuridade sdo, em geral, mais graves nos rapazes (Boezen 2004, Uekert 2006).
Durante a primeira infincia continuam a verificar-se diferencas entre os sexos,
nomeadamente maiores volumes expiratérios maximos € menor resisténcia das vias
aéreas entre as criangas do sexo feminino (Borrego 2005, Lum 2006, Nielsen 2006).
Este aspecto, cuja explicacdo ainda ndo € completa, confere aos lactentes do sexo
feminino alguma proteccao relativa contra episddios de sibilancia. Na adolescéncia, o
panorama inverte-se, pois a testosterona condiciona um aumento de didmetro das vias
aéreas, com diminui¢do da sua resisténcia e melhoria da capacidade vital funcional.



Portanto, as diferencas clinicas entre os sexos sdo influenciadas por factores hormonais
e funcionais (Uekert 2006).
Outros factores que actuam sobre o desenvolvimento pds-natal da fungdo respiratdria
sdo o contacto com fumo de tabaco (Garciuiio 2003, Janson 2004, Lannert 2006,
Patenden 2006, Carroll 2007), a histéria familiar de asma (Oddy 2002, Henderson 2005,
Ramsey 2007), as infeccdes das vias respiratérias inferiores (Lemanske 2004, Stokes-
Peebles 2004, Friedlander 2005, Gern 2006, Oh 2006, Lee 2007) e o controlo
farmacolégico da sibilancia ao longo da primeira infancia (Black 2003, Liu 2003,
Bisgaard 2006, Panickar 2006).
Em relagdo ao desenvolvimento da fungdo respiratéria na infancia e a forma como este
influencia a expressdo clinica da sibilancia recorrente, Martinez e colaboradores (1995)
identificaram trés fenotipos distintos (figura 5).

1 — Sibilancia transitdria precoce

2 — Sibilancia persistente

3 — Sibilancia de inicio tardio

Prevaléncia de sibildncia

Sibiléncia de
Sibilancia inicio tardio
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Sibilancia transitoria

%
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Figura 5: Evolugdo cronolégica dos diferentes tipos de doenca
sibilante da infincia (Martinez 1995).

O primeiro fendtipo, no qual os doentes t€m multiplos episddios de sibilancia nos
primeiros anos de vida, com evolugdo favordvel até ao terceiro aniversario, corresponde
a 65% dos casos de sibilancia recorrente detectados nessa idade. As manifestacoes
clinicas sdo precedidas pela diminui¢ao da funcao respiratéria. O facto de as vias aéreas
naquela faixa etdria terem menor calibre aumenta a susceptibilidade do doente a
inflamacao induzida por virus respiratdrios (Martinez 1995, Taussig 2003).

Os comportamentos do segundo e terceiro fenotipos sdo dificeis de distinguir nos
primeiros anos,. No entanto, as criangas com sibilancia persistente tém, com frequéncia,
histéria familiar de atopia e antecedentes de eczema. O estudo da funcdo respiratdria,
efectuado antes do primeiro episddio de sibilancia, ¢ normal (Kelley 2005, Castro-
Rodriguez 2006).

O esclarecimento de todos os aspectos que influenciam o desenvolvimento da fisiologia
respiratoria na infancia pode ajudar a compreender a evolug¢do dos doentes e a tomar as
medidas terapéuticas e preventivas mais adequadas.



INFLAMACAO E IMUNIDADE

A resposta inicial das vias aéreas as agressoes € inespecifica: vasodilatagao, aumento de
permeabilidade capilar, quimiotaxia de macrofagos e neutrdfilos, libertagdo de
substancias oxidantes e fagocitose. Numa segunda fase, surgem respostas especificas de
imunidade humoral (producdo de IgA secretdria e sérica, IgM, IgG e respectivas
subclasses) e celular (linfécitos T e B) (de Meer 2005, Eder 2006).

A nivel da submucosa, aumenta a reactividade do musculo liso, o fluxo sanguineo e a
permeabilidade vascular, com consequente edema. Estes fendmenos podem tornar-se
cronicos, com espessamento da membrana basal e hiperplasia do musculo liso
(remodelacdo) (Fireman 2003, Gern 2004, Bush 2006, Guilbert 2006, Graham 2006).
Este modelo, caracteristico da asma bronquica, ocorre noutras doencas que cursam com
sibilancia recorrente, como € o caso, nalguns doentes, do status pds infec¢do por VSR
(Brouard 2004, Prescott 2006).

O epitélio do aparelho respiratério € o principal alvo dos agentes infecciosos e a
primeira linha de defesa fisica e imunoldgica do hospedeiro. As células epiteliais tém
capacidade de, ap6s uma infec¢do, produzir citocinas, quimiocinas, interferdo do tipo 1,
factores de crescimento, mediadores virucidas e quimioticticos para neutréfilos,
monocitos, eosinofilos, células natural-killer e linfécitos T.

Os neutréfilos migram para o local da agressdo, invadem o lume respiratério, aderem
aos tecidos, agregam-se, libertam mediadores oxidativos e fagocitam substancias
estranhas. Produzem igualmente citocinas que interagem com outras linhas celulares.
Estas fungdes, que ainda ndo se encontram estabelecidas no recém-nascido,
desenvolvem-se rapidamente ao longo dos primeiros meses de vida (Taussig 2008).
Simultaneamente, a mucosa bronquica € invadida por eosinéfilos, que libertam potentes
mediadores citotoxicos (proteina catiénica eosinofilica, peroxidase e proteina bdsica
major), além de prostaglandinas, leucotrienos, e diversas citocinas pro-inflamatdrias
(Lemanske 2002).

Paralelamente, as células natural-killer produzem interferdo o, B e outras substincias
que inibem directamente a transcri¢do virica (Chaves-Bueno 2006, Bennett 2007).

Os mondcitos, macréfagos e células dendriticas desempenham fungdes de fagocitose e
apresentacdo de Ag as células T (Azevedo 1995, Prescott 2006).

Os mastdcitos da submucosa, podem contribuir para a reac¢io inflamatoéria, libertando
histamina, triptase, prostaglandinas, leucotrienos, IL-4, IL-5, IL-6 e factor de necrose
tumoral o (Rosado-Pinto 2003, Montero-Vega 2006).

As terminagdes nervosas do sistema nervoso autonomo influenciam o calibre bronquico
pela libertagdo de substancias broncoconstritoras (taquicinina, bradicinina, neurocinina,
substincia P); ou broncodilatadoras (monéxido de azoto (NO), polipéptido intestinal
vasoactivo e neurotransmissores anticolinérgicos) (Smith 2005, Silkoff 2006, Baraldi
2006).

A imunidade celular participa na resposta a infeccao por virus respiratérios por duas
vias: apds a fagocitose, os macréfagos e células dendriticas apresentam os antigénios
virais as células CD4 ThO (naives ou indiferenciadas) que se diferenciam no sentido
Thl ou Th2, conforme revisto adiante; concomitantemente, as células CD8 citotoxicas
reconhecem as células epiteliais infectadas, que destroem. A eliminagdo virica é, desta
forma, acompanhada de lesdo tecidual significativa (Mejias 2005, Boelen 2006).

A imunidade humoral inicia-se pela diferenciacdo e proliferacao de linfécitos B, com
subsequente sintese de anticorpos especificos: IgA secretdéria nos primeiros dias apds a



infecgdo; IgM, IgG e IgA séricas de forma sequencial, ao longo dos dias a semanas
seguintes. Estas moléculas sdo pouco importantes no combate a infec¢do aguda mas
fundamentais na resposta contra as reinfec¢des. Nalguns individuos verifica-se um
aumento de anticorpos de tipo IgE com afinidade contra o VSR que, sendo indtil na
resposta a infec¢do, pode contribuir para perpetuar a sibilancia recorrente (Black 2003,
Smyth 2006, Bennett 2007).

Linfécitos T- Paradigma Th1/Th2

Na vida fetal, a principal funcdo imunitdria da unidade fetoplacentdria consiste em
evitar os processos de rejeicdo materna. Para a mae, o feto € um corpo
imunologicamente estranho que, na auséncia de controlo, seria considerado como um
aloenxerto e rejeitado. Para o evitar, desenvolveram-se mecanismos de tolerancia. Na
unidade feto-placentdria predomina o ambiente Th2 (com producdo de IL-4 e IL-13),
que inibe a rejei¢do imunitdria, contrariando a citotoxicidade das células Thl (conferida
por IL-12 e interferdao-y). Este fendmeno adaptativo deve-se, provavelmente, a
regulacdo da expressdo fetal e placentdria dos respectivos genes (Silvestri 2004, Uekert
2006, Prescott 2006, Pinto 2006, Truyen 2006, You 2006, Neaville 2006, Singh 2007).
No sangue do recém-nascido predominam os linfécitos CD4 com perfil ThO
(indiferenciados) ou Th2, além de linfécitos B e de células natural killer. Ao longo da
primeira infancia, os linfécitos ThO vao-se diferenciando nas linhas Thl ou Th2
(Bracken 2002, Brown 2005). A resposta adequada as infec¢des virais e bacterianas é
feita pela via Thl. A via Th2 € util no combate contra infestacdes helminticas. Com a
diminui¢do destas no mundo ocidental e a concomitante diminui¢do de contacto das
criancas com Ag bacterianos, admite-se que o sistema imunitdrio seja desviado para
reaccOes de hipersensibilidade (cutinea ou respiratdria), em que sdo activadas as vias de
predominio Th2. Este é o fundamento da chamada hipdtese higiénica (Rosado-Pinto
2003, Romagnani 2004, Rebordao 2005, Bloomfield 2006).

O comportamento dos linfocitos T apds contacto com VSR durante a primeira infancia
reveste-se de algumas particularidades. Vérios autores, como Bont (2001), Ogra (2004),
Stokes-Peebles (2005), Braciale (2005), Pinto (2006) ou Becker (2006), publicaram
estudos em que discutem a imunidade erratica associada ao VSR. Com efeito, nalguns
doentes parece haver uma resposta imunitdria adequada apds contacto com VSR, com
predominio Thl e produgdo de IL-12 e IFN-y, citocinas uteis no combate as infecgdes
virais. Noutros, verifica-se um predominio Th2, com producdo de 1L-4 e IL-13. Estes
factos podem ajudar a explicar a ocorréncia de hiperreactividade bronquica como
sequela, nalguns lactentes.

Do ponto de vista do metabolismo virico, conforme referido por Hacking (2002), Legg
(2003), Aoyagi (2003), Spann (2004), Lindemans (2005), Braciale (2006) e Bennett
(2007), a proteina G do VSR desencadeia, em modelos experimentais, eosinofilia e
estimulacdo de citocinas das vias Th2 (IL-4 e IL-13). A proteina F, pelo contrario,
estimula as vias Thl e as células natural killer, com produgao de IL-12 e IFN-y. Este
processo contribui para elimina¢do mais eficaz do virus e uma evolu¢do mais rdpida e
benigna da doenca (Boelen 2002, Aoyagi 2003, Legg 2003, Psarras 2004, Garofalo
2005, Becker 2006, Bennett 2007).

O predominio relativo de cada uma das diferentes respostas do hospedeiro (Thl ou
Th2), podera influenciar a gravidade da bronquiolite e subsequente evolucdo para
sibilancia recorrente.
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Remodelacao

A asma € definida, actualmente, como uma doenca inflamatéria das vias aéreas que
cursa com crises recorrentes de tosse, sibilancia e dispneia. Esta definicdo tem pontos de
contacto com outras doengas das vias aéreas, como sibilancia transitéria do lactente ou
doenca pulmonar obstrutiva crénica (Rosado-Pinto, 2003, Ogra 2004, Silvestri 2004,
Bisgaard 2006, Baraldi 2006, Lemanske 2006, Eder 2006, Maclennan 2006).

O mecanismo patoldgico predominante destas situacdes € a inflamacdo, de que resulta
congestdo vascular, edema da mucosa, contrac¢io do miusculo liso e acumulagdo
intraluminal de muco e detritos celulares. A propor¢cdo relativa de cada um destes
fendmenos € varidvel, durante as exacerbacdes ou nos periodos intercriticos, sendo o
processo, habitualmente, reversivel (Lemanske 2006).

Ao evoluir para a cronicidade, pode surgir um componente irreversivel, designado por
remodelac¢do, o qual se traduz por espessamento da parede dos bronquios, hiperplasia do
musculo liso e diminui¢do permanente do lime (Lemanske 2006).

Este processo créonico € complexo, assemelhando-se a cicatrizagdo da pele. Numa
primeira fase, apds a lesdo das células epiteliais, surge edema, proliferacdo e migracdo
de células de locais nao lesados. Sdo convocados neutréfilos, plaquetas, macréfagos e
linfécitos. Os miofibroblastos indiferenciados da submucosa multiplicam-se, formam
aglomerados ectopicos de tecido muscular liso, e produzem reticulina, fibrina e
colagénio. Aumenta igualmente a sintese de endotelina, com neovascularizagdo
bronquica (Rosado-Pinto 2003).

Se a agressao persistir (Ag, infec¢des ou fumo do tabaco, entre outros), estdo reunidas
as condi¢cdes para se manter a inflamagcdo e a remodelagdo, com evidentes efeitos
prejudiciais a longo prazo (Reed 2006).

Os acontecimentos a nivel celular e molecular das doengas sibilantes nos primeiros anos
de vida sdo mal conhecidos (Gern 2006, Graham 2006). Esclarecer quais destes
fendmenos ocorrem na sibilancia transitéria da infancia, bem como a fase em que as
respectivas alteragdes se tornam irreversiveis, sdo importantes linhas de investigacao em
curso.
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METODOLOGIAS DE ESTUDO DA INFLAMACAO E
IMUNIDADE EM DOENCAS SIBILANTES

Virios autores tém avaliado em laboratdrio a actividade inflamatéria bronquica nas
doencas sibilantes infantis. E possivel colher, com esse objectivo, amostras biolégicas
de tecido bronquico (por bidpsia, escovado, lavado broncoalveolar ou expectoracdao
induzida) ou mais proximal (secrecdes faringeas, nasais ou determinagdes a nivel do ar
expirado). Esta udltima metodologia pode traduzir com fidelidade as alteragdes distais,
dada a continuidade anatémica e funcional do aparelho respiratério (Bergoin 2002,
Rosado-Pinto 2003, Braciale 2005, Pitrez 2005, Midulla 2006, Duramad 2006).

No lavado broncoalveolar, t€ém sido estudadas diversas populacdes celulares (linfécitos,
macroéfagos, eosindfilos e neutréfilos) e citocinas. Estes estudos tém contribuido
significativamente para ampliar o conhecimento nesta drea, mas enfrentam dificuldades
inerentes as implicacdes éticas em pediatria (Azevedo 1995, Krawiec 2001, Jones 2001,
Mobbs 2002, Boelen 2002, Kim 2003, Brown 2003, McNamara 2004, Copenhaven
2004, Brown 2005, Braciale 2005, Phaybouth 2006, Maclennan 2006).

No material proveniente de expectoracdo induzida (Truyen 2006) tém sido efectuadas
determinac¢des semelhantes. Esta metodologia ndo invasiva € atraente, permitindo, apds
estimulagdo adequada com aerosséis hipersalinos, detectar alguns mediadores
bioquimicos e celulares em material proveniente dos bronquios. No entanto, utilizando
tal técnica, dificilmente se consegue obter amostras suficientes em criangas pequenas.
No ar expirado é também possivel medir niveis de NO; trata-se do produto final da
actividade de diversas reac¢cdes que ocorrem nas vias aéreas dos doentes asmaticos, o
que resulta da acc¢do dos eosinéfilos e células neuronais. O NO é um bom marcador de
actividade inflamatéria bronquica, havendo uma relacao directa entre o respectivo nivel
detectado no ar expirado e a actividade inflamatéria endoluminal (Baraldi 2006).

No vapor de dgua expirado € possivel quantificar mediadores como leucotrienos e
perdxido de hidrogénio, metodologia que aguarda validagdo clinica (Shahid 2002).

Em produtos bioldgicos oriundos das fossas nasais, os resultados dos estudos de
imunidade podem ser correlacionados com os fendmenos que ocorrem a nivel das vias
aéreas distais. A “via aérea unica” €, actualmente, uma nog¢do consensual. E possivel,
através de lavado, aspirado ou escovado da mucosa nasal, obter informacdes fidveis
sobre alguns processos inflamatérios bronquicos (Bont 2001, Gern 2002, Joshi 2003,
Legg 2003, Garofalo 2004, Giugno 2004, Pitrez 2005, Tripp 2005, Midulla 2006).

Uma das possiveis linhas de investigacdo é o estudo das citocinas inflamatdrias,
nomeadamente as responsdveis pela determinacdo do tipo predominante de resposta
imunitdria (Th1l ou Th2). Estas substancias sdo extremamente labeis, instiveis e com
periodo de semivida curto. Como tal, hd necessidade de recorrer a determinacdo da
expressdo dos dcidos nucleicos que as codificam. Na maioria dos casos, € estudado o
ARNmMm, cuja expressao € detectavel de forma fiavel (McNamara 2004, Feleszko 2006 e
Sutton 2007).
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Recordam-se, na figura 6, as principais etapas da sintese proteica:
1. Transcricdo de ADN em ARNm, por ac¢cao da polimerase do ARN
2. Traducdo, a nivel do ribossoma, da mensagem contida no ARNm
3. Transporte de aminoécidos, pela accio do ARN de transporte (ARNY)
4. Formacao de cadeia de polipéptidos, de acordo com a informacao genética.

=)
ADN ™ \a ARMt
Y ARNm :
d!,/ Aminoacidos
-
' ARN ¥e

polimerase

Nucleotidos

de ARN Cadeia de

polipéptidos
Membrana nuclear

Figura 6: Representacdo esquematica da sintese proteica.

Na urina e no sangue pode quantificar-se directamente diversas substancias, como
proteinas eosinofilicas ou leucotrienos, salientando-se a dificuldade em afirmar, em
definitivo, a correlacdo destes valores com os fendmenos endobrénquicos.

Os mondcitos circulantes tém sido objecto de varios estudos, principalmente pela sua
capacidade de sintese de citocinas apds estimulagdo em meio de cultura. No entanto, a
sua actividade poderd ndo estar relacionada directamente com os fendémenos que
ocorrem nas vias aéreas (Bont 2000, Kimpen 2002, Aoyagi 2003, Noakes 2003, Guerra
2004, Heaton 2005, Guerrero 2005, Friedlander 2005, Braciale 2005, Pinto 2006,
Uekert 2006, Rebordao 2006, Ly 2007, Ermers 2007).
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CITOCINAS

O paradigma Thl / Th2 da imunidade celular desempenha um papel fundamental nas
vias respiratdorias. H4 citocinas que se destacam nestes mecanismos, uma vez que Sao
produzidas exclusivamente pelas linhas celulares em causa: duas pelos linfécitos Thl
(IFN-y e IL-12) e duas pelos linfécitos Th2 (IL-4 e 1L-13).

A figura 7 ilustra o papel central destas substancias.

Célula Th1
Defesa contra
microrganismos
1L-12 intracelulares
A
Macrofago IFN-y
IFN-
k 1L-4
Célula CD4
IL-13 Inflamacdo alérgica
Producdo de IgE

Célula Th2

Figura 7: Esquema muito simplificado do paradigma celular Th1 e Th2 (Adaptado de Truyen 2006).

Interleucina 4 (IL-4)
A interleucina 4 (IL-4) é uma glicoproteina constituida por quatro hélices.
A sua sintese € codificada a partir da expressao de genes situados nos lécus g23 e g31
do cromossoma 5.
E produzida exclusivamente pelas células Th2.
Desempenha um papel central na regulacdo da actividade humoral e adaptativa,
estimulando a proliferacdo e activagdo de mastdcitos e células B e T, bem como a
diferenciagdo de linfocitos CD4+ para células Th2. A IL-4 induz as células B a
produzirem IgE e activa a produgdo de Ag de histocompatibildade de classe II (Truyen
2006).
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Interleucina 13 (IL-13)
A interleucina 13 (IL-13) é uma glicoproteina constituida por quatro hélices, andloga
em grande medida a IL-4.
O gene responsavel pela sua codificagdo situa-se no locus g3/ do cromossoma 5.
E produzida por virios tipos celulares, especialmente pelas células Th2, constituindo
um importante mediador dos processos alérgicos.
As fungdes de IL-13 sobrepdem-se as de IL-4, principalmente no que diz respeito a
activacdo das diversas linhas celulares: activa a sintese de IgE pelas células B activadas,
induz hiperreactividade, hipersecre¢do de muco e recrutamento de células inflamatdrias.
Colabora na eliminac¢ao de Helmintas intestinais (Kazachkov 2002, Truyen 2005).

Interleucina 12 (IL-12)
A interleucina 12 (IL-12) é uma citocina constituida por quatro cadeias polipéptideas
helicoidais.
Dois genes, situados nos locus p12 e g/3.2 do cromossoma 3, codificam a sua sintese.
E produzida por macréfagos e células T em resposta a estimulos antigénicos. Participa
na diferenciacdo de células ThO para Thl, estimulando o seu crescimento e
diferenciacdo, bem como a sintese de IFN-y e factor de necrose tumoral. Estimula a
multiplicacdo de células natural killer. Inibe a produgdo e contraria a ac¢ao de 1L-4
(Tripp 2005).

Interferao- y (IFN-y)
O interferdo-gama (IFN-y) € uma citocina constituida por um dimero formado pela
interconexao anti-paralela de dois mondmeros. Cada mondémero € constituido por
cadeias helicoidais colocadas em sequéncia e interpoladas por sequéncias polipépticas
ndo-helicoidais.
Um tnico gene, situado no locus g24.1 do cromossoma 12, codifica a sua produgdo.
E sintetizado pelas células natural killer, linfécitos Th1l e CD8.
O IFN-y tem fungdes antivirais, imunorreguladoras e antitumorais. Altera a transcri¢ao
de trinta genes envolvidos em inimeros processos fisioldgicos e celulares. A sua ac¢ao
depende da integridade do dimero e da interaccdo com os receptores especificos.
Activa as células apresentadoras de Ag e promove a diferenciacdo das células ThO para
Thl, das quais € igualmente o principal marcador (Kazachkov 2002, Truyen 2005,
Teixeira 2005).
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OUTROS FACTORES DETERMINANTES DA
ESTRUTURA E FUNCAO BRONQUIOLAR

Genética

A etiologia da sibilancia transitéria do lactente depende de factores ambientais e
genéticos. Estes ultimos podem explicar as diferentes incidéncias populacionais, bem
como as discrepancias na evolucao clinica e na resposta a terapéutica (Ermers 2007).
Existem diversos genes envolvidos, uma vez que a hereditariedade ndo segue, nestas
patologias, leis mendelianas (Arora 2006, Bisgaard 2006, Eder 2006, Stensdalle 2006,
Videira 2006).

Os genes que condicionam a concentracdo, morfologia ou capacidade funcional dos
varios mediadores inflamatérios sdo importantes na definicdo da evolucdo clinica
(Sengler 2002, Videira 2006).

O efeito de outros factores, como o fumo de tabaco, pode ser modulado igualmente por
diferentes polimorfismos genéticos (Sadeghnejad 2008).

A resposta a terapéutica € também modificada por polimorfismos genéticos. A eficacia
dos farmacos B2-miméticos, por exemplo, depende da estrutura do respectivo receptor,
que € controlada pela expressdo de um gene. Os polimorfismos desse gene ddo origem a
respostas individualizadas a esses farmacos (Ermers 2007, Sengler 2002).

Os recentes avancgos cientificos no campo da genética molecular t€ém permitido ampliar
o conhecimento das diversas vias metabdlicas. No campo da imunologia e do estudo da
inflamacdo t€m sido reconhecidos intmeros mediadores séricos e teciduais que
intervém nestes fendmenos. A sua identificacdo, isolamento e determinagdo funcional é
complexa, uma vez que estas moléculas sd@o produzidas em quantidades infimas, t€m
semividas breves e, em ambiente laboratorial, degradam-se com facilidade. Sendo estas
proteinas (citocinas, quimiocinas, etc.) sintetizadas a partir da informacdo contida no
ADN, a metodologia que tem tido mais sucesso baseia-se no estudo dos &cidos
nucleicos que as originam e ndo, de forma directa, nas proteinas em causa. E possivel
pois, a partir de uma amostra celular, amplificar os dcidos nucleicos (moléculas
resistentes e estdveis) responsdveis pela sintese de determinada proteina e determinar,
indirectamente, a respectiva actividade nas diversas situacdes (Sengler 2002, Bracken
2002, Bush 2007).

Fumo de tabaco

Datam de 1974 os primeiros estudos sobre os maleficios do fumo de tabaco sobre as
criangas. Verificou-se inicialmente que os lactentes que conviviam com fumadores
tinham maior risco de pneumonia ou bronquiolite grave, com maior morbilidade e
mortalidade. Desde entdo foram publicados mais de 3500 artigos cientificos que referem
efeitos prejudiciais do tabagismo passivo, pré- ou pés-natal.

O tabaco é o poluente atmosférico que mais frequentemente afecta as criancas,
prejudicando o desenvolvimento dos seus sistemas imunitdrio e respiratorio. Cerca de
50% das criangas convive diariamente com fumadores, inalando, individualmente, o
equivalente a 50 a 150 cigarros por ano, conforme o numero e tipo de cigarros
consumidos, o tempo didrio de exposicao, a proximidade fisica e o tamanho e ventilagdo
da casa (Behr 2002, Janson 2004, Groner 2005, Diaz-Sanchez 2006 Le Soeuf 2006).
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O fumo de tabaco inclui, na sua composicao, nicotina, monéxido de carbono, amonia,
formaldeido, 6xidos de azoto, benzeno, nitrosamina e mais de quarenta carcinogénios
conhecidos (Mitchell 2002). A intensidade do contacto passivo com fumo de tabaco
pode ser quantificada através da medi¢do da cotinina, metabolito da nicotina dosedvel
no soro, saliva, urina, cabelo e meconio. A estimativa do consumo de tabaco através de
questiondrios aos pais peca normalmente por defeito (Groner 2005).

O tabaco tem efeitos nocivos sobre o feto (aborto espontaneo, restricdo de crescimento
intrauterino, alteracdo do desenvolvimento pulmonar, prematuridade), o lactente
(sindroma de morte subita, maior incidéncia de infec¢des respiratdrias, tosse crdnica,
sibilancia recorrente), a crianca mais velha (maior incidéncia de crises de broncospasmo
e infec¢des respiratdrias) e o adulto (doenca pulmonar crénica obstrutiva, neoplasias,
doencas cardiovasculares) (Janson 2004, Diaz-Sanchez 2006, Pattenden 2006).

A nicotina e o monéxido de carbono presentes no sangue materno diminuem o fluxo
sanguineo da placenta e a amplitude e frequéncia dos movimentos tordcicos fetais,
comprometendo, dessa forma, o crescimento e diferenciacdo do aparelho respiratério.
Por outro lado, a hipéxia crénica leva a libertacdo de catecolaminas, acelerando a
maturacdo pulmonar. Este facto explica que os filhos de maes fumadoras tenham maior
risco de prematuridade mas, paradoxalmente, menor incidéncia e gravidade de doenca
das membranas hialinas (Kulig 1999, Noakes 2003, Janson 2004).

Apds o nascimento, a inalacdo crénica de fumo de tabaco altera a funcdo dos cilios e
modifica a fun¢do imunitéria, o que se traduz no aumento da incidéncia e gravidade dos
sintomas respiratérios da infancia (Feleszko 2000, Phaybouth 2006, Carroll 2007).
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BRONQUIOLITE AGUDA

Etimologicamente, a palavra “bronquiolite” resulta da conjuncdo do termo grego
“brogkhia” (bronquio) com os sufixos latinos -olo (pequeno) e -ite (inflamagdo).
Definindo, de forma estrita, uma entidade histolégica, passou posteriormente a designar
um diagnéstico clinico (Silverman 2001, Long 2002, Taussig 2008).

A maioria dos casos de bronquiolite aguda é de etiologia virica. Os agentes mais
frequentes sdo VSR (50 a 90% dos casos), Parainfluenza, Rinovirus, Influenza,
Adenovirus e Metapneumovirus humano. Raros casos tém sido atribuidos a Chlamydia
trachomatis e Mycoplasma pneumoniae (Long 2002). O nosso grupo detectou uma
incidéncia de 60,9% de VSR em casos de bronquiolite aguda na regido de Lisboa
(Flores 2004).

A bronquiolite aguda é uma doenca comum nos dois primeiros anos de vida,
principalmente entre os dois e os seis meses de idade. A maior incidéncia acontece, em
Portugal, de Novembro a Abril (Rosado-Pinto 2003, Flores 2004).

Do ponto de vista fisiopatolégico demonstra-se necrose e descamacdo de células
epiteliais, inflamacdo da mucosa das pequenas vias aéreas, aumento da producdo de
muco, alteracdo da producdo de surfactante, edema da submucosa e broncospasmo. Da
conjugacao destes fendmenos resulta obstrucdo distal das vias aéreas. Na expiracdo, o
lume destas diminui, com acumulagao distal de ar, aumento do esforco respiratério e do
volume pulmonar no final da expiracio e diminuicdo da compliance pulmonar
(Lindemans 2005, Bennett 2007).

O diagnéstico de bronquiolite é, para o pediatra, linear e intuitivo, principalmente no
decorrer das epidemias anuais. No entanto, a auséncia de defini¢des estandardizadas
coloca dificuldades ao clinico e ao investigador. Com efeito, verifica-se uma grande
variabilidade entre os observadores no que diz respeito a valorizacdo da polipneia,
tiragem e alteragdes auscultatérias (Voets 2006, Smyth 2006).

A sindroma clinica inicia-se pela infec¢do das vias aéreas superiores, com obstrucao
nasal, rinorreia, tosse e hiperemia da orofaringe, com ou sem febre. Apds dois ou trés
dias, o envolvimento das vias aéreas inferiores torna-se evidente, com agravamento da
tosse e da dificuldade respiratéria. A dificuldade alimentar, associada a letargia, vomitos
e polipneia, pode condicionar desidratacdo. Em recém-nascidos e ex-prematuros a
apneia € uma apresentacdo clinica possivel (Smyth 2006). O exame fisico pode
evidenciar sinais de dificuldade respiratdria (polipneia, tiragem, adejo nasal, cianose),
sibilos e fervores a auscultacdo pulmonar e sinais de desidratagdo.

Os resultados dos exames complementares de diagndstico sdo inespecificos. A
radiografia do térax pode ser normal ou apresentar diversos padrdes (hiperinsuflagio,
reforgo intersticial, condensacgdo, atelectasia), que ndo se relacionam com a gravidade da
doenca. A medigdo transcutanea da saturagao da hemoglobina em oxigénio (SpO.) é util
na avaliacdo da gravidade da situacdo (Wang 1992, Meats-Dennis 2005). A pesquisa de
virus respiratérios nas secrecdes respiratérias pode ser feita por método
imunoenzimatico, imunofluorescéncia ou amplificacdo em cadeia de polimerase (PCR).
E importante para agrupar doentes e evitar terapéuticas antibiGticas desnecessarias. O
diagnéstico seroldgico e a identificacdo do virus em cultura celular sdo demorados, com
escassa utilidade na prética clinica (Smyth 2006). A realizacdo de hemograma ou do
doseamento de proteina C reactiva ndo é, habitualmente, ttil.

A terapéutica da bronquiolite € sintomatica. A administracdo de oxigénio suplementar
deve ser suficiente para manter a SpO> superior a 92%. A hidratagdo por via oral e/ou
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endovenosa, deve cobrir 80 a 100% das necessidades didrias. As alteracOes i0nicas
devem ser corrigidas (Chavez-Bueno 2006, Smyth 2006). Os broncodilatadores, [32-
agonistas (salbutamol, procaterol, terbutalina) tém sido utilizados na terapéutica
sintomadtica da bronquiolite, com algum beneficio sintomético, embora sem altera¢do na
duracdo da doenga. A adrenalina em aerossol, pelo seu efeito o e § adrenérgico, com
broncodilatacdo e diminui¢cdo de edema da mucosa bronquica, tem sido igualmente
usada em meio hospitalar. Em muitos centros € prescrita uma dose inicial de
broncodilatadores ou adrenalina por via inalatéria, que, se for eficaz, € mantida durante
trés a quatro dias (Meats-Dennis 2005, Smyth 2006). Os corticosterdides sistémicos ou
inalatérios ndo sdo aconselhados na terapéutica da bronquiolite, ndo diminuindo,
nomeadamente, a incidéncia de sibilancia recorrente posterior (Kimpen 2002, Smyth
2006). Numa metanalise recente (Perrotta 2007) ndo se demonstrou beneficio da
cinesiterapia respiratoria na terapéutica da bronquiolite aguda. Recomenda-se, apenas,
para complicacOes atelectdsicas. A antibioticoterapia estd indicada para sobreinfeccdes
bacterianas ou, empiricamente, no lactente com bronquiolite e suspeita de sepsis. O uso
de antiviricos ou de anticorpos passivos ndao é recomendado (Mejias 2005, Smyth
2006). Alguns doentes com insuficiéncia respiratoria aguda ou apneia podem necessitar
de ventilacao assistida, ndo invasiva ou convencional. Actualmente, tém sido estudadas
novas opg¢Oes terapéuticas para a bronquiolite aguda, como interferdo, vitamina A,
surfactante exdgeno, heliox, desoxirribonuclease recombinante e algumas ervas
chinesas. A eventual utilidade destas medidas aguarda confirmagao (Chaves-Bueno
2006, Smyth 2006).

Cerca de 1 a 2,5% dos doentes necessitam de internamento hospitalar, mais
frequentemente em lactentes com idade inferior a seis semanas de idade, do sexo
masculino, que frequentem o infantdrio, tenham tido baixo peso ao nascer ou sejam
portadores de doenga crénica (pulmonar, cardiaca, neuromuscular ou imunodeficiéncia).
As criancas com histéria de contacto pré- e pds-natal com fumo de tabaco, bem como
alguns grupos de risco sdcio-econdmico apresentam igualmente maior risco. A
mortalidade é inferior a 2/100.000 casos (Carroll 2007).

Na maioria dos doentes a melhoria clinica ocorre em trés a quatro dias apds o inicio do
quadro respiratério das vias aéreas inferiores. As complicacdes principais sao as
sobreinfeccdes bacterianas, como otite média aguda, traqueite ou pneumonia. Abaixo
dos trés meses, podem ocorrer episédios de apneia. Nestas situacdes, bem como em
atelectasias graves e exaustdo muscular, pode surgir insuficiéncia respiratoria aguda.
Outras complicacdes possiveis sao os desequilibrios hidroelectroliticos (por
desidratacdo ou secre¢do inapropriada de hormona antidiurética) e a encefalopatia por
compromisso do sistema nervoso central pelo préprio virus (Long 2002, Red Book
2006).

As medidas preventivas s@o as habituais em infec¢des com transmissdo aérea (lavagem
das maos, limitacdo de contactos com secregdes, evicgdo de infantdrio, juncdo nas
enfermarias de doentes com o mesmo diagndstico) (Smyth 2006). O fumo de tabaco,
antes ou apds o nascimento, € referido como um factor que aumenta a gravidade da
bronquiolite aguda, pelo que deve ser desaconselhado (Kimpen 2002, Voets 2006).
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AGENTES ETIOLOGICOS DE BRONQUIOLITE AGUDA

Virus sincicial respiratorio (VSR)
Pertence a familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae e género Pneumovirus.

E um virus ARN de cadeia tnica. O seu nome deve-se ao padrdo histolégico das células
infectadas, em que € nitida a formacao de sincicios (figura 8) (Bennett 2007).

| VSRnegativo

VSR positivo

Figura 8: Cultura de células de epitélio nasal apés infeccdo por VSR,
com formacao de sincicios (Bitko 2004).

A estrutura do VSR (figura 9) inclui: uma nucleocdpside onde se situa o ARN e as
enzimas responsdveis pela sua transcri¢do e polimeriza¢do; e uma regido periférica onde
se encontram as proteinas de adesdo e fusao (Black 2003, Bennett 2007).

O passo inicial do metabolismo do VSR € a adesao da proteina G a um receptor celular
ainda ndo identificado. A proteina F permite a fusdo do virus com a membrana celular,
desorganiza o citosqueleto e induz a formagao de sincicios (Spann 2004). As enzimas da
célula sdo usadas na producdo das proteinas virais. A proteina M coordena a reunido das
vdrias particulas virais (Bennett 2007).

O VSR infecta as células epiteliais do aparelho respiratério, desde as fossas nasais aos
bronquiolos distais. Raramente, pode ser atingido o sistema nervoso central (Long 2002,
Red Book 2006).

Cerca de 70% das criangas sao infectadas no primeiro ano de vida e 100% até ao
terceiro aniversario. Ocorre bronquiolite aguda em 40 a 60% dos casos. Alguns doentes
tém envolvimento isolado das vias aéreas superiores. E frequente que a infec¢do por
VSR ocorra sem febre (Long 2002, Red Book 2006).

A presenca de VSR pode ser demonstrada no lavado ou aspirado nasal por testes de
imunofluorescéncia, imunoabsorcdo ligada a enzima (ELISA), PCR ou cultura (Smyth
2006, Red Book 2006).
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Figura 9: Representacdo grafica da estrutura de VSR. (Adaptado de Hacking 2002)

A ribavirina em aerossol € o Unico farmaco eficaz contra o VSR. O seu uso limita-se a
lactentes ventilados. E um farmaco reconhecidamente teratogénico (Smyth 2006).

O palivizumab, anticorpo monoclonal humanizado com efeito neutralizante contra VSR,
liga-se a proteina virica F, e impede a formacdo de sincicios e a consequente
propagacdo do VSR no epitélio. O seu uso € actualmente recomendado em grandes
prematuros e portadores de cardiopatia congénita grave, com elevada eficicia mas com
custos elevados (Franco 20006).

A vacinagdo seria importante na prevencdo da infeccdo por VSR. A sua administragio
deveria ser feita, idealmente, no periodo neonatal ou, eventualmente a mae, no final da
gravidez. No entanto, a imunidade herdada da mae ou induzida no hospedeiro €, neste
caso, mal compreendida, o que constitui um obstdculo ao desenvolvimento de vacinas
eficazes (Kimpen 2002, Joshi 2003, Becker 2006). Uma vacina anti-VSR desenvolvida
da década de 1960 teve graves problemas de eficdcia e segurancga. As criangas vacinadas
sofreram formas muito graves de doenca respiratoria aguda ao contactarem com o virus
selvagem. A explicacdo para esta reac¢do adversa a vacina continua a ser um enigma.
No entanto, parece relacionar-se com um desvio da imunidade, induzido pela vacina,
para os mecanismos Th2, conforme descrito anteriormente (Hacking 2006, Bennett
2007).

A investigacdo sobre o VSR tem avangado significativamente nas ultimas décadas,
(Garofalo 2005, Chaves-Bueno2006). Persistem diversas questdes que, ao serem
resolvidas, permitiriam avangos importantes: Qual é o receptor celular do virus? Onde
se pode alterar o processo de replica¢do virica? Como aumentar a eficacia da resposta

Proteina M (Matriz)
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imune do hospedeiro? Qual a vulnerabilidade do sistema imunitrio ou o estratagema
virico que torna possivel a reinfeccao? As respostas a estas questdes podem conduzir ao
desenvolvimento de tratamentos ou mesmo de uma vacina.

Virus Parainfluenza (VPI)

Pertence a familia Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirus (a mesma dos virus da
parotidite e do sarampo) e género Paramyxovirus (Weinberg 2006).

A sua estrutura encontra-se representada esquematicamente na figura 10. Tem uma
cadeia unica de ARN, associada a uma nucleoproteina (NP). O envelope virico é
constituido por uma membrana bilipidica proveniente do hospedeiro, onde se fixam as
glicoproteinas G, H, N e F, responsaveis pela adesao e fusdo virica (Weinberg 2006).

Glicoproteinas H, N e G

Glicoproteina F

ARN e proteina NP
Membrana bilipidica

Polimerase
Proteina M

Figura 10: Representa¢do esquemadtica da estrutura do VPI (adaptado de Murray 2005).

A patogénese do VPI inicia-se pela ligacdo aos receptores, seguida da fusdo com a
membrana celular e libertacio do ARN para o citoplasma. Pela ac¢do da polimerase,
obtém-se novas cadeias de ARN virico que se retine com um fragmento de membrana
celular antes da libertacdo virus maduros (Weinberg 2006, Murray 2005).

A infeccdo ocorre em epidemias ou de forma esporadica. A transmissdo ocorre por via
aérea, contacto intimo, aerosséis ou fémites contendo particulas respiratérias infectadas
(Red Book 2006). O periodo de incubacdo € de 2 a 6 dias.

A apresentacdo clinica da infec¢ao por VPI inclui coriza, otite, laringotraqueobronquite,
bronquiolite ¢ pneumonia. E o segundo agente mais frequente de infeccdo respiratéria
baixa em lactentes e criancas pequenas (Long, 2002).

O Ag virico detecta-se por radioimunoensaio ou imunofluorescéncia nas secrecoes
nasais. O diagndstico seroldgico € tardio e inttil na pratica clinica (Red Book 2006).

A imunidade apds a infecgdo € transitéria. O tratamento € sintomdtico e de suporte
(Long 2002, Weinberg 2006, Murray 2005).

A prevencdo da transmissdo € dificil pois a eliminacdo de VPI € prolongada e
assintomdtica sendo, além disso, um virus resistente que persiste horas em superficies
lisas. A lavagem de maos e de superficies contribui para limitar a transmissao em
contexto hospitalar ou em infantarios (Long 2002, Red Book 2006).
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Virus Influenza
O Virus Influenza (VI) pertence a familia Orthomyxovirus e ao Género Influenzavirus.

Existem trés tipos (A, B e C). E um virus pleomdrfico, de genoma ARN de cadeia tnica
helicoidal, cuja estrutura se esquematiza na figura 11 (Murray 2005, Cheung 2007).

Proteina H

Proteina N

RNA e Proteina NP

Membrana bilipidica

Polimerase

Proteina M1

Figura 11: Representagdo do Virus Influenza (baseado em Murray, 2005)

As proteinas M1 e NP caracterizam o tipo de virus (A, B ou C). Os Ag externos (H e N)
sd0 mais varidveis e especificos de subtipo e estirpe (Long 2002, Cheung 2007).

O VI infecta e destréi as células epiteliais respiratérias. As células T citotéxicas
produzem interferdo o e p com o objectivo de combater o virus. Estas substancias sdo
responsaveis por febre, mal-estar, fadiga e mialgias (Garofalo 2005, Cheung 2007).

A infeccdo por VI ocorre em epidemias anuais. As estirpes sdo classificadas pelos Ag H
e N. Predominam, na infec¢ao humana, os Ag H1, H2, H3, N1 e N2 (Murray 2005).
Devido a pequenas mutacgdes (drifts) que ocorrem nos Ag H e N, surgem, todos os anos,
novas variantes de VI. Fora dos grupos de risco, a gripe evolui favoravelmente, pois
existe alguma imunidade parcial prévia. De dez em dez anos, ocorrem mutacdes major
(shifts), surgindo estirpes ‘“novas” muito virulentas para a espécie humana, pela
inexisténcia de imunidade prévia. Estes virus “novos” s@o responsdveis por pandemias
graves como a que ocorreu em 1918. A estirpe avidria HSN1 € muito agressiva para os
seres humanos mas, por enquanto, € pouco virulenta (Cheung 2007).

O VI transmite-se de pessoa a pessoa através de particulas em aerossol. O periodo de
incubacdo € de 18 a 72 horas.

Como manifestac¢des clinicas sdo de salientar: febre, mialgias, cefaleias, fotofobia, tosse
seca e rinorreia. Pode surgir miosite, miocardite e encefalopatia. As complicacdes
pulmonares determinam a mortalidade e as sequelas da doenca. (Long 2002).

Existem diversos farmacos antiviricos eficazes. A rimantadina e a amantadina
bloqueiam a libertacio de ARN virico. O oseltamivir e o zanamivir inibem a
neuraminidase. Sdo usados em profilaxia e tratamento (Red Book 2006).

A prevencdo eficaz é possivel pela vacinagdo. A partir de dados provenientes da
monitorizagdo mundial, € comercializada uma vacina anual, dirigida contra as estirpes
previsivelmente dominantes. A vacina é multivalente, incluindo estirpes de VI-A e VI-
B, e deve ser administrada, nos meses de Outono, aos doentes cronicos, idosos e pessoal
de saude (Red Book 2006).
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Adenovirus

Este virus pertence a familia Adenoviridae € ao género Mastadenovirus. No core central
situam-se a cadeia linear dupla de ADN e as proteinas responsdveis pela replicagdo. A
capside € constituida por 252 proteinas dispostas de forma icosaédrica. Em cada vértice
localiza-se a proteina IV. Na figura 12 estd representada a estrutura do Adenovirus
(Murray 2005).

B« o Vv
A AT .7 vill
S A A X
T v moTP
Q0 W “  DNA
| Vil Componentes do
core
X

Proteinas da cdpside

Figura 12: Representacdo esquematica do Adenovirus (Murray, 2005).

O Adenovirus infecta células de diferentes tecidos epiteliais (conjuntival, respiratorio,
gastrointestinal ou genitourindrio). A proteina IV adere aos receptores de superficie,
sendo o virus incorporado por endocitose. A multiplicacdo ocorre no citoplasma e
nicleo. Apds reunir as suas particulas e se libertar, o virus provoca lise celular (Murray
2005). Este agente pode permanecer latente no tecido linféide, podendo ocorrer
dissemina¢do hematogénica (Long 2002). A capacidade que o Adenovirus tem de
interferir com processos nucleares em diversos tipos de célula tem permitido a sua
utilizagdo como vector na investigacdo de terapias genéticas (Murray 2005).

O periodo de incubacdo varia entre 2 e 14 dias (Long 2002). A doenca respiratdria
(serotipos 1 a 7 e 21) pode cursar com coriza, amigdalite, laringite, pneumonia,
bronquiolite ou pneumonia grave que pode originar sequelas de bronquiolite obliterante.
Outros serotipos causam doengas oculares, gastrointestinais, genitourindrias, do sistema
nervoso ou cardiacas (Murray 2005).

A forma de transmissdo varia com os serotipos: contacto directo, oral-fecal ou a partir
de 4guas contaminadas. A infec¢do € comum, entre nds, de Fevereiro a Junho (Red
Book 2006).

O diagnéstico inclui a deteccio de Ag por imunofluorescéncia, ELISA, PCR,
isolamento virico e serologia. O isolamento pode ndo corresponder a infec¢ao aguda. A
serologia confirma o diagndstico ao fim de algumas semanas, o que pode ser ttil no
esclarecimento de sequelas pulmonares ou em estudos epidemidlogicos.

O Adenovirus € altamente resistente a agentes fisicos ou quimicos, sobrevivendo por
periodos prolongados fora do hospedeiro. Na prevenc¢do da transmissdo é, assim,
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fundamental cumprir todas as praticas de controlo de infeccdo (Red Book 2006). Nao
existe vacina.
O tratamento desta infeccdo € sintomético.

Metapneumovirus Humano

Pertence a familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae e género
Metapneumovirus. E um virus ARN, relacionado com o VSR, identificado como agente
patogénico em 2001. O seu papel na etiologia de infec¢cdes das vias aéreas superiores e
inferiores tem sido reconhecido em todo o mundo, nomeadamente como causa de 4 a
16% das bronquiolites (Laham 2004). Mais de 70% das criangas torna-se seropositiva
até aos cinco anos. Causa epidemias nos meses de Inverno. Existem dois tipos e, dentro
de cada, dois subtipos. E detectado por PCR ou serologia (Laham 2004, Deffrasnes
2007).

Rinovirus

Integra a familia Picornaviridae. E um virus ARN de cadeia dnica, nio capsulado. E o
agente principal da rinofaringite comum, podendo causar bronquiolite, exacerbacdes de
asma e agudizacdo de sibilancia recorrente. Existem mais de cem serotipos, o que
dificulta a producdo de vacinas. Transmite-se por aerossol ou através de pequenas
goticulas ou contacto directo. Lesa o epitélio respiratério, ndo ocasionando virémia. A
sua identificacdo, complexa e ndo disponivel na pratica clinica, necessita de isolamento
em cultura de células humanas do epitélio nasal (Murray 2005).

MECANISMOS VIRAIS DE EVICCAO DO SISTEMA IMUNE

A fim de assegurar a continuacdo do seu ciclo de vida, os agentes infectantes
desenvolveram formas de evitar os mecanismos de defesa do hospedeiro. O
conhecimento desses mecanismos e dos diferentes aspectos da relagdo dos virus com as
células humanas € fundamental para o desenvolvimento de novos tratamentos e vacinas
(Hacking 2002, Lindemans 2005, Becker 2006).

A entrada dos virus na célula constitui o primeiro obstidculo, uma vez que a membrana
das células epiteliais € impermedvel a macromoléculas. Como tal, os virus
desenvolveram mecanismos de adesdo aos receptores celulares, mimetizando, com
frequéncia, substancias normais do organismo, a fim de sdo serem identificados como
estranhos. O Rinovirus, por exemplo, liga-se aos receptores de lipoproteinas de baixa
densidade, o VI ao dcido neuraminico (Cheung 2007) e o VPI ao acido sidlico (Hall
2001). No caso do VSR, o receptor celular ainda ndo foi identificado em definitivo
(Hacking 2002, Lindemans 2005, Becker 2006).

Ap6s a adesdo e entrada na célula, no caso do VSR, € induzida a formagao de sincicios
entre as células do epitélio respiratdrio, sistema pelo qual as particulas virais conseguem
protelar, por um periodo prolongado, a deteccdo por parte do sistema imunitdrio. O
VSR induz enzimaticamente, por ac¢ao da proteina F, a fusdo entre as paredes celulares
e a desorganizacao do citosqueleto (Boelen 2003, Garofalo 2004, Ogra 2004, Openshaw
2005, Lindemans 2005, Pinto 2006).
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Os diferentes virus respiratorios desenvolveram igualmente a capacidade de contrariar a
accdo do interferdo. O Adenovirus consegue, pela proteina V, inibir directamente a
transcricao dos genes celulares responséveis pela sintese de interferdo o, B e y. Assim, a
accdo antivirica destas proteinas € inibida, ndo se desencadeando a citotoxicidade
directa das células natural killer e dos linfécitos CD8. O VPI, pela accdo de uma
proteina V andloga, inibe a sinalizac¢do do interferdo, bloqueando, de forma indirecta, a
respectiva ac¢do (Weinberg 2006). O VSR, como nao dispde de proteina V, terd outros
mecanismos acessorios com funcdo andloga, provavelmente pela ac¢do das proteinas
NS1 e NS2 (Bont 2002, Spann 2004, Bitko 2004, Schauer 2004, McNamara 2004,
Copenhaver 2004, Braciale 2005, Lindemans 2005, Chaves-Bueno 2006, Culley 2006,
Bennett 2007).

Alguns virus, como VSR, Metapneumovirus humano e Adenovirus inibem directamente
numerosas enzimas com acc¢do antivirica (Laham 2004, Williams 2004, Lewis 2006,
Melendi 2007, Deffrasnes 2007).

A apoptose das células infectadas permite circunscrever uma infec¢do, eliminando os
agentes intracelulares, sem lesdo do tecido circundante. Os virus respiratérios
desenvolveram mecanismos de inibi¢cdo da apoptose, o que lhes permite permanecer
vivos por periodos mais prolongados e transmitirem a infeccdo a outras células
(Lindemans 2005).

O conhecimento dos mecanismos que os agentes virais desenvolveram com o objectivo
de contrariar as defesas do hospedeiro poderd, em suma, contribuir para o
desenvolvimento de novas formas de prevencao e tratamento destas infec¢des e das suas
sequelas (Lindemans 2005).
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SIBILANCIA RECORRENTE
CLINICA E CLASSIFICACAO

A sibilancia (do latim sibilare) ou pieira (do latim pipilare — piar) € um som toricico de
elevada frequéncia acustica que traduz diminuicdo patoldgica do calibre das pequenas
vias aéreas - bronquios secunddrios, tercidrios e bronquiolos (Leiria 2003). E um sinal
predominantemente expiratério, uma vez que o fluxo de ar nessa fase do ciclo
respiratorio € passivo, tornando a obstrucao mais evidente.

De acordo com Leiria (2003), a sibilancia recorrente (trés ou mais episddios no periodo
de um ano) tem o mesmo significado clinico da sibilancia persistente (aquela que se
arrasta por mais de quatro semanas). Estas sindromas podem associar-se a causas
intraluminais (corpo estranho, broncospasmo, edema da mucosa, acumulacdo de
secrecdes) ou extraluminais (tumor, anomalia vascular, adenopatia).

Na anamnese €é fundamental distinguir sibilancia de outros ruidos respiratdrios (estridor,
pigarro faringeo ou ruidos de origem nasal), ap6s o que se deve identificar o padrdo e a
gravidade dos sintomas. Sdo dados importantes: a idade de inicio das queixas (quando
mais precoce, maior a probabilidade de doenca congénita); o tipo de inicio da doenga
(subito ou gradual); a existéncia de periodos assintomaéticos; os factores desencadeantes
(infecgdes das vias aéreas superiores, contacto de alergénios ou poluentes, mudangas de
posicdo, refeicOes, engasgamento, esforco, riso, condi¢cdes climdticas); os sintomas
acompanhantes (regurgitacdo, vomitos, rinorreia, roncopatia, apneia do sono, diarreia,
ma progressdo ponderal, entre outros); os antecedentes pessoais de prematuridade,
ventilacdo mecanica, atopia ou infec¢des recorrentes. A histéria familiar de doencas
respiratérias, o consumo de tabaco e as condicdes sécio-econdmicas podem ser
relevantes para o esclarecimento da situa¢do. O contexto epidemioldgico e a frequéncia
de infantario podem também ser dados importantes.

Ao exame fisico, deve ser avaliada a repercussao da doenga sobre o estado geral, o grau
de nutri¢do e hidratacdo e a presenca de sinais de dificuldade respiratéria. A existéncia
de anomalias associadas, hipocratismo digital, pdlipos nasais, deformidades toracicas ou
alteracoes cardiacas podem ser importantes para o diagndstico. A auscultacdo pulmonar
pode detectar fervores ou sibilos localizados, assimetria do murmiurio vesicular,
estridor, ou outras situagdes que necessitem de investigagdo mais aprofundada.

As causas de sibilancia recorrente ou persistente sdo numerosas, conforme se discrimina
no quadro 1 (Leiria 2003, Taussig 2008).

Até ao primeiro ano de vida, 20 a 40% dos lactentes tém mais de um episédio de
sibilancia. A entidade “pieira transitéria do lactente” causa 80% destes casos, sendo
associada a infec¢do por virus respiratérios e as suas sequelas. As outras patologias
referidas no quadro 1 justificam os restantes 20%.

Se a primeira crise surge apds o primeiro aniversario, ganham peso as outras causas,
principalmente a asma. No entanto, a sibilancia transitdria do lactente continua, até aos
36 meses, a ser causa de 60% dos casos de sibilancia (Lemanske 2002, Stokes-Peebles
2004, Arora 2006, Ly 2006, Panickar 2006, Epton 2007, Bush 2007, Lee 2007).



Quadro 1: Patologias associadas a sibilincia recorrente ou persistente no lactente.
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PATOLOGIA EXTRALUMINAL

Tumor pulmonar

Edema pulmonar

Sequestro pulmonar

Quisto broncogénico

Enfisema lobar congénito

Pneumonia

Cardiomegdlia

Anel vascular

Vaso aberrante

Adenomegdlias
Tuberculose
Linfoma
Metastase

Tumor mediatinico

Escoliose

Deformacio toracica

PATOLOGIA TRANSLUMINAL

Asma

Sibilancia transitoria do lactente

Bronquiectasias

Fibrose quistica

Disfuncéo ciliar

Displasia broncopulmonar

Défice imunitdrio
IgA, IgG, subclasses
Imunodeficiéncia celular ou combinada grave

Infecgdo
Larva migrans visceral
Aspergilose broncopulmonar alérgica

Défice de al antitripsina

Pneumonia de hipersensibilidade extrinseca

Bronquiolite obliterante

Anomalia traqueal ou bronquica
Malécia
Estenose
Quisto

PATOLOGIA ENDOLUMINAL

Corpo estranho

Refluxo gastroesofdgico

Outras sindromas aspirativas
Alteracdo do sistema nervoso central
Fistula traqueoesofagica
Fenda palatina
Incoordenacéo da degluticio

Sindroma adenosinobrdonquico

Massa endoluminal
Pélipo
Hemangioma
Granuloma
Tumor

Hemossiderose

Edema pulmonar (insuficiéncia cardiaca congestiva)

PATOLOGIA NEUROMUSCULAR

Neuropatias

Miopatias

Escoliose

A gravidade das patologias cronicas com sibilancia pode ser classificada conforme os
critérios internacionais desenvolvidos para a asma bronquica (GINA 2006).
A classicacdo orienta-se pela frequéncia dos sintomas e o grau de obstrucdo das vias
aéreas ao fluxo de ar expiratério. Classicamente, classificam-se os doentes em quatro
categorias: intermitente, persistente ligeira, persistente moderada ou persistente grave,
(quadro 2). Abaixo dos cinco anos, pela dificuldade em determinar o fluxo expiratério

maximo no primeiro segundo (FEV1), a avaliacio € apenas clinica (Nielsen 2006).
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Quadro 2: Classificagdo das sindromas sibilantes do lactente pela frequéncia e intensidade dos
sintomas (adaptado de GINA 2006).

Sintomas diurnos

Sintomas nocturnos | Variacio de FEV i

Intermitente

< 1 vez semana

<2 vezes/més

Ligeira persistente

1vez/dia a 1vez/semana

> 2 vezes/més - . .
Nao se aplica abaixo

Persistente moderada

Diarios

> 1 vez/semana dos 5 anos

Persistente severa

Continuos
Actividade fisica limitada

Frequentes

As normas mais recentes associam a gravidade da doenca (que pode variar ao longo do
tempo) a resposta ao tratamento (quadro 3) (Bush 2007).

Quadro 3: Classificacdo das sindromas sibilantes do lactente conforme o nivel de controlo
sintomatolégico obtido (adaptado de GINA 2006 e PRACTALL 2008).

CARACTERISTICA

CONTROLADA
(Todos os seguintes)

PARCIALMENTE
CONTROLADA
(Qualquer das seguintes)

NAO
CONTROLADA

Sintomas diurnos

<2 vezes/semana

> 2 vezes/semana

Trés ou mais dos

Limitacdo de actividade Nenhuma Qualquer o
- critérios de
Sintomas nocturnos Nenhum Qualquer « .
- — - Parcialmente
Necessidade de terapéutica de crise <2 vezes/semana > 2 vezes/semana controlada”
Exacerbagdes Nenhuma Uma ou mais por ano
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EXAMES COMPLEMENTARES DE DIAGNOSTICO

A sibilancia transitéria do lactente ¢ um diagnéstico de exclusdo, apds estudos
bioquimicos, imunolégicos, alergoldgicos, imagiolégicos, genéticos, funcionais
respiratdrios ou broncoscopicos, adequados as hipéteses diagndsticas de cada doente.
No quadro 4 enumeram-se alguns exames a considerar na investigacdo etioldgica da
sibilancia recorrente ou persistente na primeira infancia (Leiria 2003).

Quadro 4: Exames complementares necessarios na investigacdo da sibilancia recorrente da infancia.

HIPOTESE DIAGNOSTICA EXAMES COMPLEMENTARES

Radiografia do cavum e seios perinasais

IgE total e Teste multialergénico

Doenca das vias aéreas superiores | Endoscopia nasal

Tomografia computorizada

Polissomnografia

Videofluoroscopia

Alteragdo da degluticao Avaliacdo por terapeuta da fala

pHmetria

Endoscopia

Doenga esofagica : : : -
¢ J Ecografia abdominal com pesquisa de refluxo gastroesofagico

Transito esofagico

Prova de suor

Estudo genético

Fibrose quistica
q Elastase fecal

Esteatdcrito fecal

Estudo de microscopia electrénica

Discinésia ciliar primaria -
Estudo genético

Imunoglobulinas e subclasses

Anticorpos vacinais

Imunodeficiéncia Populagdes linfocitarias

Estudos de funcdo dos neutréfilos

Serologia para Virus da Imunodeficiéncia Humana 1 e 2

Anomalia estrutural vias aéreas Broncofibroscopia
Intradermorreaccdo de Mantoux
Tuberculose Pesquisas de bacilo de Koch
Radiografia do térax
Ecocardiograma
. Transito esofagico
Doenga cardiaca ou vascular : :
Angiografia
Angiorressonincia magnética nuclear
Patologia mediastinica Ressondncia magnética nuclear
Bronquiectasias Tomografia axial computorizada de alta resolugdo

IgE total e especificas
Testes cutaneos

Asma bronquica Espirometria com testes de provocagdo e broncodilatacio

Provas funcionais respiratérias

Medicao de NO exalado
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TERAPEUTICA

A terapéutica de fundo da asma brOnquica baseia-se em orientacdes internacionais
(quadro 5). Nas situacdes de sibilancia em criancas com idade inferior a 3 anos,
privilegia-se o uso de modificadores dos leucotrienos e corticosterdides inalados (GINA
2006). Recentemente, o consenso PRACTALL (Bacharier 2008), veio legitimar a
aplicagdo da maioria destes procedimentos aos doentes com idade inferior a 5 anos.

Quadro 5: Terapéutica de fundo na sibildncia recorrente do lactente (adaptado de GINA 2006 e

PRACTALL 2008).
NIVEL 1 | NIVEL 2 | NIVEL 3 | NIVEL 4 | NIVEL 5
Educacio e controle ambiental
B2 agonistas de curta ac¢do
Seleccionar 1 Seleccionar 1 Seleccionar 1 Juntar ao anterior
Corticéides inalados CI de média ou alta dose CI de média ou alta Corticéide oral
(CI) de baixa dose ou dose
Oou CI de baixa dose + +
Modificadores dos Modificadores dos Modificadores dos
leucotrienos leucotrienos leucotrienos
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Como sdmula dos mecanismos descritos anteriormente, sio numerosos os factores de
susceptibilidade individual e os factores ambientais que contribuem para a evolucdo das
doencas sibilantes da infincia. Da revisdo da literatura, admitimos que as infeccdes
virais participem na evolucdo destas situagdes, essencialmente através da modulacdo da
susceptibilidade prévia, conforme se encontra esquematizado na figura 13.

FACTORES AMBIENTAIS

SUSCEPTIBILIDADE INDIVIDUAL

Histéria familiar de atopia Infecgdes
Regulagio de citocinas Tabac? )
Estddio de desenvolvimento pulmonar Alergénios

Idade

IMUNIDADE
RESPOSTA INFLAMATORIA
EQUILIBRIO THI1/TH2
Sem alteracdes Com alteracoes
BRONQUIOLITE AGUDA
A 4 Y
RESOLUCAO Fendtipos SIBILANCIA
intermédios RECORRENTE

Figura 13: Influéncia de diversos factores no aparecimento e na evolu¢do das doengas sibilantes da
infancia (Adaptado de Bracken 2005 e Singh 2007)
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INVESTIGACAO REALIZADA

OBJECTIVOS

Os objectivos deste estudo foram:
1. Identificar factores de risco de ocorréncia de sibilancia recorrente apds um
primeiro episddio de bronquiolite
2. Estudar o comportamento, no decorrer de uma primeira bronquiolite, de algumas
citocinas implicadas na imunidade e inflamacdo das vias aéreas (nomeadamente
as que participam em respotas imunes de tipo Th1 ou Th2) e relaciona-lo com a

evolucdo clinica subsequente
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PLANO GERAL DO ESTUDO

O estudo iniciou-se com o recrutamento de um grupo de lactentes previamente
sauddveis, na data de um primeiro episddio de bronquiolite aguda, e prosseguiu com o
seu acompanhamento durante a primeira infancia.

No episédio inicial foi recolhida informagdao sobre dados demogréficos,
epidemioldgicos e clinicos e atribuido um indice de gravidade. Foram efectuados
estudos virolégicos a nivel das vias aéreas superiores. Em simultaneo, foram colhidas
secrecOes nasais para avaliar o comportamento da imunidade nasal, nomeadamente nos
aspectos respeitantes ao paradigma Th1/Th2. Nesse material, foi determinada a
expressao génica de quatro citocinas (duas representativas de cada via).

As criancas foram acompanhadas em consulta de pneumologia infantil até ao terceiro
aniversario. O seguimento foi clinicamente adaptado a cada doente, de acordo com as
boas praticas médicas. Durante esse periodo, foram excluidas do estudo todas as
criancas em que foi identificada uma causa anatomica, organica ou funcional de
sibilancia recorrente (ver quadro 1).

No final do periodo de seguimento os doentes foram classificados como “sibilantes” ou
“nao sibilantes”, de acordo a defini¢do apresentada.

De seguida, foi feito o estudo estatistico de todas as varidveis, com as seguintes fases:

1. Estatistica escritiva, para conhecimento adequado da amostra.

2. Estudo univariado do comportamento dos diversos parametros em relacdo a
variavel sibilante / ndo sibilante, no sentido de identificar eventuais factores de
risco

3. Estudo univariado do comportamento das diversas citocinas, para registo das
relacOes estatisticas existentes com as restantes variaveis

4. Modelo multivariados para defini¢do dos factores de risco para evolugdo para
sibilancia recorrente

5. Modelo multivariado para esclarecimento da relagio entre o predominio Thl ou

Th2 e os varios parametros clinicos.
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TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo prospectivo de coorte.

Os dados clinicos foram recolhidos pelo preenchimento de um questiondrio visando
obter a informacao relativa a amostra estudada (Chong-Neto 2007).

O estudo viroldgico consistiu na determinacao dos respectivos Ag nas secrecdes nasais
durante o episddio inicial.

A expressao dos genes das citocinas nasais foi determinada por métodos de biologia
molecular.

Foi efectuado o seguimento clinico trimestral das criangas em consulta de pneumologia
infantil até todas completarem trés anos de idade.

Os dados foram introduzidos, ao longo do tempo de duracdo do estudo, numa base de
dados informadtica.

No final do seguimento, foram pesquisadas estatisticamente, por metodologias
descritivas e modelos uni- e multivariados, os parametros que se relacionaram com 0s

diferentes padrdes de evolugdo clinica.
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MATERIAL E METODOS

DOENTES ESTUDADOS

Os doentes que integram o estudo provieram do servico de urgéncia pedidtrica do
Hospital de Sao Francisco Xavier (HSFX) — Director: Dr José Carlos Guimaraes.

Este hospital, integrado no Servigo Nacional de Saidde de Portugal, presta cuidados a
uma populagdo aproximada de 400.000 individuos residentes no concelho de Oeiras e
em cinco freguesias da zona ocidental da cidade de Lisboa. A populacdo que recorre ao
servico de urgéncia pediatrica € muito heterogénea do ponto de vista sécio-econémico.
Os doentes foram recrutados a partir de uma amostra de conveniéncia obtida entre os
lactentes com idade inferior a 24 meses, que recorreram ao servico de urgéncia
pediatrica do HSFX, com o diagnéstico de bronquiolite aguda, com sintomatologia
respiratoria com duracdo inferior a uma semana.

O recrutamento dos doentes decorreu entre 11 de Outubro de 2004 e 24 de Abril de
2005, periodo em que, no servico de urgéncia do HSFX, foram observadas 21.241

criangas.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidas:

1. Todas as criangas com doencas crénicas subjacentes, de acordo com a defini¢ao
considerada: doencas respiratdrias, cardiacas, imunoldgicas, neuromusculares ou
gastrointestinais.

2. Lactentes nascidos com idade gestacional inferior a 32 semanas e / ou peso ao
nascer inferior a 1500 g.

3. Lactentes submetidos, nas duas semanas anteriores, a terapéutica com

corticosterdides inalatorios ou sistémicos.



36

QUESTIONARIOS

No episddio inicial, € no momento da admissao, foi efectuado um questiondrio ao adulto
acompanhante de cada doente, a fim de recolher dados epidemioldgicos, demogréaficos e
clinicos (Anexo 1).

A recolha dos dados foi efectuada pelo investigador principal ou por um dos médicos
participantes na equipa de investigacdo (oito médicos internos do internato
complementar de pediatria integrados em diferentes equipas de urgéncia). Os critérios
de preenchimento do questiondrio foram previamente estabelecidos em reunido da
equipa. No decorrer do estudo, ocorreram reunides com periodicidade mensal, a fim de

monitorizar a uniformidade dos critérios seguidos e o rigor dos registos.

TRATAMENTO DO EPISODIO INICIAL

Os doentes foram tratados, no episdédio inicial, em internamento ou em ambulatério, de

acordo com os critérios clinicos definidos nos protocolos do servico (Anexo 2).

DEFINICOES

Para melhor compreensdo do texto foram estabelecidas as seguintes defini¢des,

relativamente a alguma terminologia utilizada.

Aleitamento materno: alimentacdo exclusiva de leite materno até, pelo menos, aos 3

meses de idade.

Antecedentes pessoais de atopia: diagndstico médico prévio de eczema atdopico ou

alergia alimentar.

Asma: doenga caracterizada por tosse, pieira e dispneia, que evolui por crises
reversiveis € na qual se demonstra sensibilizacdo atdpica. Do ponto de vista
fisiopatologico hd obrigatoriamente hiperreactividade bronquica com edema,
acumulagdo de secre¢des e broncospasmo por contraccdo do tecido muscular liso dos

bronquios (Leiria 2003).
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Atopia familiar: diagnéstico médico prévio de asma, rinite, eczema atopico feito aos

familiares directos — mae, pai e irmaos.

Bronquiolite: doencga respiratoria aguda, propria dos lactentes e criangas pequenas, que
cursa com coriza e ocasionalmente febre, e evolui, nalguns dias, para um quadro de
tosse, taquipneia, hiperinsuflacio tordcica e dificuldade respiratéria. A auscultacdo
pulmonar detecta-se a presenca de roncos, sibilos ou fervores dispersos e bilaterais
(Leiria 2003).

Citocinas: Grupo de proteinas soldveis, produzidas por diversas populacdes celulares,
cujo papel consiste em regular as funcdes celulares e mediar a transmissdao de
informacdo entre as células, nomeadamente os leucdcitos e as células epiteliais.
Intervém em quase todas as reac¢des inflamatérias e imunitdrias, nomeadamente na
apresentacdo de antigénio, diferenciacdo, recrutamento e activacdo das diversas linhas
celulares e nas respostas de fase aguda. Algumas citocinas tém actividade local, outras
actuam a distancia, sendo libertadas na circulacio sanguinea.

Doenca crénica: alteragdo fisica de evolucdo arrastada (com duragdo habitualmente

superior a um més) cuja gravidade interfere com as actividades normais da crianca.

Exposicdo pré-natal a tabaco: consumo didrio de tabaco pela mae durante a gravidez,

independente da quantidade.

Expressdo génica: No processo da sintese proteica € sabido que a informacdo primordial

reside no ADN do nucleo e € transmitida ao ARNm. Este, por sua vez, a nivel dos
ribossomas, possibilita a reunido sequencial de aminodcidos, de acordo com a sequéncia
de nucledtidos determinada pelo cédigo genético. O conjunto deste processo designa-se
de expressdo génica. Em lugar de dosear uma determinada citocina, que apresenta baixa
estabilidade e semivida curta, € habitualmente recomendado o doseamento do
respectivo ARNm, processo laboratorial utilizado nesta investigacao.

Febre: referéncia, pelos acompanhantes, no momento da admissdo de temperatura axilar
igual ou superior a 37,5°C ou temperatura rectal ou timpanica igual ou superior a 38°C.

Frequéncia didria de espagos comuns: enquadra-se, nesta defini¢cdo, a frequéncia de

locais como creches, infantdrios, bercarios ou amas durante cinco ou mais horas didrias
em pelo menos cinco dias de cada semana, na companhia de um nimero de criangas
igual ou superior a cinco.

Odds ratio: calculo aproximativo do risco relativo de um determinado parametro em
modelos uni- ou multivariados. Transmite a ideia da probabilidade associada a esse

factor, devendo ser apresentado em conjunto com o respectivo intervalo de confianca (a
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95%, no caso desta investigacao). Odds ratio tem significado estatistico sempre que “1”
esteja fora desse intervalo. Valores de odds ratio superiores a 1 definiram, neste estudo,
um determinado parametro como constituindo um factor de risco, enquanto valores
inferiores a 1 apontam no sentido de se tratar de um factor protector em relacdo ao
efeito estudado.

Phadiatop: Teste multialargénio comercial que mede a reac¢do sérica a paineis de
diferentes alergénios pré-estabelecidos de tipo inalatdrio ou alimentar (Lau 2008).

RT-PCR - Reaccao em Cadeia de Polimerase em Tempo Real: Técnica laboratorial de

Biologia Molecular baseada na amplificagdo e quantificagdo simultanea de uma dada
sequéncia de ADN. Essa molécula pode ser obtida por transcri¢do reversa a partir de
ARNm, sendo amplificada de forma sequencial. A quantificacdo final é obtida por
medi¢do da fluorescéncia emitida pela reaccao e subsequente comparagdo com uma
sequéncia de ADN previamente conhecida.

Semana epidémica: sistema de contagem das semanas de cada ano, considerando como

semana n°l aquela que inclui a primeira quinta-feira de Janeiro. Este sistema, criado
pelo Centers for Disease Control and Prevention e pela Organizacio Mundial de Saude

€ usado para datagdo e monitorizacao da evolucao do curso de epidemias.

Sensibilizacdo atépica: demonstracdo, num determinado individuo, de fendmenos de
hiperreactividade através de reac¢des de hipersensibilidade imediata, mediada por IgE.
Essa demonstracdo pode ser feita por testes de picada ou pelos niveis séricos de IgE
especifica (Rosado-Pinto 2005).

Sibilancia ou pieira recorrente: trés ou mais episddios agudos, ocorrendo num periodo

de um ano, com tosse, taquipneia, hiperinsuflacdo tordcica ou dificuldade respiratdria.

Tabagismo passivo: referéncia, pelo acompanhante da crianga, de consumo de tabaco

por algum coabitante, independentemente da quantidade ou tipo de tabaco consumido.
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VARIAVEIS ESTUDADAS

Variaveis clinicas

1.

AN O

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Data da primeira bronquiolite (conforme divisdo em semanas epidémicas)

Idade do doente (em dias)

Sexo (masculino ou feminino)

Raca (branca ou outra)

Escolaridade dos pais (em ano lectivo frequentado pelo pai e pela mae)

Numero de coabitantes (nimero de individuos que pernoitassem, habitualmente,
na mesma habitacdo da crianca)

Idade da mée (em anos)

Numero de irmaos

Tabagismo passivo (definido pela referéncia, pelo acompanhante da crianca, de
consumo de tabaco por algum coabitante, independentemente da quantidade ou
tipo de tabaco consumido)

Antecedentes familiares de atopia (diagnéstico médico de rinite, asma ou alergia
alimentar na mae, pai ou irmaos)

Idade gestacional (em semanas, conforme registo constante do Boletim de Satide
Infantil e Juvenil)

Peso ao nascer (em gramas conforme registo constante do Boletim de Satde
Infantil e Juvenil)

Exposicdo pré-natal a fumo de tabaco (considerado se houvesse referéncia a
consumo habitual de tabaco pela mae durante a gravidez, independentemente da
duracdo, tipo ou quantidade consumida diariamente)

Aleitamento materno (considerado quando exclusivo até, pelo menos, aos 3
meses de idade)

Frequéncia diurna de espacos comuns (creches, infantdrios ou amas com mais de
seis criancas). Este dado foi registado nas criancas com idade superior a 120
dias, de acordo com a legislacdo de apoio a maternidade em vigor. Esta varidvel,
conjugada com a varidvel “8) existéncia e nimero de irmaos”, permitiu criar
uma outra variavel, designada como

Convivio didrio com outras criangas
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17. Contacto didrio com animais domésticos (coabitacdo habitual da crianca com
cles, gatos ou aves)

18. Tipo de aquecimento doméstico (residéncia habitual com equipamento de
aquecimento tipo eléctrico ou a gas e/ou lareira com ou sem protec¢ao)

19. Antecedentes pessoais de atopia (diagnéstico médico de rinite alérgica, eczema
atopico ou alergia alimentar)

20. Peso actual, em gramas, de acordo com pesagem efectuada no Servico de
Urgéncia Pedidtrica do HSFX, em balancga electrénica modelo 727 da marca
Seca®)

21. Presenca de febre no episddio de admissao (considerada quando havia referéncia
a medi¢do de febre no domicilio ou no hospital. A temperatura timpanica foi
avaliada a todas as criancas, na observagdo inicial, por um termémetro digital
Genius First Temp®, da Sherwood Medical).

22. Indice de gravidade, de acordo com os critérios estabelecidos no quadro 6. O
episodio inicial de sibilancia foi classificado com valores entre 0 e 18, pelos
dados clinicos observados (estado geral, cor da pele, frequéncia respiratdria,
presenca e intensidade de tiragem, sibilos e valor da saturag@o transcutanea da

hemoglobina em oxigénio - SpO; (Criticare System®, modelo 504 DX):

Quadro 6: indice de gravidade da bronquiolite aguda (adaptado de Wang 1992).

PONTUACAO 0 1 2 3
Frequéncia <30 31-45 46-60 >60
respiratdria (cpm)

Tiragem Ausente Infracostal Supraesternal e Global + Adejo
intercostal Apneia

Auscultacao Normal Sibilos na Sibilos nos Murmuirio vesicular

pulmonar expiragdo dois tempos diminuido / ausente

Estado geral Conservado Dificuldade Irritado / Letargia / coma

alimentar agitado

Cor da pele Normal Palidez Cianose Cianose central ou
periférica generalizada

SpO: >95% 93-95% <93% Insuficiéncia

respiratéria

23. Necessidade de internamento
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Padrao da radiografia do térax, classificado sempre pelo mesmo observador,
numa das seguintes alineas, mutuamente exclusivas:

a) normal, b) hiperinsuflacdo, c) padrao intersticial, d) condensac¢do / atelectasia

Variaveis laboratoriais

25.

26.

27

Resultado da pesquisa de virus nas secre¢Oes nasais, através da utilizacdo de um
kit comercial de imunofluorescéncia (Viral Respiratory Kit® da Bartels Trinity
Biotech Company). Este teste foi efectuado no laboratério do HSFX.

Resultado da determinacdo do numero absoluto de leucdcitos, neutréfilos,
linfécitos, eosindfilos no sangue periférico. Esta pesquisa foi efectuada, no

laboratério do HSFX, apenas aos doentes internados.

. Resultado do estudo da expressao de genes codificadores de citocinas na mucosa

nasal, a partir de colheita efectuada no dia da observagao inicial. Foi efectuada a
determina¢do da expressdo de duas citocinas com fung¢do Th2 (IL-4 e IL-13), e
outras duas com func@o Th1l (IFN-y e IL-12). A metodologia laboratorial usada,
adaptada para esta investigacdo (RT-PCR) mediu, de forma semiquantitativa, a
expressao relativa de cada citocina. A grandeza desta varidvel correspondeu ao
ciclo de reaccao de RT-PCR em que a citocina foi identificada na preparagao
analisada. Assim, quanto mais rdpida essa reac¢do, menor o nimero de ciclos
necessarios para a evidenciar. O valor da varidvel corresponde aos ciclos de
replicacdo necessdrios para evidenciar a molécula inicial, ou seja, quanto menor
o valor numérico, maior a actividade inicial do gene de cada citocina.

Para cada citocina foi calculada a média da populagdo. Com o objectivo de
estudar os odds ratio de cada variavel, o valor encontrado em cada doente foi

reclassificado, conforme a sua relacdo com a média, de acordo com o quadro 7.

Quadro 7: Defini¢do de predominio Thl ou TH2 de acordo com a

posic¢do relativa de cada amostra em relagdo a média.

Ciclo de amplificacio por | Inferior | Superior

RT-PCR de cada citocina | a média | a média

IL-4 Th2 Thl
IL-13 Th2 Thl
IL-12 Thl Th2

IFN-y Thl Th2
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PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

A cada crianca incluida no estudo foram colhidas duas zaragatoas de secrecdes nasais.
Ap6s instilagdo de 1 ml de soro fisioldgico estéril, foi introduzida, a 1 cm, no interior de
cada narina, uma zaragatoa de madeira e algodao (Eurotubo® — Rubi, Espanha).

O produto de uma colheita foi enviado para o laboratério para pesquisa de virus
respiratorios. O produto da outra foi enviado para estudo da expressdao dos genes das

citocinas imunoreguladoras IL-4, IL-12, IL-13 e IFN-y.

ESTUDO VIROLOGICO
O estudo virolégico foi efectuado através do teste comercial Viral Respiratory Kit® da Bartels Trinity
Biotech Company, processado no laboratério de bacteriologia do Servico de Patologia Clinica do HSFX
(Directora: Prof Doutora Julieta Esperanca Pina). Este teste detecta, por imunofluorescéncia indirecta, Ag
de superficie dos seguintes virus: VSR, VPI, VI e adenovirus.
A amostra foi transportada de imediato para o laboratério, em tubo seco estéril, a temperatura de 2 a 8°C.
Nos casos em que o processamento laboratorial ndo foi possivel nas 72 horas subsequentes, as amostras
foram conservadas em frigorifico de laboratério a temperatura de -70°C.
O procedimento laboratorial teve as seguintes fases:

1) Adicdo a amostra de anticorpos (Ac) monoclonais antivirais oriundos de rato (fornecidos pelo
fabricante), com especificidade, respectivamente, para VSR, VPI, VI e adenovirus. Estes Ac
fixaram-se aos Ag virais em questdo, quando presentes.

2) Lavagem com solugdo tampdo salina de fosfato (pH 7,0-7,6), para remocao de Ac livres.

3) Adicdo de imunoglobulina conjugada com isotiocianato de fluoresceina.

4) Lavagem para remoc¢do de reagente ndo acoplado

5) Fixacdo e observacao em microscopio de fluorescéncia com filtro e ampliacdo de 250-400x.

6) A reacgdo foi considerada positiva quando se observou fluorescéncia verde maga, enquanto as
amostras nio infectadas surgiram sem fluorescéncia e com coloracao rosada.

ESTUDO DAS CITOCINAS

Estas determinacdes foram efectuadas no Laboratério de Biologia Molecular do Centro de
Histocompatibilidade do Sul (coordenador Dr Dario Ligeiro). A andlise da expressdo dos genes de 1L-4,
IL-12, IL-13 e IFN-y, em células do exsudado nasal, foi efectuada por quantificacio relativa dos ARNm
de cada gene através do método normalmente abreviado como RT-PCR (Reverse Transcription
Quantitative Polimerase Chain Reaction).
O procedimento adaptado especificamente para este estudo, incluiu trés fases:

1) Extraccdo do ARN total do crude celular retido na zaragatoa

2) Transcricdo reversa do ARN em ADN complementar (ADNCc)

3) Amplificacdo do ADNc especifico com andlise da cinética da reac¢do de RT-PCR, através da

utilizacdo de iniciadores e sondas fluorescentes para os genes em causa.

1) Extrac¢io de ARN total

A zaragatoa colhida da mucosa nasal foi colocada numa solug@o estabilizadora do ARN (RNAlater®
Ambion Inc) e conservada em frigorifico a -20°C, até ao transporte para o laboratdrio.

No laboratoério, em ambiente estéril e dentro de uma camara de fluxo laminar, cada amostra foi retirada da
solucdio estabilizadora. A zaragatoa foi centrifugada a 14.000 xg (microcentrifuga Beckman®), a fim de
retirar o excesso de RNAlater®.



43

De seguida procedeu-se a extracgdo de ARNm (kit Genelute Mammalian Total RNA kit® Sigma): num
microtubo de 2ml contendo a zaragatoa, foram adicionados 250 ul de solugdo de lise, contendo 1 % v/v
de 2-mercaptoetanol (agente redutor inactivador das RNAses celulares).

O lisado resultante foi recolhido para coluna de filtragdo incluida no kir. Foi adicionado 1 volume de
etanol a 70 % v/v, para maximizar a ligacdo dos dcidos nucleicos a membrana de uma coluna de afinidade
incluida no kit. Esta foi, entdo, centrifugada a 10.000 xg e a solu¢@o colectada descartada.

Nesta fase, os dcidos nucleicos encontravam-se retidos na coluna de afinidade. Foram adicionados a esta
coluna 500 ul de solugdo de lavagem 1 e feita centrifugagdo a 10.000 xg. A coluna seca adicionou-se 50
ul de solugdo de DNAase I® (Qiagen), deixando a incubar, por 15 minutos, a temperatura ambiente. Esta
digestdo com DNAse I teve como objectivo degradar o ADN contaminante e obter uma solucdo
extremamente pura de ARN total.

Ap6s duas lavagens sucessivas com 500 pl de solu¢do de lavagem 1 e 2 nas mesmas condi¢cdes da
primeira, o ARN foi eluido da membrana da coluna com 50 pl de dgua purificada, sem nucleases.

A concentragdo do ARN total de cada amostra foi quantificada por espectofotometria na regido
ultravioleta a 260 nm (espectofotometro Beckman-Coulter DU530) e a pureza da solug@o avaliada pela
razdo de absorvancias Azeo/A2so..

O ARN extraido foi guardado a -80°C para posterior processamento.

2) Transcricao reversa

A reac¢do RT-PCR foi realizada por uma polimerase de ADN que reconhece, como modelo a copiar, as
moléculas de ADN. Assim, tornou-se necessario, antes de prosseguir, transcrever o ARN existente na
soluc@io para ADNCc.

Este procedimento, designado por transcricio reversa, consistiu numa reac¢do in vitro que submeteu o
ARN a actividade de uma enzima (transcriptase reversa) na presenca dos quatros desoxirribonucleétidos
(dNTPs) e iniciadores hexanucledtidos com sequéncia aleatoria.

Utilizaram-se reagentes do sistema comercial “High Capacity cDNA Archive Kit®” (Applied
Biosystems), de acordo com as indicagdes propostas pelo fabricante.

Foi preparada uma mistura méde (Tampao RT — 5 pl; Iniciadores — 5 pul; dNTPs — 2,5 ul; Transcriptase
reversa Multiscribe - 2,5 pl e dgua purificada Sigma — 15,5 pl). A esta mistura foi adicionado 50 ul da
solucdo obtida na fase anterior, contendo 1 g de ARN total purificado.

Submeteu-se a mistura resultante ao seguinte perfil térmico num termociclador ABI 9700 (Applied
Biosystems): 25°C durante 10 minutos; 37°C durante 120 minutos; 4°C o<.

A solu¢do de ADNCc resultante foi conservada para posterior processamento.

3) RT-PCR

RT-PCR € uma técnica em que, para além da reaccdo de PCR, € possivel monitorizar, em tempo real, a
formacdo do produto amplificado. Esta monitorizacdo faz-se pela introducdo de uma fonte de
fluorescéncia.

Neste caso, recorreu-se a metodologia das sondas TagMan® (oligonucleotidos complementares a uma
regido préstabelecida do produto de PCR), que possuem, numa das extremidades, uma fluorescéncia e na
outra um composto absorvente de fluorescéncia. A sonda Taqman, enquanto intacta, ndo emite
fluorescéncia. Ao ser degradada pela polimerase de ADN, durante a RT- PCR, torna-se fluorescente.
Desta forma, é possivel seguir a acumula¢ido dos produtos da reaccdio e analisar a sua cinética, como um
gréfico do sinal de fluorescéncia (R,) vs niimero de ciclos.

Na figura 14 mostramos um exemplo de curva de amplificagdo. Nos ciclos iniciais a variacdo da
fluorescéncia (AR,) é minima e define a linha base, onde a acumula¢do de produto amplificado estd
abaixo do limite de detec¢do do aparelho. Quando o AR, ultrapassa esta linha, o produto amplificado
passa a ser detectado. E necessario definir ciclo limiar (C) que corresponde ao niimero de ciclos em que a
fluorescéncia ultrapassa o limiar de detec¢do. Uma amostra que contenha um maior nimero de ADNc
para o gene em estudo, amplifica primeiro e, portanto, o sinal de fluorescéncia cruza mais cedo a linha de
limiar, ou seja tem um C; mais baixo que uma amostra com uma concentragdo inferior de ADN.

O nimero do ciclo onde a curva de amplifica¢do cruza a linha de limiar (C;) é usado para os calculos de
quantificacdo da amostra.

Os estudos efectuados por RT-PCR podem ser desenhados para utilizar a quantificagiio relativa ou a
quantificacdo absoluta. A quantificacdo relativa, utilizada neste estudo, é baseada na compara¢do com um
transcrito referéncia, uma vez que descreve a variacdo na expressdo do gene alvo relativamente a essa
referéncia (controlo).

E usado um gene referéncia, que se sabe ter expressdo constante em todos os tipos celulares. Neste estudo
usou-se, para esse efeito, o ARN ribossémico 18S (RNA18S), que foi submetido as mesmas condi¢des
que os genes estudados.
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Assim, o C; do gene referéncia foi subtraido do C; do gene alvo e a diferenca resultante (AC;) corresponde

a quantificagdo da expressdo do gene que pretendemos estudar. (ACt = Cta-Cthk, em que Cta = Ciclo
limiar do gene alvo e Cthk = Ciclo limiar do gene referéncia.

Amostra

340 Limiar
. o o T S O o o
: Auséncia de
Linha de base amplificacdo
J
[ 1 i an 5 30 19 Ll
Cy

Figura 14: Curva de amplificagdo, que mostra a linha de base onde a fluorescéncia ainda é muito fraca; o
limiar; e o ciclo limiar (Ct) onde a curva de amplificacdo cruza o limiar. Quando a amplificacdondo

ocorre a curva correspondente a amostra fica sempre abaixo da linha de limiar (adaptado de PE
Biosystems Bulletin ‘DNA/RNA Real-time Quantitative PCR’, pp 1-8).

A actividade de cada uma das citocinas seleccionadas (IL-4, IL-13, IFN-y, IL-12), foi avaliada, de forma
semiquantitativa, através de comparacdo das suas expressdes com a expressdo do gene ARN-18S.

Para estas determina¢des foram usados pares de iniciadores e sondas Tagman® fornecidos pela Applied
Biosystems, com concentragdes e eficiéncia pré-optimizadas pelo fornecedor.

Os ensaios de RT-PCR foram realizados num sistema Applied Biosystems 7900HT Fast RT-PCR, em
duplicado para cada gene alvo e gene referéncia, usando-se o C; médio no cdlculo das expressdes
relativas.

As reacgdes foram preparadas de acordo com a seguinte estequiometria por reac¢do num volume total de
25 ul: Tagman PCR Universal Master Mix (Applied Biosystems) - 12,5 pl; Agua MilliQ - 9 ul;
Iniciadores + Sonda Tagman Applied Biossystems - 2,5 pl. A esta solu¢do foi adicionadol 1 pl de ADNc
de cada amostra. Foi preparada igualmente uma reac¢@o controlo negativo com cada um dos iniciadores e
sondas especificos a que nao foi adicionado o ADNc de forma a verificar possiveis contaminag¢des de
reagentes. As reac¢des foram aplicadas numa placa de PCR compativel com o equipamento e submetidas
a 40 ciclos de PCR.

A detecciio da fluorescéncia durante a reac¢do de PCR foi feita pelo sistema ABI de deteccdo sob
controlo do software SDS v 2.3 também utilizado no tratamento / normalizacdo dos dados obtidos para
cada reaccdo.

Na figura 15 encontra-se um exemplo de 10 reacgdes efectuadas neste estudo. Detectou-se fluorescéncia
para os genes alvos entre o 20° e o 35° ciclo de amplificacdio da reac¢do, enquanto, para o ARN 18 S
(gene referéncia), a fluorescéncia surgiu logo ao 5° ciclo. Nas amostras designadas como NTC, ndo
chegou a ser detectada fluorescéncia até ao final da reac¢do (45 ciclos), pelo que foram consideradas ndo
detectdveis. Valores inferiores corresponderam a menor necessidade de amplificacdo e, portanto, a maior
expressdo dos genes na amostra.

Para cada amostra, os Ct obtidos foram entdo exportados para uma folha de calculo MS Excel para
obtencdo das médias de cada replicado e cdlculo da expressdo relativa normalizada.
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Figura 15: Histograma ARN vs ciclo de PCR representativo da andlise da cinética da
amplificacdo de 10 amostras.

SEGUIMENTO DOS DOENTES

Todas as criancas foram reavaliadas, pelo investigador principal, em consulta de
pneumologia infantil. A primeira consulta foi agendada para as quatro semanas
subsequentes ao episddio inicial ou apds a alta hospitalar.

A todas as criancas que compareceram a consulta no HSFX foi efectuado um exame
clinico e os seguintes exames laboratoriais: hemograma, doseamento de IgE total,
pesquisa sérica de multialergénios (Phadiatop®) inalatérios e alimentares, doseamentos
séricos de 1gG, IgM e IgA e radiografia do térax.

Nesta fase foram excluidas do estudo as criangas que apresentassem valores de IgE total
superiores a trés desvios padrdo acima da média para a idade, Phadiatop® alimentar ou
inalatério positivo ou que apresentassem valores de IgG, IgA ou IgM trés desvios
padrdo inferiores a média para a idade (Long 2002).

Sempre que a situacdo clinica o justificava, os doentes foram avaliados para ulterior
esclarecimento etiolégico da sibilancia recorrente. Foram efectuados, nesses casos, de
forma adequada a cada doente, os seguintes exames complementares de diagndstico:

prova tuberculinica, doseamento de cloretos no suor, broncofibroscopia, pHmetria,
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estudos das populagdes linfocitdrias, tomografia computorizada do toérax,
angiorressonancia do mediastino ou cintigrafia pulmonar de perfusao.

Sempre que foi detectada alguma explicacdo diagndstica anatémica ou funcional
(imunodeficiéncia, anomalia congénita da arvore bronquica, fistula traqueoeofégica,
refluxo gastroesofédgico, tuberculose, ou outras), as criangas foram excluidas do estudo
embora, caso fosse desejado pela familia, continuassem a ser seguidas na mesma
consulta hospitalar.

As criancas que nao compareceram a consulta foram contactadas por via telefonica,
com periodicidade trimestral, tendo sido efectuado uma anamnese suméria semelhante a
efectuada presencialmente. (anexo 3).

O acompanhamento e a terap€utica foram realizados de acordo com os protocolos em
vigor no Servico de Pediatria do HSFX e as boas praticas médicas.

Aos trés anos de idade, procedeu-se a nova anamnese incidindo electivamente sobre
sintomas de rinite alérgica (crises esternutatérias, prurido nasal, rinorreia seromucosa,
obstru¢do nasal e congestdo ocular).

No final do periodo de seguimento, as criancas foram enquadradas nas categorias
“sibilante” (se tivessem tido um total de trés ou mais episddios de sibilancia
diagnosticada por médico) ou “ndo sibilantes” (todos os restantes).

Foi aplicado a cada crianca sibilante o Indice Preditivo de Asma (IPA), de acordo com
Castro-Rodriguez e colaboradores (quadro 8). A presenga de pelo menos um critério
major associado a, pelo menos, dois critérios minor correspondeu a um IPA positivo.

Caso contrario considerou-se negativo:

Quadro 8: Critérios para o calculo do IPA em criancas com 3

anos de idade e sibilancia recorrente (Castro-Rodriguez 2006).

Critérios major Critérios minor

Rinite alérgica
Asma num dos pais
Sibilancia sem rinofaringite
Eczema atépico
Eosinofilia

Foram, desta forma, consideradas duas novas varidveis para o estudo:
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Variaveis provenientes do seguimento dos doentes

28) Classificagdo dos doentes no final do estudo em sibilantes ou nio sibilantes

29) Indice preditivo de asma (positivo ou negativo)

ASPECTOS ETICOS

A inclusdo das criangas no estudo foi precedida por consentimento informado e
esclarecido do tutor legal. Apds explicagdo verbal do estudo em curso por parte do
médico, foi entregue a cada familia um folheto explicativo, que incluia o contacto do
investigador principal (anexo 4).

A Comissio de Etica do HSFX aprovou a realizacio deste estudo (anexo 5).

ANALISE ESTATISTICA

Toda a informacgao foi registada de forma précodificada numa folha de calculo do
programa SPSS 9.0 para Windows.

Foi feita a estatistica descritiva de todos os dados recolhidos.

As varidveis qualitativas foram comparadas pelo teste do Qui quadrado e, quando
indicado, pelo teste exacto de Fisher. As varidveis quantitativas foram estudadas pelo
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney ou, se tivessem distribui¢cdo normal, pelo teste t
de Student.

Para detec¢ao de relacdo entre varidveis continuas foi aplicado o teste de correlagcdo de
Pearson. Os odds ratio da andlise univariada foram detectados por regressdo logistica
linear. Nos casos em que se relacionavam varidveis continuas entre si, foi calculado o
coeficiente de correlagdo ou de regressdo, em lugar de odds ratio.

Para as andlises multivariadas, foram construidos modelos de regressdao logistica
multinomial, tendo sido utilizado o método forward stepwise para seleccionar as
varidveis significativas. Para ajustamento final do modelo obtido, foi usado o teste de
Hosmer e Lemeshow.

Foi considerado com significado estatistico, em todas as andlises, o valor de p < 0,05.
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RESULTADOS

Os resultados foram sistematizados do seguinte modo:

1.
2.

Estatistica descritiva, para melhor compreensao das caracteristicas da amostra
Estudo univariado da relacdo entre os diversos parametros e a ocorréncia de
sibilancia recorrente

Estudo univariado da relac@o entre os diversos parimetros € o comportamento
das citocinas da mucosa nasal

Modelo multivariado com identificacdo final das varidveis independentes com
relacdo com a evolucdo para sibilancia recorrente

Modelo multivariado com reconhecimento definitivo das varidveis
independentes com relacdo estatisticamente significativa com a expressao das

citocinas da mucosa nasal.

AMOSTRA ESTUDADA

O estudo incidiu inicialmente sobre 188 criancas.

No decorrer do seguimento, foram excluidos 36 doentes, pelos seguintes motivos:

Identificacdo de outra causa de sibilancia recorrente (n=25), a saber:

Défice de IgA e/ou IgG: 8
IgE elevada ou Phadiatop® positivo: 7
Refluxo gastroesofégico: 6

1

Brongquiolite obliterante:

—_—

Anel vascular:
Estenose bronquica congénita: 1

Suspeita de fibrose quistica: 1

Recusa dos pais ou impossibilidade de contacto (n=11)
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Por conseguinte, a amostra que fez parte do estudo corresponde a 152 criangas. Para
melhor compreensdo das caracteristicas da amostra populacional estudada, sdo

representadas esquematicamente, na figura 16, as diferentes fases do estudo.

Lactentes com primeiro episédio
de bronquiolite
N=188

\

Questionario, observacio
Classificacao de gravidade

T~

Colheita de lavado nasal

(citocinas e virus) Sibilantes
N=76
...................................... S—
....................... ao0s 36 meses
. N=152
Excluidos e perdidos Naio Sibilantes
N=36 N=76

Figura 16: Fluxograma referente a exclusao dos doentes no decorrer do estudo.
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ESTATISTICA DESCRITIVA

Variaveis clinicas

1) Data do primeiro episodio de bronquiolite: Cento e vinte e trés casos (80,9%)
foram incluidos no estudo entre 11 de Outubro de 2004 e 24 de Abril de 2005, isto &,

entre as semanas epidémicas 41 e 16 desses anos.

Semanadoano | N | % 6
41-42 2 1,3
14
43-44 0 0
12
45-46 4|26 o
47-48 7 | 4,6
N 8
49-50 4 1 26
6
51-52 14| 9,2
4
1-2 25| 16,4
2
3-4 19 | 12,5
0
5-6 24 | 15,8 4142 43 4445 4647 4849505152 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 1516
7_8 10 6’6 Semana do ano
9-10 20 | 13,2
11-12 7 | 4,6
13-14 9 159
15-16 7 | 4,6

Quadro 9 e Figura 17: Distribui¢do em quadro e histograma dos doentes conforme as semanas do estudo.
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No momento de inclusido na investigacdo, os doentes tinham uma média de idades de

200,6 dias (6 meses e 20 dias), com um desvio-padrao de 147,3 dias.

O quadro 10 mostra a distribui¢ao das idades das criangas por trimestre. Na figura 18

apresenta-se o histograma de frequéncias desta variavel:

Quadro 10: Distribuicdio dos

doentes por idade.

Idade (meses) | N % 20

Menos de 3 43 | 28,3

De3a6 38 | 25,0

De6a9 32 | 21,1

De9al 18 | 11,8

De 12a 15 9 5,9

De 15a18 6 3,9

De 18 a 21 3 2,0

De 21 a 24 2 1,3

Idade (dias)
Figura 18: Distribui¢do em histograma dos doentes por idade.
3) Sexo

Predominaram as criangas do sexo masculino (91 ou 59,9%).

4) Raca

Cento e trinta (85,5%) criancas eram de raca branca, incluindo cinco de etnia cigana.

Vinte doentes eram de raga negra e dois de raca amarela.
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5) Escolaridade dos pais

Esta varidvel teve a seguinte distribui¢ao (quadro 11):

Quadro 11: Distribui¢do da amostra, de acordo com o grau de escolaridade (em anos) dos pais.

Escolaridade dos pais (anos) Mae Pai

N % N %
Menos de 5 anos 15 10,2 16 11,1
5 a9 anos 45 30,6 52 36,1
10 a 12 anos 42 28,6 41 28.5
Mais de 12 anos 45 30,6 35 24,3

Nao foi possivel obter dados sobre a escolaridade dos progenitores em cinco casos
(criancas que residiam desde o periodo neonatal em centro de acolhimento). A

escolaridade do progenitor masculino era desconhecida em trés outros casos.

6) Numero de coabitantes
O numero de coabitantes variou entre um e 25 (as cinco criangas que residiam em

centros de acolhimento). A distribui¢@o surge representada no quadro 12:

Quadro 12: Numero de coabitantes de cada crianca.

N° de coabitantes N %o
1 5 33

2 51 33,6

3 51 33,6

4 19 12,5
5 8 52

=6 18 11,8

7) Idade da mae
Doze (7,9%) maes tinham menos de 20 anos; 20 (13,2%) tinham idade entre os 20 e os
24 anos; 53 (34,9%) tinham entre 25 e 29 anos; 41 (26,9%) entre 30 e 34 anos e 26

(17,1%) tinham idade superior ou igual a 35 anos.

8) Irmaos
Sessenta e trés (41,4%) criangas eram filhas unicas; 62 criancas (40,8%) tinham um

irmao, 17 (11,2%) tinham dois e 10 (6,6%) mais do que dois irmaos.
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9) Tabagismo passivo

Em 89 (58,6%) casos, foi referido consumo de tabaco entre os coabitantes.

10) Antecedentes familiares de atopia

Foi detectada atopia em 48 de 148 maes (32,4%) e em 37 de 146 pais (25,3%). Entre as
89 criangas com irmados, encontrou-se atopia na fratria em 24 casos (27,0%). Nas
restantes situacdes nao foi possivel recolher dados relativos a atopia familiar.

O conjunto destas trés varidveis permitiu estabelecer que 81 das 152 criancas (53,3%)

tinham familiares directos com atopia conhecida.

11) Idade gestacional
Cento e trinta criangas (85,5%) tinham nascido com idade gestacional entre 37 e 40

semanas e 22 (14,5%) com idade gestacional compreendida entre 32 e 37 semanas.

12) Peso de nascimento
O peso de nascimento das criangas estudadas situou-se entre 2500 e 4000 g em 128

(84,3%) casos, entre 1500 e 2499 g em 18 (11,8%) e acima dos 4000 g em seis (3,9%).

13) Exposicao pré-natal a tabaco
Foi possivel recolher informagdo relativamente a esta alinea em 148 casos; 41 das

respectivas maes (27,7%) tinham fumado durante a gravidez.

14) Aleitamento materno
Noventa e cinco criancas (62,5%) eram ou tinham sido amamentadas, em exclusivo, até

aos trés meses de idade.

15) Frequéncia diurna de espacos comuns
Verificimos que 54 das 101 criancas com idade superior a 120 dias (53,5%)

frequentavam infantério, creche ou ama com mais de seis criangas.

16) Convivio diario com outras criancas
Setenta e quatro criangas (48,7%) conviviam diariamente com outras criancas (irmaos

ou outras criangas que frequentassem 0s mesmos espagos comuns).
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17) Contacto diario com animais domésticos
Em 39 casos (25,7%) verificou-se contacto didrio com animais domésticos (23 caes, 12

gatos e 4 aves).

18) Tipo de aquecimento doméstico
Trinta e quatro criangas (22,4%) residiam em habitacdo com aquecimento doméstico

(14 lareiras e 20 aquecedores a 6leo).

19) Antecedentes pessoais de atopia
Em 24 casos (15,8%) havia antecedentes pessoais de eczema atépico. Nao foi

mencionado nenhum caso de alergia alimentar.

20) Peso actual
Na data da primeira bronquiolite, a média do peso das criancas era 7218 g e o desvio-

padrdo de 2431 g. A representacdo grifica desta varidvel consta da figura 19:

25

20

N 0]
500,0 4500,0 8500,0 12500,0
2500,0 6500,0 10500,0

Peso actual (g)
Figura 19: Histograma de distribui¢do do peso dos doentes, na

data do primeiro episédio de bronquiolite.

21) Febre
O episddio inicial de sibilancia foi acompanhado de febre em 58 casos (38,2%),

cursando com apirexia nos restantes.
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55

Esta varidvel teve a distribui¢c@o de frequéncias representada no quadro 13 e figura 20.

Quadro 13: Indice de

20

18
16

14

12

(= S > ]

—

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Indice de gravidade

gravidade.

Indice | N %
0 0 0
1 4 | 2,6
2 5 33
3 10 | 6,6
4 151 99
5 18 | 11,8
6 17 | 11,2
7 16 | 10,5
8 10 | 6,6
9 9 59
10 8 5,3
11 9 59
12 10 | 6,6
13 7 | 4,6
14 4 | 2,6
15 5 33
16 4 | 2,6
17 1 0,7
18 0 0

Figura 20: Histograma do indice de gravidade da bronquiolite inicial.

23) Necessidade de internamento

Foram internados 62 doentes (40,8%). Os restantes 90 (59,2%) foram tratados em

ambulatoério.

24) Radiografia do térax

Nos 133 doentes em que foi efectuada radiografia do térax no dia da inclusao no estudo,

foram encontrados os seguintes padrdes:
Hiperinsuflagdo: 53 (39,8%)
Padrao intersticial: 60 (45,2%)
Condensacdo / Atelectasia: 20 (15,0%).
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Variaveis laboratoriais

25) Pesquisa de Ag viricos
Foi possivel obter resultados de pesquisa de Ag viricos nas secre¢des nasais em 143
criancas. Os resultados foram os seguintes:
Negativa: 52 (36,4%)
VSR: 74 (51,7%)
Outros: 17 (11,9%)
Nestes, referem-se nove identificagdes de VPI, seis de VI e dois de Adenovirus. Nao foi

detectado nenhum caso de identifica¢do simultanea de mais de um agente.

26) Numero absoluto de leucécitos, neutroéfilos, linfécitos, eosinofilos
Esta varidvel foi considerada apenas nos doentes internados (n=62), com a seguinte
distribuicao (média * desvio-padrio):

Leucécitos: 13978 £ 6050 / ul

Neutréfilos: 6882 + 4299 / ul

Linfécitos: 5766 + 3879 / ul

Eosindfilos: 177 £227 / ul

As figuras 21 a 24 integram os respectivos graficos de distribuicao.

40000 * 20000
35000
30000 © 15000
@]

25000
20000 10000
15000
10000 5000
5000

0 0

N= 62 N= 62

Leucocitos Neutréfilos

Figura 21: Figura 22:
Distribui¢do do nimero de leucécitos (cels/pl) Distribui¢ao do nimero de neutréfilos (cels/ul)

efectuada nos doentes internados. efectuada nos doentes internados.
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Figura 23:

Distribui¢do do nimero de linfécitos (cels/pl)

efectuada nos doentes internados.
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Figura 24:
Distribuicdo do nimero de eosindfilos (cels/pl)

efectuada nos doentes internados.



27) Estudos das diferentes citocinas da mucosa nasal

A expressdo dos genes das quatro citocinas estudadas foi a seguinte (Quadro 14):

Quadro 14: Distribui¢do dos valores de expressao genética dos genes das citocinas estudadas

Via | Citocina N (%) Médiatdesvio-padrao | Minimo | Maximo
IL-4 82 (53,9%) 26,768 + 4,360 12,710 | 31,876
Th2
IL-13 104 (68,5%) 23,535 + 3,490 12,390 | 29,899
IL-12 120 (78,9%) 19,806 £ 3,710 9,971 27,213
Thl
IFN-y 119 (78,3%) 20,664 £ 4,161 9,428 29,880
Estas varidveis tiveram distribuicao gaussiana (figura 25).
40
30
@
e o) 1
101 o
0
N= 8I2 1(I)4 12I0 11I9

Interleucina 4
Interleucina 13

Interleucina 12

Interferao gama

Figura 25: Distribui¢do grifica da expressdo dos genes das quatro

citocinas estudadas a superficie da mucosa nasal.
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Variaveis provenientes do seguimento dos doentes

Das 152 criangas consideradas no final do seguimento, 99 (65,1%) frequentaram a
consulta de forma regular. As restantes 53, foi efectuado inquérito telefénico. No
fluxograma seguinte (figura 26) encontra-se representada a forma de reavaliagdo e o

tipo de evolugdo clinica, o que permitiu estabelecer a classificacdo final de cada caso.

Criancas seguidas

el — .

Acompanhamento em consulta Reavaliacio telefonica
N=99 N=53

Sibilantes Nao sibilantes Sibilantes Nao sibilantes
N=68 N=31 N=8 N=45

Sibilantes Nao sibilantes
N=76 N=76

Figura 26: Representacdo, em fluxograma, do tipo de seguimento e classificagdo final dos doentes.

28) Classificacao final dos doentes
Dos 152 doentes, 76 (50,0%) foram classificados como sibilantes, e outros 76 (50,0%)

nao sibilantes.

29) Indice preditivo de asma
O indice preditivo de asma, atribuido a cada uma das 76 criancgas sibilantes no final do

periodo de seguimento, foi positivo em 37 (48,7%) e negativo em 39 (51,3%) criancas.
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ANALISE UNIVARIADA DOS PARAMETROS ESTUDADOS

A andlise univariada dos diversos parametros permitiu identificar as varidveis com
significado estatistico (p<0,05), em relacao aos objectivos do estudo.
A apresentacdo destes resultados € feita do seguinte modo:
1. Identificagdo de parametros associados a ocorréncia de sibilancia recorrente
apds uma primeira bronquiolite
2. Identificagdo dos parametros associados ao padrdo de resposta imune (de tipo

Th1 ou Th2) num primeiro episédio de bronquiolite.

No Anexo 6 sdo apresentados, em pormenor, os resultados oriundos da andlise
univariada de todos os parametros avaliados em funcdo da evolug¢do para sibilancia

recorrente.
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Parametros associados a ocorréncia de sibilancia recorrente

N

Os parametros associados a ocorréncia de sibilancia recorrente, que com significado

estatistico, sao descriminados a seguir, no quadro 15 e nas figuras 27 a 37.

Quadro 15: Anélise univariada dos pardmetros associados a sibilancia recorrente (p< 0,05).

(IC: intervalo de confianga)

PARAMETROS COM SIBILANTE NAO ODDS 1C95% p
SIGNIFICADO ESTATISTICO SIBILANTE | RATIO
Idade (dias)
151 £ 105 250 + 166 0,9954 0,9918-0,9978 <0,001
Média + desvio-padrao
Tabagismo passivo
67,1 50,0 2,0401 1,0582-3,9343 0,032
% Sim
Atopia na mae
40,5 243 2,1214 1,0475-4,2936 0,035
% Sim
Exposicao ante-natal a tabaco
36,5 18,9 2,4617 1,1628-5,2109 0,017
% Sim
Peso na 17 bronquiolite (g)
6579 + 2328 7837 + 2402 0,9998 0,9996-0,9999 0,001
Média + desvio-padrao
Febre
25,0 51,3 0,3160 0,1591-0,6292 0,001
% Sim
Indice de gravidade
8,7+4,0 6,7+3,5 1,1570 1,0579-1,2653 0,001
(Média + desvio-padrio)
Internamento
48,7 32,9 1,9353 1,0044-3,7325 0,048
% Sim
Virus respiratorios
78,3 514 3,4116 1,6407-7,0878 0,001
% positivos
VSR
69,6 35,1 4,220 2,0939-8,5020 <0,001
% positivos
IL-4 (acima dos 6 meses)
26,557+5,077 | 28,893+2,517 0,7560 0,5930-0,9570 0,044
Média + desvio-padrao
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Cada um destes parametros € descrito em pormenor nos graficos seguintes:

Idade 750
700 1 o
Nas criancas em que o 650 1 o
600 4
primeiro episédio de oy
450 o

bronquiolite  ocorreu 400 ]

. . 350

em idade mais precoce, 300
250
200
150 A
100 A
50

observou-se que a

evolucdo para sibilan-

Idade (dias)

cia recorrente foi mais N- 7 7

Na&o sibilante Sibilante

frequente.

(p<0,001)

Desfecho

Figura 27: Idade da primeira bronquiolite e sibildncia recorrente.

55
Tabagismo  passivo
pos-natal:
A sibilancia recorrente
associou-se, de forma
directa, ao contacto

com fumo de tabaco no
N30 sibilante

Elsibilante

domicilio.

(p=0,032) '

Tabagismo em casa

Figura 28: Tabaco no domicilio e sibilancia recorrente
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Atopia na mae: 60

Uma histéria familiar
de doenca alérgica na
méie  associou-se a
evolucdo para sibi-
lancia recorrente.

(p=0,035).
[ENao sibilante

Ellsivilante

Nao
Atopia na mae

Figura 29: Histdria materna de atopia e sibilancia recorrente

Exposicao ante-natal
ao tabaco:
A exposi¢do ante-natal
ao fumo de tabaco
associou-se a sibilancia
recorrente.

(p=0,017). N

[Nao sibilante

Ilsibilante

Nao

Tabagismo materno na gravidez

Figura 30:Exposicdo antenatal a tabaco e sibilincia recorrente



Peso actual:

As criangas com peso
inferior, na altura do
primeiro episédio de
bronquiolite, evoluiram
mais frequentemente
para sibilancia recor-
rente.

(p=0,001)

Febre:

A ocorréncia de febre,
no primeiro episédio
de bronquiolite, esteve
inversamente relacio-
nada com a evolugdo
para sibilancia recor-
rente.

(p=0,001).
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Desfecho

Figura 31: Peso inicial e sibilancia recorrente.

[EN3o sibilante

Elsivilante

Febre

Figura 32: Presenca de febre no episddio inicial e sibilancia recorrente



Indice de gravidade:
As criangas com um
indice de gravidade
mais elevado na pri-
meira bronquiolite evo-
luiram mais frequen-
temente para sibilancia
recorrente.

(p=0,001).

Internamento:

Da mesma forma, o
internamento  hospita-
lar no episédio inicial
associou-se a maior
incidéncia de sibilancia
recorrente.

(p=0,048).
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16 @]

141
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indice de gravidade
~

N= 76 76
Né&o sibilante Sibilante

Figura 33: Gravidade da primeira bronquiolite e sibilancia recorrente

[INao sibilante

Elsibilante

Ambulatério Internamento

Internamento

Figura 34: Necessidade de internamento no episédio inicial e

sibilancia recorrente
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Virus respiratorios: A identificacdo de virus respiratdrios, principalmente VSR, no

primeiro episédio de bronquiolite, foi mais frequente nas criancas que evoluiram para

sibilancia recorrente (p=0,001)

[ENzo sibilante

Elsibilante

Negativa Positiva

Pesquisa de virus respiratérios

Figura 35: Pesquisa de virus nas secrecdes
nasais na primeira bronquiolite e sibilancia

recorrente.

Virus identificado

bronquiolite e sibilancia recorrente.

[ENzo sibilante

Ellsibilante

Figura 36: Estirpes virais identificadas na primeira
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Citocinas da mucosa nasal:

No que diz respeito a evolucdo para sibilancia recorrente, ndo encontrdmos, na amostra
considerada globalmente, qualquer diferenca em relagcdo a expressao génica de citocinas
representativas da via Th1 ou Th2.

No entanto, estudando a amostra por subgrupos etdrios, as diferencas tiveram
significado estatistico. Nas criancas em que o primeiro episédio de bronquiolite ocorreu
apos os seis meses de idade, a expressdao de IL-4 foi superior entre as que evoluiram
para sibilancia recorrente (p=0,044). Esta diferenca traduz predominio Th2 neste

subgrupo de doentes (figura 37).

35

N é

251

O
201
151
8

104
<
©
£
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5
£ 0

Né&o Sibilante Sibilante

Figura 37: Distribui¢do grifica das diferentes
expressdes de IL-4 nas criangas com mais de seis meses
de idade, e sua relacdo com a subsequente evolugdo

para sibilancia recorrente (p=0,044).
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Comportamento das diversas citocinas associadas a via Th1 ou Th2

Estuddmos o comportamento de quatro citocinas detectadas na mucosa nasal e a forma
como variaram com os diversos parametros avaliados, no decorrer do primeiro episddio
de bronquiolite aguda.

Duas citocinas estudadas sdo representativas de predominio Th2 (IL-4 e IL-13); as
outras duas traduzem predominio Th1 (IFN-y e IL-12).

Nos casos em que encontrdmos significado estatistico (p<0,05), a expressao de cada
citocina em relag@o aos parametros estudados é apresentada de seguida.

A andlise estatistica do comportamento das quatro citocinas em relacdo com todos os

parametros estudados encontra-se discriminada nos anexos 7 a 10.

Interleucina 4 (Th2)

A expressao de IL-4 no decorrer de uma bronquiolite aguda foi mais baixa nos casos em

que foram isolados virus respiratérios, principalmente VSR (predominio Th1).

Quadro 16: Andlise univariada dos parametros com influéncia sobre a variagdo de IL-4 (p< 0,05).

PARAMETROS SIM NAO ODDS I1C95% p
ESTUDADOS RATIO

Virus respiratérios 27,695 £3,476 | 24,238 £5,496 | 1,1962 | 1,0582-1,3532 | 0,013
VSR 27,638 +£3,605 | 25,088 £5,203 | 1,1468 | 1,0235-1,2837 | 0,011
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Nas figuras 38 e 39 representam-se estas varidveis:

35

Virus respiratérios: A 30

identificacdo de virus respira- 25

térios na primeira bron-
20 1

.o . o
qulohte assoCiou-s€ a au-
151
mento da necessidade de am- *
e N 101
plificacdo de IL-4 por RT- e
[S]
>
5
PCR, o que corresponde a s
o £ o
predominio Thl. No > -
Negativa Positiva
(p=0,013)
Pesquisa de virus respiratorios
Figura 38: Expressdo génica de IL-4, determinada por RT-PCR,
consoante houve ou ndo isolamento de virus respiratério no
primeiro episédio de bronquiolite.
VSR: Da mesma forma, a 35
expressao de IL-4 foi inferior 304
nas criangas com identi- 25 ]
ficacado de VSR no primeiro 20
o}
episddio de bronquiolite, o 15
4. o *
que traduz um predominio < 10l
©
c
Thl. S
E 5
(p=0,011) =
N= 28 54
Nao Sim

VSR

Figura 39: Diferentes expressoes de IL-4 entre VSR + e VSR -.
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Interleucina 13 (Th2)

Foi detectada menor expressao de IL-13 nas criangas alimentadas com leite materno
(predominio Th1).
Pelo contrédrio, houve maior expressdo desta citocina nos doentes com linfocitose ou

eosinofilia durante o primeiro episédio de bronquiolite (predominio Th2).

Quadro 17: Andlise univariada dos pardmetros com influéncia sobre a variacdo de IL-13, com significado

estatistico (p< 0,05).

PARAMETRO SIM NAO ODDS I1C95% p
RATIO

Aleitamento materno 24,017 £3,799 | 22,731 £2,766 | 1,1261 1,0010-1,2690 | 0,049
Linfocitos (coef correlagdo) -0,452 0,003
Eosindfilos (coef correlacio) -0,320 0,039
Aleitamento materno: 30

As criangas alimen- 2

tadas com leite ma- 2

terno tiveram uma ex-

pressdo génica de IL-

™ 10
13 significativamente g .

>

<@
inferior, o que traduziu L,

, . - N= 39 65
predominio Thl. Nao Sim
(P:() 049) Leite materno

9

Figura 40: Ciclos de amplificacdo de IL-13 por RT-PCR, consoante a

crianca foi ou ndo alimentada com leite materno.




Linfocitos e eosinofilos:
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A expressdao de IL-13, nos doentes internados, foi superior nas criancas com maior

ndmero absoluto de linfécitos e de eosinéfilos, o que aponta para um predominio Th2

de ambas as linhas celulares. (p=0,003 e p=0,039, respectivamente).
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on Ao

Rsq = 0,1026

0 100 200 300 400 500

N¢ absoluto de eosinofilos

Figuras 41 e 42: Graficos de dispersdo, respectivamente, dos numeros absolutos de linfécitos e

eosindfilos no sangue periférico das criangas internadas, em funcdo da expressdo de IL-13 na mucosa

nasal.



Interleucina 12 (Thl)
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A expressdo génica de IL-12 foi mais elevada nas criancas que frequentavam o

infantdrio e naquelas em que, por ocasido do internamento inicial, se comprovou

linfocitose (predominio Thl).

Pelo contrério, a referida expressao foi inferior nas criancas expostas ao fumo de tabaco

no domicilio e aquelas cujas maes tinham maior escolaridade (predominio Th2).

Quadro 18: Andlise univariada dos parametros associados a variacdo de IL-12 (coef=coeficiente).

PARAMETROS SIM NAO ODDS IC95% p

ESTUDADOS RATIO

Escolaridade da mae (R?) 0,192 0,038

Tabagismo passivo 20,630 £3,659 | 18,729 £3,526 | 1,1587 | 1,0417-1,2887 | 0,005

Infantario 18,891 £2,831 | 21,107 £3,711 | 0,8104 | 0,6978-0,9407 | 0,003

Linfécitos (coef correlagcdo) -0,427 0,002
30

Escolaridade da mae: K s o

A necessidade de am- ) : B : E :n ; L © ’

plificacdo por RT-PCR 20 W

de IL-12 foi superior : :E . E ° . g

nos filhos de maes com oy B D:'S

maior grau de escola- o 10 )

ridade, o que significou é

que estes tiveram é

menor expressao géni- E 0 Rsq = 0,0369

ca desta citocina. Veri-
ficou-se, portanto, nes-
te grupo, um predo-
minio Th2.

(p=0,038).

0

10

Escolaridade da méae

20

30

Figura 43: Grafico de dispersdo da expressdo de IL-12 na mucosa

nasal, em relacdo com a escolaridade da mde em anos.




Tabagismo passivo:
Entre as criancas que
contactaram com fumo
de tabaco no domicilio,
houve maior neces-
sidade de amplificacao
de IL-12 na reaccgdo
RT-PCR, sendo a
expressao génica origi-
nal inferior. Houve,
assim, um predominio
Th2 neste grupo de
doentes.

(p=0,005)

Infantario:

A frequéncia de in-
fantdrio associou-se a
estimulagao de IL-12,
pondo em evidéncia o
predominio Thl.

(p=0,003)
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N= 52 68
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Tabagismo em casa

Figura 44: Diferenca de expressdao de IL-12 na mucosa nasal entre

conviventes e ndo conviventes com fumo de tabaco.
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Figura 45: Diferenca de expressdo de IL-12 na mucosa nasal e

frequéncia de infantdrio (acima dos 4 meses de idade).



Linfécitos:

Entre 0s doentes
internados, o ndmero de
linfécitos foi inversa-
mente proporcional a
expressao de IL-12.
Demonstra-se, desta
forma, um predominio
Thl.

(p=0,002)
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Figuras 46: Graficos de dispersdo dos valores totais de linfécitos no

sangue periférico das criancas internadas, em funcdo da expressdo de

IL-12 na mucosa nasal.



Interferao Gama (TH1)
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A expressdo de IFN-y foi mais elevada nos lactentes que contactavam com outras

criangas, principalmente nos que frequentavam o infantario (predominio Th1).

Pelo contrério, foi encontrada expressdo mais baixa desta citocina nos casos em que

houve exposi¢ao ao fumo de tabaco e naqueles em que o epis6dio motivou internamento

(predominio Th2).

Quadro 19: Anélise univariada dos pardmetros com influéncia sobre a variagao de IFN- .

PARAMETROS SIM NAO ODDS 1C95% p
ESTUDADOS RATIO

Tabagismo passivo 21,646 +4,315 | 19,351 £3,583 | 1,1521 1,0471-1,2690 | 0,003
Infantério 19,341 £3,256 | 21,095 +4,371 | 0,8842 | 0,7831-0,9980 | 0,042
Contacto com outras criangas 19,475 + 3,801 | 21,755 +4,206 | 0,8673 0,7880-0,9551 | 0,002
Internamento 21,651 £4,074 | 19,996 +4,113 | 1,1062 1,007-1,2151 | 0,033

Tabagismo passivo:

A expressdo de IFN-y
nas secre¢des nasais
das criangcas expostas
ao fumo de tabaco no
domicilio foi inferior
as restantes (predomi-
nio Th2).

(p=0,003)
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Interferdo gama
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Tabagismo em casa

68
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Figura 47: Diferenca de expressdo de IFN-y na mucosa nasal entre

conviventes e ndo conviventes com fumo de tabaco.
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Infantario e contacto com outras criancas:

No subgrupo de criancas com mais de 4 meses, a frequéncia de infantdrio favoreceu o
predominio Thl, associando-se a um aumento significativo de IFN-y (p=0,042). Na
populacdo em em geral, o convivio didrio com outras criancas teve efeito semelhante

(p=0,002).

40 40
30 _ 30 _
© ©
£ g
o 10 o 10 o
8 8
2 9]
5 s
E o 2 o
N= 38 43 N= 62 57
Nao Sim Nao Sim
Infantario Exposicao a outras criangas

Figura 48 e 49: Diferenca de expressdo de IFN-y na mucosa nasal consoante as criancas frequentavam ou
ndo o infantdrio (apds os 4 meses de idade) ou, de forma mais abrangente, se contactavam com outras

criangas (amostra total).

30
Internamento:
251
Nas criangas internadas -
. . e 201
no primeiro episodio,
foram verificados ni- 151

veis inferiores de IFN- o

Y (predominio Th2).
(p=0,033)

Interferao gama
(4]

N = 71 48
Ambulatério Internamento

Internamento

Figura 50: Diferenca de expressdo de IFN-y na mucosa nasal entre

doentes com bronquiolite internados ou tratados em ambulatério.
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Resumo da analise univariada do comportamento das citocinas

No quadro 20 sdo resumidas todas as relacdes descritas previamente entre os diferentes
parametros estudados e a evolucdo das diversas citocinas, conforme o predominio Thl

ou Th2 que se detectou nos diferentes casos.

Quadro 20: Determina¢do do predominio Thl ou Th2 associado a cada um

dos parametros avaliados.

IL-4 | IL-13 | IL-12 | IFN-y
Escolaridade da mae Th2
Tabagismo passivo Th2 Th2
Aleitamento materno Thl
Frequéncia de infantario Thl Thl
Exposicao a outras criancas Thl
Internamento Th2
Virus Thl
VSR Thl
Linfécitos Th2 Thl
Eosinofilos Th2
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Em suma, verificou-se
predominio de citocinas Thl associado a:
1. alimentacdo com leite materno
2. convivio didrio com outras criangas (infantdrio ou irmaos)

3. identificac¢do de virus (VSR ou outro) no primeiro episdédio de bronquiolite; e

predominio de citocinas Th2 associado a

1. escolaridade materna mais elevada

2. tabagismo passivo no domicilio

3. internamento hospitalar no primeiro episédio de bronquiolite aguda

4. eosinofilia durante o internamento

Nas criancas que evoluiram com linfocitose no primeiro episédio de bronquiolite
comprovou-se estimulacdo simultanea de IL-13 (Th2) e IL-12 (Thl), pelo que ndo foi

possivel definir um predominio claro de qualquer das vias.
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ANALISE MULTIVARIADA

A andlise multivariada foi efectuada para determinar os odds ratios (OR) ajustados
provenientes do efeito conjunto de todas as varidvei. Foram seleccionados os
parametros que, na andlise univariada, mostraram ter relacdo estatisticamente
significativa (p<0,05) com a evolugdo subsequente para sibilancia recorrente por um
lado ou, por outro, com o comportamento das citocinas nasias. Desta forma foram
minimizados os factores provenientes da interaccdo entre os diversos factores,
identificando-se em definitivo, as varidveis independentes com influéncia sobre os

resultados estudados.

Foram, desta forma, construidos os seguintes modelos multivariados:
1. Parametros com influéncia sobre sibildncia vs ndo sibildncia

2. Parametros com influéncia sobre o comportamento das citocinas nasais
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Parametros com influéncia sobre sibildncia vs ndo sibildncia

Para avaliar a relacdo sibildncia vs ndo sibildncia, aspecto que constituiu o objectivo
primordial do estudo, foram incluidas as varidveis que, no estudo univariado, tinham
sido identificadas como estatisticamente relacionadas com o aparecimento de sibilancia
recorrente: “idade”, “tabagismo durante a gravidez”, “contacto com fumo de tabaco
apds o0 nascimento”, “atopia materna”, “febre”, “indice de gravidade” e “isolamento de

virus respiratdrios”.

As varidveis “peso actual”, “necessidade de internamento” e “infeccdo por VSR ndo
foram consideradas, dado o facto de terem coeficientes de correlagdo elevados com,
respectivamente, as varidveis “idade”, “gravidade” e “isolamento de virus

respiratorios”.

No quadro 21 e na figura 51 € discriminado o resultado da andlise multivariada dos

parametros com influéncia sobre a recorréncia de sibilancia apds bronquiolite aguda.

Encontramos associag@o positiva significativa e independente entre o estado sibilante e
os seguintes parametros: idade inferior a 6 meses, tabagismo passivo, atopia materna,
exposicao antenatal a tabaco, indice de gravidade mais elevado e isolamento de virus
respiratorios. A presenca de febre no primeiro episddio associou-se de forma inversa ao

estado de sibilancia recorrente.
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Quadro 21: Modelo multivariado dos parametros avaliados em relagdo a sibilancia recorrente.

Variavel Odds ratio 1C95 % p
Idade inferior a 6 meses 3,812 1,812-9,099 | 0,004
Tabagismo passivo 2,400 1,021-5,757 | 0,048
Atopia materna 3,972 1,533-10,295 | 0,005
Exposicao antenatal a tabaco 2,462 1,163-5,211 | 0,031
Febre 0,215 0,085-0,543 | 0,001
Indice de gravidade 1,208 1,065-1,372 | 0,003
Virus respiratorios 3,509 1,416-8,696 | 0,007

100

10 F---g-----="---=cccucfuc e e e
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Idade Tabagismo Atopia Exposicao Fepre Indice de Virus
passivo materna antenatal a gravidade  respiratdrios
tabaco

0,1 R I

0,01

Figura 51: Representacdo grifica, em escala logaritmica, dos odds ratio calculados para cada

parametro, quanto a evolugdo para sibilancia recorrente.
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Parametros com influéncia sobre o comportamento das citocinas

O perfil relativo de cada citocina foi determinado em cada doente. De seguida, esta
variavel foi classificada de acordo com o predominio relativo Thl ou Th2, conforme
descrito em Material e Métodos. Os parametros que, do ponto de vista estatistico
mostraram ter relacdo significativa com o comportamento de cada citocina foram entdao
incluidos num modelo multivariado, com o objectivo de esclarecer quais os que, de

forma independente, mantinham essa relagdo significativa.

IL-4
Para o estudo do comportamento de IL-4, foi incluida no modelo a varidvel “virus

respiratorios”, que manteve significado estatistico, com predominio Th1 (quadro 22):

Quadro 22: Modelo multivariado da influéncia dos diversos factores sobre a expressdo de IL-4.

Variavel Odds ratio 1C95 % p
Virus respiratorios 1,196 1,058-1,353 | 0,013

IL-13

Para o estudo do comportamento de IL-13, foram avaliadas as varidveis ‘“‘aleitamento
materno”, “linfécitos” e “eosinéfilos”, encontrando-se significado estatistico apenas

para a primeira, que continuou a indiciar predominio Th1 (quadro 23):

Quadro 23: Modelo multivariado da influéncia dos diversos factores sobre a expressao de IL-13.

Variavel Odds ratio I1C95% p
Leite materno 6,359 1,180-34,275 | 0,031
Linfécitos 1,000 0,999-1,000 | 0,099

Eosinoéfilos 0,994 0,987-1,002 | 0,136
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IL-12

No caso da expressdo do gene de IL-12, foram consideradas as seguintes varidveis
“escolaridade da mae”, “tabagismo passivo”, “frequéncia de infantdrio” e “nimero de
linfécitos”. Nao conseguimos identificar nenhuma associacdo com significado

estatistico (quadro 24):

Quadro 24: Modelo multivariado da influéncia dos diversos factores sobre a expressdo de IL-12.

Variavel Odds ratio 1C95 % p
Escolaridade da mae 0,996 0,781-1,269 | 0,973
Tabagismo passivo 3,100 0,374-25,684 | 0,294
Infantario 5,276 0,472-58,997 | 0,177
Linfécitos 1,000 1,000-1,001 | 0,055

IFN-y

Para a expressdo génica de IFN-y, foram estudadas as varidveis “tabagismo passivo”,

(X3

“exposi¢do a outras criancas” e “ necessidade de internamento”. As duas primeiras

tiveram significado estatistico, com predominio Th1 (quadro 25):

Quadro 25: Modelo multivariado da influéncia dos diversos factores sobre a expressdao de IFN-y.

Variavel Odds ratio 1C95 % p
Tabagismo passivo 0,432 0,214-0,949 | 0,041
Exposicao a outras criancas 3,050 1,427-6,517 | 0,004
Internamento 0,832 0,632-1,032 | 0,054
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Resumo da analise multivariada do comportamento das citocinas

No quadro 26 e figura 52 sdo resumidos os resultados apresentados nos anteriores
quadros 22 a 25, nomeadamente os odds ratio e respectivos intervalos de confiancga

obtidos para o predominio Th1 ou Th2.

As seguintes varidveis que, no modelo univariado, tinham significado estatistico quanto
a avaliac@o do tipo de predominio Thl ou Th2 das citocinas da superficie da mucosa
nasal, revelaram-se nao significativas no modelo multivariado: “escolaridade da mae”,

99 ¢

“necessidade de internamento”, ‘“nimero de linfécitos” e “nimero de eosindfilos™.

Quadro 26: Resumo das diferentes varidveis com significado estatistico no modelo multivariado,

conforme o sentido em que direccionam a sua ac¢io (predominio Thl ou Th2).

VARIAVEL Citocina Odds ratio (IC95%)
Thl Th2
Tabagismo passivo IFN-y 2,315 (1,054-4,673)

Contacto com outras criancas IFN-y 3,050 (1,427-6,517)

Aleitamento materno IL-13 1,196 (1,058-1,353)

Virus respiratérios IL-4 4,004 (1,343-11,939)
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Figura 52: Representacdo gréfica, em escala logaritmica, dos odds ratio dos diversos parametros com

influéncia estatisticamente significativa sobre o predominio da imunidade de tipo Th1.
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Para finalizar, esquematizamos na figura 53 o efeito integrado dos diferentes parametros
sobre a recorréncia de sibilancia apds um primeiro episédio de bronquiolite aguda e, em

paralelo, sobre o comportamento das citocinas da mucosa nasal.

Apirexia Atopia
materna

Idade
inferior

Nivel social

Aleitamento elevado

Thil

SIBILANCIA RECORRENTE

Virus
respiratorios

Tabaco

Contacto com
outras criancas

Gravidade 2

Figura 53: Representagdo grafica da influéncia dos diversos pardmetros sobre a recorréncia de sibilancia
apo6s primeiro episddio de bronquiolite e, em paralelo, sobre o comportamento das citocinas a superficie
da mucosa nasal (a tracejado encontram-se os factores significativos no modelo univariado mas ndo na

analise multivariada).
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DISCUSSAO

DA IMPORTANCIA E ACTUALIDADE DO TEMA

A sibilancia transitéria do lactente € uma entidade patoldgica ndo completamente
esclarecida. Apesar de evoluir de forma favordvel ao longo de meses a anos, a sua
elevada prevaléncia e necessidade frequente de cuidados médicos motiva preocupacgdo e
custos elevados nas familias e na sociedade (Martinez 1995, Bont 2000, Lemanske
2002, Korppi 2004, Mallol 2005). Para a patogénese da sibilancia transitéria do lactente
contribuem factores genéticos, imunolégicos, ambientais ou inerentes ao
desenvolvimento do sistema respiratério (Cifuentes 2003, Henderson 2005, de Meer
2005, Obihara 2005, Eder 2006, Pattenden 2006, Morais-Almeida 2006, Lannerd 2006,
Lemanske 2006, Landau 2006, Arora 2006, Asher 2006, Schaub 2006, Gern 2006,
Videira 2006, Prescott 2006, Redd 2006, Zeldin 2006, Graham 2006, Ly 2006, Carroll
2007, Lee 2007, Singh 2007, Ramsey 2007).

Antes do inicio desta investigacdo efectudmos uma pesquisa bibliografica exaustiva, na
qual identificaimos diversos factores de risco para o aparecimento e perpetuacdo da
sibilancia recorrente nos lactentes. A maioria desses estudos incidiu sobre em coortes de
criancas filhas de pais atépicos, com recrutamento efectuado durante a gravidez e
acompanhamento continuo até algumas idades-chave (idade escolar, adolescéncia,

inicio da idade adulta).

O exemplo mais importante deste tipo de investigacdes é o Estudo Respiratdrio Infantil
de Tucson (TCRS - Tucson Children’s Respiratory Study). Trata-se de um estudo de
coorte iniciado em 1980 que incluiu, no momento do nascimento, 1246 individuos e
respectivas familias, com a finalidade de detectar factores de risco para o aparecimento
de doencas respiratérias durante a infancia. Entre outros resultados, o estudo permitiu:
1) Descrever o fenétipo das varias doengas sibilantes da infancia (transitéria, ndo

atopica, atdpica) e as suas caracteristicas (Taussig 2003)
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2) Desenvolver um indice preditivo de asma aos trés anos de idade (Castro-
Rodriguez 2000)

3) Esclarecer o efeito do convivio didrio com outras criangas sobre as doencgas
sibilantes da crianga: nos primeiros anos de vida, comprovou-se que
contribuiria para uma maior expressao dessa manifestacao clinica, dado o risco
de contdgio virico; mais tarde, conferiria proteccdo em relacio a asma
bronquica (Ball 2000). Este comportamento foi atribuido a estimulagdo inicial,
pelas infecg¢des, dos linfocitos Thl, associada a inibi¢do da resposta de tipo
Th2, responsavel pela atopia (Guerra 2004, Martinez 2005).

4) Delinear o efeito tardio da infeccdo por VSR na infincia, bem como a sua
influéncia sobre as diferentes citocinas de expressao Thl ou Th2. O défice

prévio de IFN-y contribuiria para recorréncia de sibilancia (Guerra 2004).

Um outro estudo multicéntrico de coorte, iniciado em 1998, incluiu investigacdo
epidemioldgica e laboratorial, com o objectivo de esclarecer a importancia relativa de
factores genéticos e ambientais na origem das doencas sibilantes da infincia. Trata-se
do COAST (Childhood Origins of ASThma), em que foram seguidos, aos trés anos de
idade, 287 individuos com antecedentes familiares de atopia. Foi possivel determinar:

1. As diferentes respostas imunitdrias as infec¢des virais, nomeadamente a
existéncia prévia de predominio Th2 nalgumas criangas com sibilancia
recorrente (Copenhaver 2004, Friedlander 2005, Gern 2006).

2. O perfil das citocinas na evolu¢do das doencas sibilantes da infancia,
designadamente o facto de ndo obedecerem estritamente a um padrao estrito de
polarizacdo Thl ou Th2 (Friedlander 2005, Gern 2006, Singh 2007).

3. A previsdo de risco de sibilancia a partir dos perfis de citocinas determinados no

corddo umbilical (Neaville 2004, Lewis 2006, Schaub 2006).

O Estudo Internacional de Asma e Alergias na Infancia (ISAAC) é uma investigacdao
epidemioldgica prospectiva de a&mbito mundial, que se iniciou em 1991, com o
objectivo de acompanhar a evolugdo da prevaléncia das doencas alérgicas. Foram
avaliadas mais de 700.000 criangas em 56 paises, sendo compilados dados ambientais,
clinicos, imunolégicos e genéticos (Mitchell 2002, Nunes 2005, Asher 2006). Outra
investigacdo de relevo, de dmbito europeu, foi 0 German Multicentre Allergy Study

(MAS), que estudou uma coorte de 1314 recém-nascidos com risco de atopia, a fim de
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definir factores de risco para asma (Kulig 1999, Illi 2001, Lau 2002). Permitiu
estabelecer a nocdo de “marcha alérgica”, esclarecer a influéncia do fumo de tabaco
sobre o inicio e perpetuacdo das doencas sibilantes e conhecer o papel das infeccoes e

da poluicao atmosférica sobre a sensibilizacao alérgica.

Em Portugal, além da participacdo de vdrios centros no estudo ISAAC, destaca-se o
estudo estudo prospectivo de Morais de Almeida e Rosado Pinto, que incluiu 308
criangas com com sibilancia recorrente e idade compreendida entre os 6 meses € 0s seis
anos. Estas criangas foram seguidas ao longo de 8 anos, com avaliacdo clinica,
determinacdo de IgE, testes de picada e espirometria. A prevaléncia de atopia aumentou
de 48% em 1993 para 75% em 2001; foram definidos factores de risco para asma em
idade escolar (asma parental, rinite alérgica, eczema atdépico, sensibilizacao alérgica e
inicio dos sintomas antes dos dois anos de idade); a frequéncia de infantario no primeiro
ano de vida associou-se a diminui¢@o ulterior da prevaléncia de asma (Gaspar 2002,
Nunes 2005, Morais-Almeida 2007). Indcio (2005), Borrego (2005), Videira (2007) e
outros tém estudado a genética da asma na populagdo portuguesa e a funcao respiratdria
em criancas abaixo dos cinco anos. Reborddao (2005) e Inédcio (2006) t€ém publicado

investigagdo sobre o paradigma Th1 / Th2 no sangue periférico de doentes asmaticos.

O Copenhagen Prospective Study on Asthma in Childhood (COPSAC) iniciou-se em
1998, incluindo uma coorte de 411 filhos de maes asmaéticas, com o objectivo de
investigar a relacdo entre factores genéticos e ambientais nessa doenca. Foi demonstrada
a influéncia de poluentes e alergénios e sintomatologia respiratéria, bem como a
eficdcia dos corticosterdides inalados e do montelucaste na terapéutica da sibilancia

precoce em lactentes (Nielsen 2006, Bisgaard 2006, Bisgaard 2006, Stensballe 2006).

Outros estudos de menor dimensdo ilustram a importancia do tema. Heaton (2005)
determinou a associacdo entre hiperreactividade bronquica e aumento de produgdo de
citocinas Th2 (IL-13 e IL-4), mesmo em criancas sem atopia demonstravel. Tripp
(2005) e Pinto (2006) encontraram aumento simultineo de actividade Thl e Th2 em
situagdes semelhantes, sugerindo a existéncia de relacdes imunes menos lineares.
Henderson (2005) estudou 150 doentes, avaliando a incidéncia ulterior de atopia e
sibilancia em criancas hospitalizadas por bronquiolite VSR + no primeiro ano de vida.

Aos sete anos de idade detectou maior incidéncia de sibildncia recorrente nesses
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doentes, mesmo na auséncia de sensibiliza¢do atdpica. Korppi (2004) concluiu que a
infec¢do por VSR no primeiro ano de vida constituia um factor de risco independente
para alteracdo da func@o pulmonar, independentemente da traducdo clinica. Pelo
contrario, Nafstad (2005) verificou, que as infeccdes respiratérias precoces aumentavam
o risco de sibilancia aos 10 anos de idade. Garciuiio (2003) verificou que o consumo de
tabaco pela mae durante a gravidez aumentava em 2,5 vezes o risco de sibilancia
recorrente, enquanto o contacto pos-natal com fumo de tabaco e o aleitamento materno
ndo tiveram influéncia sobre o aparecimento desse tipo de manifestacdes clinicas.
Cifuentes (2003) notou que maior risco de sibilancia recorrente apés um primeiro
episddio de bronquiolite VSR + em relacdo aos casos VSR -, principalmente nas
situagdes em que as manifestagdes clinicas tinham sido mais graves. Kelley (2005),
verificou que a sibilancia precoce transitéria se associou ao tabagismo materno e a
alteracdo prévia de fun¢ao respiratdria; a sibilancia persistente a frequéncia de infantario
e provas funcionais respiratorias normais e a sibilancia de inicio tardio a atopia e
sensibilizacdo a aeroalergéneos. Ramsey (2007) descreveu que a bronquiolite por VSR
no primeiro ano de vida aumentaria o risco de asma bronquica na idade escolar, ao

contrério de outras infec¢des respiratorias (otite, laringite) que diminuiram esse risco.

Estes estudos, com diferentes dimensdes e critérios, demonstram a actualidade e
importancia do tema desta dissertacdo, contribuindo para o esclarecimento da histéria
natural das doencas sibilantes da primeira infancia e dos respectivos factores de risco, e
permitindo conhecer a fisiopatologia destas situagdes. Outros estudos de menor
dimensdo foram efectuados em grupos de doentes (Koopman 2003, Guerra 2004,
Giugno 2004, Garofalo 2004, Mallol 2005, Pitrez 2005, Heaton 2005, van Benten 2005,
Oh 2006, Paricio-Telareyo 2006, Midulla 2006, Tryen 2006, Puthothu 2006, Stensballe
2006, Carroll 2007, Bennett 2007, Chung 2007), culturas celulares (Joshi 2003, Noakes
2003, McNamara 2003, Neaville 2004, Schauer 2004, Laham 2004, Braciale 2005,
Pinto 2006, Maclennan 2006, Ly 2007) ou modelos animais (Boelen 2002, Barrett
2002, Stokes-Peebles 2005, Phaybouth 2006), debrucando-se de forma parcelar sobre
cada um dos factores de risco ou esclarecendo os mecanismos imunoldgicos,

citoquimicos e ultrastruturais subjacentes a estas patologias.

Em suma, todos os estudos referidos, realizados em centros de investigacao de prestigio,

chamam a atencdo para a importancia do tema que nos propusemos estudar. E de referir,
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igualmente, que a ciéncia médica atingiu limiar da era da medicina preditiva, paradigma

da maior actualidade, no qual esta investigacdo se insere.
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DAS IMPLICACOES CLINICAS

O presente estudo pode ter relevancia na pratica clinica didria, na medida em que
contribuiu para conhecer melhor as caracteristicas dos lactentes com maior risco de
recorréncia de sibilancia apds um primeiro episdédio de bronquiolite. A identifica¢io
mais precoce dos respectivos factores de risco pode permitir a adop¢dao de medidas
preventivas, aumentado a qualidade do aconselhamento médico e melhorando o bem-

estar das criangas e suas familias.

Admitimos que o comportamento das diversas citocinas a nivel das vias aéreas
superiores traduza fendmenos que ocorrem em segmentos mais distais das vias aéreas.
O seu conhecimento poderd contribuir para esclarecer as complexas interrelacdes
imunoldgicas existentes a esse nivel (Bont 2001, Till 2001, Bergoin 2002, van Benten

2005, Pitrez 2005, Midulla 2006).

O paradigma Th1 / Th2 no ambiente imunolégico do aparelho respiratério no momento
de um primeiro episédio de bronquiolite pode correlacionar-se, nalguns casos, com a
recorréncia da sibilancia infantil. O conhecimento da influéncia que os diferentes tipos
de ambiente epidemioldgico e clinico exercem sobre a expressdo das citocinas na
mucosa respiratoria poderd tornar possivel uma melhor previsdo da evolugao clinica dos

doentes, proporcionando uma maior eficicia das medidas preventivas e terapéuticas.
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DAS LIMITACOES DO PRESENTE ESTUDO

Na realizacdo deste estudo existiram algumas dificuldades que limitaram a
concretizagdo de alguns dos seus objectivos e, necessariamente, os resultados:

O tempo de realizacdo do estudo foi limitado, sendo a dimensdo da amostra a
considerada suficiente para, dentro das limitacdes or¢camentais, poder concluir o estudo.
Um periodo mais alargado de recrutamento de doentes ou, eventualmente, o seu
prolongamento por um segundo inverno, poderia aumentar a robustez dos resultados
obtidos.

O facto de os dados terem sido, no momento inicial, recolhidos por diferentes médicos
da equipa poderd condicionar algum enviezamento, relacionado com a subjectividade da
pratica médica. Tentdmos reduzi-la a0 minimo, em reunides periddicas da equipa, com
o objectivo de uniformizar critérios e estratégias adoptadas a medida em que decorria o
estudo.

A reavaliacdo das criangas por via telefonica foi adequada nos casos em que nio se
verificaram novos episodios de sibilancia. No entanto, no escasso numero dos
classificados como sibilantes apenas reavaliados telefonicamente, o esclarecimento da
gravidade da patologia e a exclusdo de causas organicas podem nao ser absolutas.

Seria importante utilizar um método laboratorial com capacidade de identificacdo de
Metapneumovirus humano. Trata-se de um agente muito frequente de bronquiolite
aguda, que poderd ter sido responsdvel por uma percentagem importante dos casos
estudados. A evolugdo ulterior destas criancas e o comportamento das citocinas nasais
nesses casos poderia ser interessante.

Um estudo mais exaustivo das citocinas, nomeadamente através do isolamento e
identificacdo das diferentes populacdes celulares responsaveis pela sua sintese, poderia
proporcionar informac¢do mais detalhada que a que obtida neste estudo. Seria, no
entanto, necessdria maior diferenciacdo, por parte dos investigadores envolvidos, quanto
a procedimentos laboratoriais, aspecto ainda ndo exequivel no presente.

Ao longo do seguimento, poderia ser mais informativo avaliar a gravidade e o grau de
sibilancia recorrente em cada doente, estratificando-os por de acordo com o grau de

gravidade da sua situacdo. As criancas com sibilancia recorrente evoluem de forma
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heterogenia, pelo que a informacao resultante de uma andlise desse tipo poderia ser
interessante. Nao foi, no entanto, essa a opcao tomada no decorrer desta investigacao.
Seria necessdrio estudar um maior grupo de criancas para retirar conclusdes com

significado.
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DA METODOLOGIA

A presente investigacdo foi idealizada como um estudo de coorte. O primeiro passo
consistiu na definicio de uma amostra de doentes, subsequentemente acompanhada ao

longo de um determinado periodo, com a finalidade de estudar a sua evolug¢ao clinica.

De acordo com os critérios propostos por Norman (2000), a dimensao da amostra (150
criangas) pode considerar-se adequada para retirar conclusdes validas do ponto de vista
estatistico. Atendendo a prevaléncia da sibilancia recorrente apds bronquiolite, estimada
em 50%, uma amostra de 60 criancas permitiria a realizacdo do estudo. E, pois, legitimo

afirmar que o ndmero de casos recrutados € representativo da populagdo estudada.

As criancas foram incluidas no estudo ao recorrerem ao servico de urgéncia pedidtrica
do HSFX (hospital central), por ocasido de um primeiro episddio de sibilancia. A
populacdo base € muito heterogénea do ponto de vista socioeconémico e cultural, o que
refecte as caracteristicas da comunidade em que o hospital se encontra inserido. O tipo
de organizacdo actual dos servicos de saide permite, por outro lado, que as familias
recorram a servicos de urgéncia pedidtrica por iniciativa prdopria, sem referenciacao.
Esta circunstincia leva a que a amostra avaliada neste estudo represente, muito
provavelmente, a apresentacdo clinica da generalidade dos casos de bronquiolite aguda
na comunidade e ndo apenas a dos casos mais graves, o que seria expectavel em meio

hospitalar.

A investiga¢do teve inicio no momento do episddio inaugural de bronquiolite aguda e
niao no momento do nascimento, metodologia utilizada nas investiga¢des publicadas por
autores como, entre outros, Martinez (1995), Illi (2001), Lau (2002), Neaville (2004),
Wright (2004), Brussee (2005), Nafstad (2005), Matsumata (2005), Arora (2006), Asher
(2006), Lemanske (2006), Ly (2006), Uekert (2006), Bisgaard (2007), Piippo-
Savolainen (2008) e Epton (2007). O nosso objectivo consistiu em identificar os
diferentes comportamentos clinicos das criangas apds um primeiro episédio de

bronquiolite aguda, e nido determinar a probabilidade de aparecimento ulterior de
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manifestacdes clinicas num grupo previamente identificado como tendo maior risco de
doenca atépica. Procurdmos, desta forma, identificar paramtros associados ao
aparecimento de sibilancia recorrente numa populacdo de lactentes que, a partida, ndo

manifestavam qualquer factor predisponente.

A inclusdo das criangas foi efectuada no sevico de urgéncia. Com a finalidade de
recrutamento do maior nimero de doentes e de distribui¢do aleatéria por todos os dias
da semana, contdmos com a colaboracdo de varios médicos, integrados nas equipas de
urgéncia dos diversos dias da semana. E possivel admitir que os critérios utilizados por
cada médico tenham implicado certo grau de subjectividade inerente a pratica clinica.
Tentdmos reduzir a0 minimo esse possivel condicionalismo em reunides periddicas do
grupo de trabalho e pela revisdo exaustiva, pelo investigador principal, de todos os

processos clinicos e questiondrios.

Os doentes internados foram acompanhados clinicamente, durante esse periodo, pelo

investigador principal.

No que diz respeito aos doentes que tiveram alta apds a observacdo no servico de
urgéncia, e cujo primeiro episddio de bronquiolite decorreu em ambulatério, € também
de admitir a existéncia de algumas diferencgas, entre os varios colaboradores, quanto aos
critérios de observagdo e orientagcdo. Este aspecto mereceu a nossa atengdo ao longo do
tempo do estudo, através da concretizacdo de reunides periddicas para garantir da

uniformizacao, dos procedimentos adoptados.

A patologia que estuddmos foi definida, predominantemente, por critérios de exclusao.
Consideramos que uma crianca teria sibilancia recorrente apenas se tivessem sido
excluidas as entidades nosoldgicas anatomicas, funcionais ou imunoldgicas enumeradas
no quadro 1. Como tal, os doentes foram incluidos no estudo apds o primeiro episédio
de sibilancia, apenas se nenhuma dessas etiologias fosse evidente e se,
concomitantemente, ndo existissem antecedentes de prematuridade ou de doenca
cronica. Uma vez que os corticosterdides poderiam modificar as respostas imunes que
pretendiamos estudar, excluimos igualmente, logo no primeiro contacto, os doentes que
tivessem sido medicados com esses farmacos por via sistémica ou inalatéria nas duas

semanas precedentes.
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Ao longo das vdrias observacdes em consulta, para respeitar os critérios pré-definidos,
foram igualmente excluidos os doentes em que, ao longo do tempo foram comprovadas

as entidades enumeradas.

O seguimento das criancas foi efectuado em consulta hospitalar de pneumologia
pedidtrica, proposta a todos os doentes incluidos no estudo. A observacgdo clinica neste
contexto foi, mais uma vez e em todos os casos, efectuada pelo investigador principal, a
fim de uniformizar as caracteristicas dos dados colhidos e critérios utilizados. Todos os
exames necessdrios para o esclarecimento da situagcdo clinica foram efectuados no

HSFX, de acordo com critérios clinicos e boas praticas médicas.

Consideramos que a frequéncia trimestral de consultas foi a adequada ao seguimento
clinico, nomeadamente para evitar falhas de memoria por parte das familias, acerca do

numero e gravidade das crises de sibilancia e da terapéutica efectuada.

A medicacdo de fundo indicada neste escaldo etdrio ndo se encontrava, no periodo de
realizacdo deste estudo, bem definida. Sempre que considerado necessario, pelo nimero
e gravidade das crises, adaptimos as recomendagdes propostas pelo grupo GINA
(2006), incluindo a prescri¢ao de corticosterdides inalados ou modificadores orais dos

leucotrienos.

A reavaliacdo por via telefénica foi a solug@o que nos pareceu adequada para a obtencdo
de informagdes acerca das criancas que ndo compareceram a consulta. Esta
metodologia, de elevada confiabilidade no caso das criangas nao sibilantes, foi aplicada
com periodicidade trimestral, através de um questiondrio uniforme, que incidiu sobre o
nimero, gravidade, frequéncia e terapéuticas das crises, terapéutica de fundo, recurso a
consultas de urgéncia e necessidade de internamentos hospitalares (Chong-Neto 2007).
A classificag@o das criancas como sibilantes foi igualmente possivel; quanto a avaliagao
da gravidade da situacdo, admitimos que este procedimento possa ter sido mais falivel.
Os familiares foram igualmente interrogados sobre o seguimento efectuado pelos
médicos assistentes, eventuais investigacdes complementares efectuadas e seus

resultados. A exclusao das criangas do grupo avaliado por via telefénica seguiu critérios
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semelhantes aos usados nos doentes observados com regularidade na consulta

hospitalar.

No respeitante a recolha desta informacao € possivel que se tenha verificado menor grau
de rigor. No entanto, na sociedade contemporanea, dado o papel preponderante
desempenhado pelas telecomunicagdes em indmeros aspectos da vida quotidiana e da
propria prética clinica, aceitamos que os dados obtidos telefonicamente tenham tido
validade compardvel aos obtidos pessoalmente. Noutros estudos, Bowling (2005)
considerou a qualidade da informacao recolhida por via telefénica semelhante a obtida
presencialmente e Kempf (2007) valorizou de forma clara a comunicagdo telefonica na
recolha de dados em investigagdo clinica. Tal como nds, autores como Castro-
Rodriguez (2000), Ball (2000), Sherriff (2001), Cifuentes (2003), Garciuiio (2003),
Gern (2004), Stensballe (2006), Ly (2006), Lazzaro (2007), Ramsey (2007) e Bisgaard
(2007), entre outos, incluiram dados colhidos dessa forma, sem que se verificasse

diminui¢do da sua fiabilidade.

Sublinhamos igualmente que, no caso das criangas ndo sibilantes, ndo era eticamente
defensavel exigir a deslocacdo de uma crianca e da sua familia a um hospital, durante o
hordrio habitual de trabalho, se a situacdo clinica o ndo justificasse. Esta consulta
desnecessdria poderia ter diversas consequéncias socioprofissionais, o que ndo seria

justificavel nem desejavel.

O principal objectivo deste estudo foi a pesquisa de parametros associados a maior
probabilidade de evolugdo para sibilancia recorrente, apds uma primeira bronquiolite
ocorrida até aos 24 meses de idade. Deste modo, a escolha das varidveis a investigar
resultou de uma pesquisa bibliogrifica prévia e exaustiva sobre factores de risco

associados a sibilancia recorrente.

Elementos como a idade, sexo, raga, classe social, nimero de coabitantes, existéncia de
irmaos, frequéncia de infantdrio, aleitamento materno, atopia no préprio ou em
familiares, contacto com tabaco, contacto com animais domésticos, gravidade do
primeiro episddio, estirpe virica isolada, t€ém sido amplamente estudados, embora com
resultados por vezes contraditérios. As outras varidveis que considerdmos importantes

resultaram da nossa experiéncia clinica, que nos levou a equacionar a influéncia de
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outros elementos na evolucdo das criangas apds uma primeira bronquiolite. Destes,
considerdmos importante conhecer, nomeadamente, alguns determinantes do paradigma

Th1/Th2, que detectamos de forma ndo invasiva no decorrer do episodio inicial.

A definicdo da data da primeira bronquiolite de acordo com a divisdo do ano em
semanas epidémicas (Centers for Disease Control and Prevention e Organizagdo
Mundial de Saude) é uma forma universalmente aceite de datar e acompanhar a
evolucdo de epidemias (CDC 2007). Neste estudo a sua utilizacao justifica-se, uma vez
que a etiologia da bronquiolite aguda € predominantemente virica, tendo em conta os

agentes etiologicos e a sazonalidade desta entidade clinica.

O nivel mais elevado de escolaridade atingido por um dos progenitores é um critério
representativo do nivel sécio-econdmico da familia em que cada crianca estd integrada,
conforme demonstrado por diversos investigadores como Mielck (1996), Klinnert
(2001), du Prel (2006) e Pawliska-Chmara (2007). A escala de Graffar adaptada a
realidade portuguesa, comum noutros estudos, € considerado por alguns um método
antigo, desactualizado, pouco objectivo e que necessita, para uma classificacao
adequada, da formulagio de um excessivo nimero de questdes. E provavel que outros
métodos de estratificacdo social, oriundos das ciéncias sociais e politicas, permitam uma
melhor classificagdo das familias. No entanto, o que foi utilizado € um método bastante
objectivo e de facil colheita, correlaciondvel, mesmo intuitivamente, com as condi¢des
de vida das familias em que as criancas se incluem (du Prel 2006, Pawliska-Chmara

2007).

Definimos tabagismo passivo como o contacto domicilidrio, por parte das criangas, com
fumo de tabaco, independentemente das condi¢des e tipo de consumo tabdgico praticado
pelos familiares. Metodologia semelhante, baseada em questiondrios aos pais, foi
utilizada por autores como Garciuiio (2003), Taussig (2003), Bradley (2005), Pitrez
(2005), Feleszko (2006), Chong-Neto (2007) ou Morais-Almeida (2007). As criangas
que estudamos, pelo seu escaldao etdrio, poderdo ser influenciadas por baixas
concentracdes de fumo de tabaco, presente em roupas ou noutros objectos. Como tal,
assumimos existir contacto significativo das criancas com fumo de tabaco mesmo nos
casos em que o0s pais garantiam ndo fumar em casa. Seria eventualmente mais

informativo quantificar a nicotina absorvida, através de doseamentos de cotinina sérica



100

das criangas, como efectuado por, entre outros autores, Noakes (2003) ou Kelley (2006).

Trata-se poi de um tépico de investigacao a desenvolver no futuro.

Os habitos tabdgicos da mae durante a gravidez foram considerados como presentes ou
ausentes, independentemente do tipo e quantidades consumidas. Para o estudo deste
factor de risco poderia ser util quantifici-lo de forma mais pormenorizada. E
consensual, no entanto, que mesmo pequenas concentracdes de nicotina a nivel
fetoplacentar poderao influenciar o desenvolvimento estrutural e funcional do aparelho
respiratorio fetal, como demonstrado por Martinez (1995), Gern (1999), Stick (2000),
Sherriff (2001), Bracken (2002), Barrett (2002), Garciuiio (2003), Noakes (2003),
Janson (2004), Bradley (2005), Landau (2006), Le Soeuf (2006), Pattenden (2006),
Morais-Almeida (2006) ou Lannero (2006).

Considerando a composi¢cdo do leite humano, € possivel que alguns beneficios
imunoldgicos do aleitamento materno possam ser obtidos mesmo nos casos em que se
verifica aleitamento misto durante os primeiros meses de vida. No entanto, para melhor
objectivar essa varidvel, incluimos no grupo de criancas alimentadas com leite materno
apenas os casos em que este foi referido, em exclusivo, até aos trés meses de idade
(Taussig 2003, Wright 2004, Wills-Karp 2004, de Silva 2004, Kull 2005, Obihara 2005,
Friedman 2005, Vercelli 2006, Liu 2006, Chantry 2006, Schaub 2006, Prescott 2006,
Paricio-Talayero 2006, Lee 2007, Bryan 2007, Piippo-Savolainen 2008).

Em relacdo a frequéncia diurna de espacos comuns (creches, infantdrios ou amas com
mais de seis criangas), apenas a considerdmos apds os quatro meses de idade, no
pressuposto de que a generalidade da populagao beneficiaria da legislagao em vigor, que
permite a estadia da criancas com a mae até essa idade. Algumas criangas incluidas no
estudo poderdo ter frequentado espacos comuns ainda antes de atingirem essa idade, o

que podera repercutir-se na evolu¢do da sua sintomatologia respiratdria.

Em relacdo as varidveis clinicas estudadas, cabe referir que os antecedentes pessoais e
familiares de atopia foram considerados apenas nos casos em que havia diagndstico
prévio. E do conhecimento geral que alguns sintomas sdo atribuidos de forma errénea,
por parte das familias, a fendmenos alérgicos. Desta forma, somente foram consideradas

29 46

as informagdes de “alergia alimentar” ou “medicamentosa”, “asma” ou “eczema”, entre
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outras, baseadas numa observagdo clinica prévia. Esta estratégia teve o propodsito de

tentar diminuir os falsos positivos associados a esta varidvel.

A classificacdo da gravidade do episddio inicial de sibilancia foi atribuida pelo médico
que observou a crianga no servico de urgéncia e, posteriormente, confirmada pelo
investigador principal. Adaptdmos para este estudo o indice de gravidade da
bronquiolite desenvolvido por Wang e colaboradores em 1992, por nos parecer
objectivo e baseado em critérios clinicos simples. O mesmo obrigou a observagdo e
registo atento e sistematico de cinco dados importantes da observagdo clinica
(frequéncia respiratoria, presenca de tiragem, dados da auscultacio pulmonar,
quantificacdo do estado geral e cor da pele), bem como um dado complementar (SpO2),
disponivel e acessivel em todos os servicos de urgéncia pedidtrica. Tal critério de
pontuacdo permitiu quantificar dados frequentemente baseados em critérios intuitivos.
O cuidado colocado na observacdo clinica foi, desta forma, util para os doentes. Por
outro lado, entendemos ser legitimo afirmar, pela objectividade dos pardmetros
utilizados, que a utilizacdo desse indice de gravidade é susceptivel de aumentar a

reprodutibilidade deste estudo.

A necessidade de internamento baseou-se na gravidade clinica da bronquiolite, sendo
nalguns casos, ditada por aspectos sociais ou da relacio médico doente. Desta forma,
concluimos que esta varidvel ndo constituiu, sé por si, um indicador aceitavel da

gravidade do episddio inaugural estudado.

Quanto as varidveis laboratoriais, alguns Ag virais foram pesquisados na mucosa nasal
de todas as criancas, no momento da primeira bronquiolite. O teste laboratorial
escolhido permitiu apenas a identificacdo dos seguintes agentes etioldgicos: VSR, VPI,
VI, Adenovirus.dos negativos possam estar associados a outros agentes como Rinovirus
ou Metapneumovirus humano, nao detectdveis por este método. Serd interessante,
noutra ocasido, estudar o comportamento dos doentes com bronquiolite associada a
estas estirpes virais, que sao responsdveis frequentemente por essa patologia ou por
exacerbagcdes de asma bronquica (Williams 2004, Mellendi 2007, Deffrasnes 2007,
Silva 2007). Por outro lado, a metodologia que usdmos ndo permitiu distinguir as
situacdes de hiperreactividade bronquica intrinseca da associada com os agentes virais

nio detectaveis.
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O método laboratorial usado para o estudo das citocinas intervenientes na imunidade
nasal foi propositadamente adaptado para este estudo. De acordo com a bibliografia
consultada, tal estratégia ndo tinha sido ainda utilizada por outros investigadores em
moldes sobreponiveis. Consideramos que a utilizagdo deste tipo de exame permitiu o
estudo ndo invasivo de alguns aspectos da imunidade local no decorrer de uma
bronquiolite aguda, nomeadamente através da determinacdo do comportamento das
citocinas associadas ao paradigma Thl / Th2 e da sua eventual relacdo com a evolugdo
clinica nos meses subsequentes (Till 2001, Bont 2001, Oh 2002, Boelen 2002, Shahid
2002, Kazachkov 2002, Tripp 2002, Legg 2003, Joshi 2003, Koopman 2003, Stokes-
Peebles 2004, Copenhaver 2004, Schauer 2004, Spann 2004, Pitrez 2005, van Benten
2005, Vercelli 2006, Pinto 2006, Duramad 2006, Culley 2006, Becker 2006, Gern 2006,
Midulla 2006, Truyen 2006, Puthotu 2006, Stern 2007, Melendi 2007, Chung 2007).

As citocinas sdo moléculas intervenientes na comunicacdo entre diversas populagdes
celulares que participam na resposta imune. A “mensagem’ que as citocinas transmitem
define o tipo de resposta que ocorrerd subsequentemente; com ac¢do exclusivamente
local, a nivel dos tecidos implicados, actuam em concentracdes muito baixas, € tém
semividas muito curtas. Serd, pois, legitimo especular que, quando se pretende
investigar o papel local das citocinas em determinado 6rgdo ou sistema, as
determinagdes devem ser efectuadas em amostras recolhidas a esse nivel, € ndo em
células sanguineas, que poderdo eventualmente nao reflectir com rigor os fendémenos
locais (Copenhaver 2004, Guerra 2004, Stokes-Peebles 2004, Teixeira 2005, van
Benten 2005, Friedlander 2005, Oh 2005, Rebordao 2006, Phaybouth 2006, Culley
2006, Truyen 2006, Midulla 2006, Lewis 2006, Melendi 2007, Stern 2007).

Uma vez que, no presente estudo, pretendiamos estudar o comportamento de
determinadas citocinas no decorrer de uma bronquiolite aguda, consideramos que o
procedimento mais indicado seria o estudo de produtos bioldgicos provenientes da
arvore bronquica distal (lavado broncoalveolar). Tém sido publicados estudos aplicando
esta metodologia, principalmente em doentes ventilados ou com indicacao clinica para a
realizacdo de broncofibroscopia e colheita de lavado broncoalveolar (Krawiek 2001,
Mcnamara 2004, Brown 2005, Maclennan 2006). Ndo sendo este o contexto da

populacdo estudada optdmos, naturalmente, pelo estudo de produtos bioldgicos de
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origem mais proximal, colhidos nomeadamente a superficie da mucosa nasal. Na
realidade, como referido por Tauber (2002), Rosado-Pinto (2003), Romagnani (2004),
entre outros, o aparelho respiratdrio reage de forma uniforme ap6s um estimulo ou uma
agressao. Os resultados dos estudos efectuados em produtos oriundos das vias aéreas
superiores poderdo, desta forma, traduzir os fendmenos que ocorrem a nivel dos
bronquios, bronquiolos e alvéolos pulmonares (Kazachkov 2001, Till 2001, Smyth
2002, Bergoin 2002, Tauber 2002, Bergoin 2002, Mobbs 2002, Joshi 2003, Legg 2003,
de Waal 2003, Giugno 2004, Garofalo 2004, Gern 2004, van Benten 2005, Pitrez 2005,
Midulla 2006, Pacifico 2006). O respeito aos principios éticos teve igualmente

importancia nesta decisao.

A semivida extremamente curta das citocinas, bem como a sua baixa concentragdao
tornam o seu doseamento directo a nivel sérico, urindrio ou tecidual extremamente
dificil e falivel. Apesar dos anteriores estudos de autores como Noakes (2003),
Friedlander (2005), Guerrero (2005) ou Ly (2007), que investigaram o comportamento
das citocinas no sangue do cordao umbilical e outros como Leech (2000), Tripp (2002),
Aoyagi (2003), Guerra (2004), Heaton (2005), Reborddao (2006) ou Pinto (2006), que
efectuaram estudos semelhantes a nivel do sangue periférico, optdmos por determinar, a
actividade das citocinas de forma indirecta, pesquisando a expressdo génica dos dcidos

nucleicos que as codificam.

Sabendo que as citocinas que escolhemos sdo sintetizadas nas células da mucosa nasal,
exclusivamente por determinadas populacdes celulares (linfécitos Thl e Th2,
macréfagos e células natural killer), determindamos a sua actividade através da

quantificac@o, por RT-PCR, da expressao dos seus genes.

Numa preparacdo bioldgica de conteido celular desconhecido, detectimos as
expressoes génicas (em termos de ARNm) de quatro citocinas implicadas na resposta
imune e compardmo-las com a de uma proteina celular de expressdo reconhecidamente
estavel e constante. Este procedimento permitiu que os resultados fossem comparaveis
entre os varios doentes, independentemente do nimero e do tipo de células recolhidas
da mucosa nasal. Metodologia semelhante foi usada por outros, tais como McNamara

(2004), Feleszko (2006) e Sutton (2007).
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A metodologia laboratorial usada, adaptada para esta investigacao - RT-PCR — permitiu
medir de forma semiquantitativa, essa expressao relativa de cada citocina. A grandeza
desta varidvel correspondeu ao ciclo de reaccdo de RT-PCR em que a citocina foi
identificada na preparacao analisada. Quanto mais rdpida essa reac¢do, menor o nimero
de ciclos necessarios para a demonstrar. A grandeza da varidvel apresentada
correspondeu ao nimero de ciclos de replicagdo necessarios para evidenciar a molécula
inicial, ou seja, quanto menor o valor numérico, maior a actividade génica inicial de
cada citocina. Esta forma de apresentacdo de resultados € comum em biologia molecular
e em imunologia, sendo familiar aos autores que utilizam esta metodologia. Apesar de
ndo ser intuitiva, decidimos manté-la, na tentativa de garantir o rigor cientifico do

estudo.

Ao contréario de autores como Till (2001), Krawiek (2001), Tripp (2002), Kazachkov
(2002), Aoyagi (2003), de Waal (2003), Kim (2003), Brown (2005), Heaton (2005), van
Benten (2005), Maclennan (2006), Phaybouth (2006), Pinto (2006), Rebordao (2006) ou
Duramad (2006), nao isoldmos nem identificimos in vitro as populacdes celulares
responsaveis pela producao de citocinas. Essa metodologia seria interessante e fidvel,
contribuindo decerto para um maior rigor deste estudo. Poderia ser possivel,
designadamente, submeter a diversos estimulos o meio de cultura celular obtido e
verificar o respectivo efeito sobre a sintese das diversas citocinas. Nao foi possivel
efectuar esses passos, por dificuldades orcamentais e limitagdes logisticas no que diz
respeito a esses procedimentos laboratoriais. Trata-se de uma via de investigacdo

passivel de ser desenvolvida em futuros estudos.

Estuddmos diversos comportamentos de resposta imune da mucosa nasal dos lactentes,
por ocasido da primeira bronquiolite. Desconhecemos outros estudos em que esta
tecnologia tenha sido aplicada a propdsito deste tema pelo que, de acordo com a
pesquisa bibliografica exaustiva que levdmos a cabo, admitimos que o presente estudo
possa corresponder a primeira investigagao aplicando esta metodologia, em criangas, de
forma ndo invasiva e com resultados reprodutiveis. Serd legitimo, em suma, admitir que

a metodologia aplicada possa constituir uma linha futura de investigagao.
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DOS RESULTADOS

A sibilancia transitéria do lactente € um tépico vasto e de etiologia multifactorial. Para o
seu aparecimento contribuem numerosos factores, de que se salientam: predisposi¢ao
genética; estddio de desenvolvimento anatémico e funcional do aparelho respiratorio;
diferenciacdo estrutural e histolégica do mesmo; factores de imunidade geral e local,

incluindo atopia e diversos factores ambientais.

O estudo que efectudmos incidiu sobre dois dos fendtipos definidos por Martinez e
colaboradores (1995) no estudo de Tucson em lactentes: sibilancia precoce transitdria e
sibilancia persistente. Recrutdmos uma coorte de lactentes por ocasido de um primeiro
episddio de bronquiolite, € acompanhdmo-la posteriormente, de forma prospectiva, até

ao terceiro aniversario de cada individuo.

Registdmos quais as criangas que tiveram a episddios recorrentes de pieira
(enquadrando-se na definicao de sibilancia transitéria do lactente) e quais os que, pelo
contrario, ndo mais voltaram a ter crises de sibilancia, tentando determinar os

parametros associados a esses tipos distintos de evolugdo clinica.

Por outro lado, foram definidos alguns parametros com capacidade de influenciar a
imunidade da mucosa nasal, por se associarem, nomeadamente, a diferentes perfis de

comportamento das citocinas expressas no momento de uma bronquiolite aguda.

Sao discutidos primeiramente os aspectos gerais da populacdo estudada, provenientes da
andlise descritiva e, depois, os dados provenientes da andlise univariada e de modelos

multivariados.
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DA ESTATISTICA DESCRITIVA

A amostra populacional estudada incluiu inicialmente 188 criancas, que reuniam os

critérios de inclusao definidos, e cujas familias aceitaram participar no estudo.

No decorrer do seguimento foram excluidas 25 criangas (13,3%). Esta percentagem é
justificavel pela prevaléncia, na populacdo infantil, de doencas sibilantes preenchendo
os critérios de exclusdo, que foram identificadas no decorrer do periodo de seguimento.
Apenas onze doentes abandonaram a consulta, o que corresponde a uma propor¢do de
5,9%. Este aspecto pode ser considerado positivo, reflectindo, aparentemente a boa
relacdo estabelecida com as familias no primeiro contacto e no decorrer do ulterior
seguimento em consulta. A informacdo perdida por esta via ndo terd tido,

provavelmente, influéncia significativa sobre os resultados obtidos.

A fase do trabalho de campo em que se procedeu a inclusdao dos doentes no estudo
decorreu durante o Outono de 2003 e o inicio da Primavera de 2004. Tentdmos que esta
fase coincidisse com o periodo em que se verifica, na nossa latitude, maior incidéncia de
bronquiolite aguda. Na realidade, verificdmos que mais de 80% dos casos ocorreram
entre Dezembro e Fevereiro, periodo a que, no Inverno 2003/2004, corresponderam em
Portugal as epidemias de VSR, gripe e, provavelmente, de outros virus respiratérios

(Flores 2004).

De acordo com o planeamento inicial, o recrutamento de novos doentes terminou na 16?
semana do ano de 2004. Constatimos no entanto que, nessa data, se mantinha uma
incidéncia significativamente elevada de bronquiolite aguda entre os doentes que
recorriam ao servico de urgéncia pediatrica do HSFX. Parece-nos legitimo especular
sobre a probabilidade de esses casos serem devidos ndo a incidéncia de infec¢do por
VSR mas a persisténcia de actividade epidémica de outros agentes viricos, como VPI,
Adenovirus ou Rinovirus (Hall 2001, Pacifico 2000, Oh 2002, Long 2002, Laham 2004,
Flores 2004, Murray 2005, Lindemans 2005, Friedlander 2005, Garofalo 2005, Meats-
Dennis 2005, Lemanske 2006, Bennett 2007, Cheung 2007, Desfrasnes 2007, Melendi
2007, Mansbach 2008). O estudo poderia ter sido prolongado por mais algum tempo,
com vantagens em termos de ampliacao de colheita de dados, o que nao foi possivel por

auséncia de cabimento orcamental.
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Neste estudo, a bronquiolite aguda ocorreu predominantemente nos primeiros seis
meses de vida. As causas da maior vulnerabilidade dos lactentes desse escaldo etdrio
s30: a menor resisténcia imunitdria as infeccdes respiratérias virais, funcado respiratoria
de caracteristicas imaturas e vias aéreas de calibre inferior, tal como referido por autores
como Murray (2002), Bisgaard (2003), Legg (2003), Flores (2004), Henderson (2005),
Borrego (2005), Braciale (2005), Nielssen (2006), Panickar (2006), You (2006), Voets
(2006), Smyth (2006), Al-Shawwa (2006), Bennett (2007) ou Chung (2007).

Encontrdmos um predominio de casos de sibilancia aguda em criancas do sexo
masculino. Este achado, referido por outros autores, como Boezen (2006) e Lannerd
(2006), pode ser atribuido ao tipo de crescimento das vias aéreas nessas idades.
Verifica-se, na realidade, que os lactentes do sexo masculino t€ém bronquios de menor
calibre, facto relacionado com factores genéticos e hormonais (Stick 2000, Boezen
2004, Kelley 2005, Landau 2006, Lum 2006). A maturacdo funcional respiratéria ocorre
também de forma diversa nos dois sexos (Illi 2001, Borrego 2005, Mallol 2005,
Martinez 2005, Uekert 2006, Maclennan 2006, Piippo-Savolainen 2008).

As caracteristicas heterogéneas da populacdo que recorre ao servico de urgéncia onde
que o estudo foi efectuado, proporcionaram-lhe alguma variabilidade étnica, com a
inclusdo de criangas de raca negra e provenientes de etnias asidticas, cujo pequeno
nimero nio permitiu efectuar qualquer andlise de grupo. Como seria de esperar,

verificou-se predominio de criancas de raca branca.

Mais de 40% dos progenitores, neste estudo, ndo tinham completado nove anos de
escolaridade. Este aspecto poderd ser indicador das caréncias sdcio-econdémicas da

populacdo estudada (INE 2007).

Os agregados familiares eram, em regra, pequenos, verificando-se que mais de 70% das
criangas residiam com trés ou menos coabitantes. Esta é uma tendéncia social comum
aos paises europeus com baixa taxa de natalidade (INE 2007). A distribui¢do da idade
das mies foi sobreponivel 4 da populacio em geral. E de destacar uma percentagem de

7,9% de maes adolescentes e 17,1% de maes com idade superior a 35 anos. Estes
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valores tém vindo a aumentar nos ultimos anos na populacdo em geral e relacionam-se

com diversos factores sociais (INE 2007).

O ndmero de irmaos entre a amostra estudada foi compardvel com a populagdo em

geral, sendo de referir que 80% das familias tinham menos de trés filhos (INE 2007).

Mais de metade dos familiares das criancas estudadas (58,6%) admitiam fumar no
domicilio. Esta taxa € superior a referida nas estatisticas oficiais divulgadas para o
Continente (INE 2007 e DEPS 2007), que apontam para a incidéncia de consumo de
tabaco em 49,6% dos individuos de escaldao etdrio correspondente ao dos pais das
criangas estudadas. A metodologia de colheita de dados no presente estudo incluiu um

questiondrio semelhante ao usado pelo INE, o que valida os resultados obtidos.

Mais de metade das criangas (53,3%) com bronquiolite aguda tinham familiares directos
com diagndstico fundamentado de doenca atépica. Trata-se de uma percentagem
superior a da populacdo portuguesa, sendo de referir que a incidéncia de doenca atépica
tem vindo a aumentar nos ultimos anos Avaliadas isoladamente, a percentagem de pais,
maes ou irmdos com doenca atdpica é semelhante a referida por autores como Rosado-
Pinto (2003), Nunes (2005) ou Morais-Almeida (2007). Sera de admitir, nestas criancas,
a existéncia prévia de uma maior susceptibilidade a ocorréncia de sibilancia no decorrer

de uma infec¢do virica (Wright 2004, Eder 2006, Taussig 2008).

As percentagens de criancas com antecedentes de prematuridade (14,6%) e de baixo
peso ao nascer (11,6%) foram superiores a da populacdo em geral (de aproximadamente
6,5% em Portugal) (Martins 2002). Estes numeros poderdao traduzir maior
vulnerabilidade destas criancas ao envolvimento bronquiolar do decurso de uma
infec¢do viral, dadas as caracteristicas anatomofuncionais das vias aéreas, atrds

descritas.

A percentagem de maes que admitiram fumar durante a gravidez foi, neste estudo, de
27,7%, valor superior ao referido nas estatisticas oficiais referentes aos hdabitos
tabagicos nos cidaddos do sexo feminino, com idade compreendida entre os 15 e os 44
anos, residentes em Portugal Continental, que se situa nos 18% (INSA 2007). Esta

diferenca traduz, provavelmente, maior taxa de fumadoras na regidao de Lisboa e uma
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maior susceptibilidade a bronquiolite nas criangas filhas de maes fumadoras, como
referido por autores como Kullig (1999), Noakes (2003), Garciuiio (2003), Janson
(2004), Bradley (2005), Groner (2005), Le Soeuf (2006), Lannerd (2006), Phaybouth
(2006), Patenden (2006), Carroll (2007). Seria possivel estudar esta varidvel de forma
diferente, através da utilizacdo de outras metodologias. Trata-se de um tdépico de

interesse, a investigar no futuro.

Cerca de metade das criancas com idade superior a quatro meses frequentava o

infantério, valor sobreponivel ao da populacdo em geral (INE 2007).

Nao encontramos dados estatisticos relativos ao convivio dos lactentes portugueses com
animais domésticos. No entanto diversos autores, como Waser (2004), Romagnani
(2004), Gern (2005), Bloomfield (2006), Schaub (2006), Vercelli (2006) e Liu (2006),
tém relacionado esse convivio com a incidéncia de patologia atépica, quer pela
sensibilizacdo alérgica que condiciona, quer, por outro lado, pela protec¢do associada ao

maior contacto com endotoxinas, como € postulado na hipétese higiénica.

A qualidade do ar no domicilio, no que diz respeito as caracteristicas em termos de
composi¢cdo, temperatura e humidade relativa, pode estar relacionada com o tipo de
aquecimento doméstico. A utilizacdo habitual de algum sistema de aquecimento
(aquecedor a gés ou lareira) foi referida em cerca de um quarto dos casos estudados. O
pequeno ndmero de criangas em cada um destes subgrupos nao permitiu estudar esta

varidvel de forma mais aprofundada.

O quadro clinico de eczema atdpico foi referido em 15,8% dos lactentes, percentagem
inferior a relatada na regido de Lisboa (Rosado-Pinto 2003, Morais-Almeida 2007). No
entanto, os dados do presente estudo referem-se apenas ao diagndstico de eczema nos
dois primeiros anos de vida, ao passo que no estudo ISAAC se referem taxas de

incidéncia cumulativa ao longo de um periodo mais alargado.

A febre surgiu no decorrer do primeiro episédio de bronquiolite aguda em 38,2% dos
casos. Apesar de esta patologia ser, na maioria das vezes, de etiologia infecciosa,
nomeadamente virica, sabe-se que no que diz respeito a resposta ao VSR, o agente mais

frequente de bronquiolite aguda, esta frequentemente ndao cursa com febre. A
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etiopatogenia de tal fendmeno € ainda mal compreendida, podendo a apirexia ser
parcialmente explicada pela resposta imune a infeccio por VSR. Esta ocorre
preferencialmente a nivel das células epiteliais respiratérias, com escassa libertacdo de
moléculas pirogénicas, como referido por Hacking (2002), Boelen (2002), Aoyagi
(2003), Ogra (2004), Tripp (2005), Lindemans 2005, Stokes-Peebles (2005), Braciale
(2005), Becker (2006), Pinto (2006), Melendi (2007), Bennett (2007) ou Chung (2007).
Por outro lado, nalguns casos, o primeiro episodio de sibilancia pode ndo se relacionar
com etiologia infecciosa, ndo evoluindo, dessa forma, com a ocorréncia de febre. A

conjuncao destes factores explica, provavelmente, a elevada percentagem de doentes

sem febre no episddio de inclusdo no estudo.

O estudo da varidvel “gravidade da bronquiolite”, baseado na atribui¢do de um indice
semiquantitativo simples e reprodutivel, evidenciou que algumas criangas tiveram
formas extremamente graves ou muito ligeiras da doencga, classificando a maioria dos
casos em graus de gravidade intermédia. Tal circunstancia permitiu-nos um estudo

estatistico baseado na distribui¢do gaussiana.

Quanto a radiografia do térax predominaram os aspectos mais usuais nesta patologia,
resultantes da hiperinsuflacdo distal da arvore bronquica (Silverman 2001, Long 2002,
Leiria 2003, Smyth 2006, Taussig 2008). Alguns padrdes radiograficos foram descritos
como de tipo intersticial ou condensacao / atelectasia. Nao foi encontrada relagdo entre

estes diversos padrdes e a respectiva gravidade clinica.

A pesquisa de virus nas secrecdes nasais permitiu identificar o agente etioldgico em
dois tercos dos casos. Em mais de metade destes foi identificado VSR, como referido na
maioria dos estudos consultados. Encontrdmos outros agentes virais na propor¢ao
esperada (Long 2002, Flores 2004, Meats-Dennis 2005, Garofalo 2005, Chaves-Bueno
2006, Singh 2007, Mansbach 2008). Quanto as criangas com bronquiolite aguda em que
ndo foi possivel identificar agente etiol6gico, admitimos que, nalguns casos, a situa¢ao
se possa dever a outros agentes nao pesquisados (Metapneumovirus humano, Rinovirus,
Mycoplasma ou outro). Noutros casos, numa frequéncia que ndo nos foi possivel

objectivar, a hiperreactividade bronquica podera ter estado associada a outros factores.
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Nos doentes internados foram efectuados estudos dos diversos tipos de leucdcitos do
sangue periférico, ndo tendo sido evidenciadas alteracOes significativas na maioria dos
casos de bronquiolite. Desconhecemos se o estudo desta varidvel em todos os doentes
(n2o apenas os internados mas também os tratados em ambulatério) poderia conduzir a

conclusdes diversas.

O paradigma Th1/Th2 tem sido estudado na asma bronquica e nas doengas atépicas.
Diversos estudos t€ém permitido acumular argumentos a favor da chamada hipdtese
higiénica, que atribui o aumento de frequéncia de doengas alérgicas no mundo ocidental
a alteracdo do equilibrio entre as diversas citocinas favorecendo, nomeadamente, o
predominio Th2 (Openshaw 2000, Busse 2001, Shahid 2002, Bracken 2002, Fireman
2003, Kim 2003, Stokes-Peebles 2004, Wills-Karp 2004, Heaton 2005, Hayashi 2005,
Waser 2005, Friedlander 2005, Eder 2006, Zeldin 2006, Bloomfield 2006, Lemanske
2006, Truyen 2006, Ramsey 2007, Lee 2007). Por outro lado, nos paises em que se tem
verificado um aumento na prevaléncia de tal patologia, tem sido igualmente referido um
incremento paralelo de novos casos de doengas autoimunes (artrite reumatoide, diabetes
mellitus tipo 1, esclerose multipla, entre outras), situacdes associadas habitualmente a
um desequilibrio no sentido contrdrio (predominio Th1) (Christen 2005, Schaub 2006,
Vercelli 2006). Estes estudos sugerem interac¢cdes complexas, pelo que actualmente os
modelos defendidos para explicar as relagdes entre as vias imunitdrias de sentidos
opostos (Th1 versus Th2) se tornaram menos simplistas que os defendidos pela hipétese
higiénica inicial, incluindo actualmente sofisticadas vias de regulacio e

contrarregulacdo (Romagnagi 2004, Brown 2005, Bloomfield 2006, Liu 2006).

O material bioldgico colhido era relativamente fragil e sujeito a deterioragdao durante a
colheita, transporte, ou num dos madaltiplos passos do delicado procedimento
laboratorial. Apesar destes condicionalismos, foi possivel determinar a expressdo génica
das citocinas em 53,9% a 78,9% dos casos estudados, percentagens que consideramos

significativas. As diversas varidveis tiveram distribuicdo gaussiana.

No decorrer do seguimento em consulta, 50% do total das criangas foram classificadas
como sibilantes e as restantes como nao sibilantes, o que estd de acordo com o referido
por Leiria (2003), Silverman (2001), Long (2002), Taussig (2008) entre outros, quanto a

incidéncia da sibilancia recorrente na primeira infancia.
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As 76 criancas sibilantes foi aplicado, no final do seguimento, o IPA, de acordo com a
proposta de Castro-Rodriguéz e colaboradores (2006). O resultado (positivo em 48,7% e
negativo nos restantes) foi sobreponivel ao esperado, dada a prevaléncia de asma no
nosso pais (Videira 2006, Morais-Almeida 2007). Seria, pois, interessante reavaliar
estas criancas em estudos ulteriores, do ponto de vista da evolugdo para asma bronquica

e sensibilizacdo atépica ao longo dos anos.

A amostra de doentes seleccionada pareceu-nos, desta forma, representativa da
populacdo-alvo do estudo, com caracteristicas demograficas, epidemioldgicas, clinicas e

laboratoriais de acordo com o inicialmente previsto.
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DOS MODELOS UNIVARIADOS

Dos factores associados a evolu¢ao para sibilancia recorrente

Em relacdo ao estudo global da amostra, verificou-se maior probabilidade de evolucao
para sibilancia recorrente nos doentes que, no momento da bronquiolite inicial,
apresentaram as seguintes caracteristicas:
¢ [dade inferior
e Exposi¢ao a fumo de tabaco (antenatal ou pds-natal)
e Mae com doenca atopica
e Apirexia no primeiro episédio de bronquiolite
e Apresentagdo clinica inicial com maior gravidade ou com necessidade de
internamento hospitalar
e [solamento de virus respiratérios nas secrecdes nasais (predominantemente
VSR)
¢ Predominio da resposta imunitdria de tipo Th2 (traduzido por maior expressao

de IL-4) no subgrupo de lactentes com idade superior a seis meses.

Idade

Nas criangas que evoluiram para sibilancia recorrente verificou-se que o primeiro
episodio de bronquiolite ocorreu cerca de 3 meses antes das restantes, o que esta de
acordo com as observagdes de outros investigadores, como Gern (2004), Brouard
(2004), Henderson (2005), Nafstad (2005), Oh (2006), Ly (2006), You (2006), Graham
(2006), Lazzaro (2006), Lemanske (2006), Voets (2006), Ramsey (2007) ou Chung
(2007). Com efeito, as criangas mais pequenas t€ém capacidade imunitdria mais limitada
na resolugcdo de processo inflamatério bronquico persistente. Concomitantemente, a
arvore bronquica tem, nesse escaldo etario, menor calibre e maior elasticidade, aspectos
que poderdo predispor para sibildncia nos anos seguintes (Bracken 2002, Martinez

2002, Boezen 2004, Mallol 2005, Landau 2006, Loland 2006, Lum 2006, Lemanske
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2006, Maclennan 2006, Graham 2006, Prescott 2006, Reed 2006, Uekert 2006,
Stensballe 2006, Chung 2007, Cortés Alvarez 2007 e Piippo-Savolainen 2008).

Fumo de tabaco

O fumo de tabaco contribuiu para aumentar de forma significativa a probabilidade de
manutencdo de sibilancia recorrente apdés uma bronquiolite aguda. Este efeito foi
verificado nos doentes estudados, nos casos em que o tabaco fora consumido na vida
intrauterina - com um incremento de 2,5 vezes (IC95%: 1,2-5,2) - tal como referido por
Sherriff (2001), Prescott (2006), Pattenden (2006), Le Soeuf (2006) ou Horak (2007);
quer apds o0 nascimento - com um aumento de 2,0 vezes (IC95%: 1,1-3,9) - tal como
descrito por outros autores como Barrett (2002), Garciufio (2003), Janson (2004),
Bradley (2005), Morais-Almeida (2006), Landau (2006), Diaz-Sanchez (2006) ou
Felezsko (2006).

Tal associagao pode explicar-se pelo facto de o contacto com fumo de tabaco durante a
vida intrauterina perturbar directamente o desenvolvimento das vias aéreas e do
parénquima pulmonar (Lannerd 2006, Pattenden 2006, Carroll 2007, Prescott 2008),
havendo autores que demonstraram, igualmente, alteracdo das funcdes imunitdrias

locais (Noakes 2003, Felezsko 2006, Le Souef 2006, Prescott 2008).

Por outro lado, apdés o nascimento, o contacto com fumo de tabaco afecta
predominantemente a funcdo mucociliar e a imunidade local (Rumold 2001, Mitchell
2002, Janson 2004, Groner 2005, Bradley 2005, Diaz-Sanchez 2006, Pattenden 2006,
Phaybouth 2006, Horak 2007, Prescott 2008, Sadeghnejad 2008).

Como foi notado por Bacharier (2008), os programas governamentais que t€ém como
objectivo diminuir o consumo de tabaco em locais publicos poderdo contribuir para
aumentar o consumo de tabaco no domicilio, colocando, paradoxalmente, as criangas e

gravidas em maior risco de exposicao tabégica.

No presente estudo verificou-se risco acrescido de sibilancia recorrente ao longo dos
trés primeiros anos de vida, quer nas criancas expostas ao fumo de tabaco no decorrer

da vida intrauterina quer nas expostas apenas apos o0 nascimento. A este propdsito, cabe
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salientar que seria interessante quantificar tal factor de risco, nomeadamente quanto ao
nimero e tipo de cigarros fumados e a acumulagdo de constituintes do fumo de cigarro
no organismo das criangas, cuja determinagdo qualitativa e quantitativa é actualmente

exequivel.

Atopia materna
Nos filhos de maes atOpicas, verificou-se maior nimero de casos de sibilancia
recorrente apds a primeira bronquiolite - OR 2,1 (IC95%: 1,0-4,3). Nao encontrdmos

diferencas no que concerne a presenca de atopia no progenitor masculino ou nos irmaos.

Este achado podera traduzir, nalguns casos, uma primeira evidéncia do risco de asma
bronquica. Por defini¢do, no entanto, em nenhum dos lactentes por nds estudados se
demonstrou laboratorialmente, no decorrer do seguimento, qualquer sensibilizacdo

atépica.

A associag@o entre sibilancia precoce e atopia materna pode efectivamente indiciar a
participacdo de factores genéticos, que condicionariam alguma diversidade entre os
diversos mediadores implicados. Os diferentes fendtipos de sindroma sibilante da
infancia podem ser explicados parcialmente por esses factores (Bracken 2002; Hoffjan
2005; Bradley 2005; Graham, Videira 2006; Carroll, Ermers, 2007); contudo, este é um
aspecto que necessita de investigacdo mais alargada, a fim de compreender os
mecanismos envolvidos. O estudo destes doentes durante um periodo de tempo mais
prolongado poderia, nomeadamente, esclarecer se estas criangas se irdo ou nao tornar

asmaticos.

Febre
A febre no episdédio inaugural de sibilancia constituiu, no presente estudo, um factor
protector de sibilancia futura. Um primeiro episédio de bronquiolite em apirexia

aumentou em 4,6 vezes (IC95%: 1,6-6,3) o risco de sibilancia recorrente.

O facto de a infec¢do por VSR evoluir frequentemente sem febre pode contribuir para

explicar este facto (Long 2002, Hacking 2002, Smyth 2002, Legg 2003, Black 2003,
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McNamara 2004, Ogra 2004, Flores 2004, Psarras 2004, Lindemans 2005, Murray
2005, Garofalo 2005, Tripp 2005, Al-Shawwa 2006, Pickering 2006, Chavez-Bueno
2006, Oh 2006, Bennett 2007, Melendi 2007). A explicacdo para a auséncia de febre no
decorrer de uma infec¢do por VSR € complexa, podendo relacionar-se com a
circunstancia de a referida infeccdo afectar exclusivamente as células epiteliais
respiratérias, com formagdo de sincicios. Este fendmeno inibe ou atrasa o
reconhecimento da infec¢do pelo sistema imune do hospedeiro e, como tal, a producao
de interferdo e outros mediadores pirogénios (Piedimonte 2002, Hacking 2002, Black
2003, Spann 2004, Ogra 2004, Lindemans 2005, Openshaw 2005, Stokes-Peebles 2005,
Tripp 2005, Culley 2006, Bennett 2007).

Por outro lado, é possivel que, nalguns casos, o episddio inicial ndo tenha tido etiologia
infecciosa, decorrendo, como tal, sem febre associada. E, pois, licito especular que uma
bronquiolite que evolui sem febre possa constituir uma manifestacdo precoce de uma
doenca inflamatodria das vias aéreas de pequeno calibre, nomeadamente asma bronquica,
mesmo em doentes ndo sensibilizados do ponto de vista atépico. O seguimento destas
criangas por um periodo de tempo mais alargado, com a eventual repeticao de estudos
alergolégicos em idades mais tardias, poderd esclarecer a probabilidade de evolugdo

nesse sentido.

Gravidade do primeiro episodio

A gravidade do primeiro episddio de bronquiolite, avaliada de acordo com um indice
validado, mostrou associar-se de forma muito significativa, no modelo univariado, a
manutencdo de sibilancia recorrente nos primeiros trés anos de vida. Efectivamente,
cada ponto de incremento no indice de gravidade utilizado aumentou em 1,2 vezes

(IC95%: 1,1-1,3) o risco de crises de sibilancia nos meses subsequentes.

A conjugacao de uma avaliacdo clinica cuidadosa (frequéncia respiratdria, presenca e
grau de tiragem, alteracdes da auscultacdo pulmonar, estado geral e cor da pele) com a
avaliacdo da saturacdo transcutanea de oxigénio (disponivel em qualquer servico de
urgéncia) contribuiu para prever a evolucido da sibilancia das criangas nos primeiros
anos de vida. A importancia da gravidade de um primeiro episédio de bronquiolite

como factor preditivo de sibilancia recorrente subsequente tem sido valorizada por
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autores como Simdes (2003), Smyth (2002), Stokes-Peebles (2005), Bradley (2005), Al-
Shawwa (2006), Voets (2006) e outros, em cujos estudos se verificou associacdo da
maior gravidade inicial a alteracdes inflamatdérias mais marcadas e persistentes a nivel
da arvore bronquica. A recuperacdo anatémica, funcional e inflamatéria seria, neste
contexto, mais demorada, contribuindo para a persisténcia da sintomatologia durante

varios meses.

Virus

As criancas com evolugdo para sibilancia recorrente ou persistente foram aquelas em
que foram isolados com maior frequéncia, no episddio inicial, virus respiratérios. Esse
isolamento associou-se a um aumento de 3,4 vezes (IC95%: 1,6-7,1) da probabilidade de
evolucdo para sibilancia recorrente. Entre estes agentes, destacou-se o VSR com odds
ratio de 4,2 (IC95%: 2,1-8,5). Sabe-se que este € o agente viral que, depois do
Adenovirus, provoca alteragdes imunoldgicas e histologicas mais marcadas a nivel da
mucosa bronquica, de recuperacdo lenta e repercussdes clinicas a longo prazo mais
importantes (Hacking 2002, Copenhaver 2004, Braciale 2005, Chavez-Bueno 2006, Al-
Shawwa 2006, Bennett 2007).

A baixa incidéncia de Adenovirus, VI e VPI nos doentes estudados tornou impossivel
retirar eventuais ilacdes estatisticas em relacdo a esses agentes. Nesta perspectiva, a
pesquisa de diferencas entre os diversos agentes virais no que concerne a evolucao para
sibilancia recorrente legitima a realizacdo de estudos futuros, quer na d4rea da
investigacao clinica, quer na da investigacao bdésica.

E possivel que, nalguns doentes com resultado negativo quanto a pesquisa de virus
respiratorios, tivessem ocorrido infecgdes por outros agentes ndo pesquisados
(Metapneumovirus humano ou Rinovirus). Nao é facil identificar estes agentes na
pratica clinica actual, dado exigirem PCR ou isolamento em cultura celular. No entanto
sdo, habitualmente mais benignos quer na fase aguda quer como iniciadores de
sibilancia recorrente, conforme referido por autores como Hall (2001), van Woensel
(2003), Williams (2004), Laham (2004), Garofalo (2005), Weinberg (2006), Oh (2006),
Cheung (2007), Lazzaro (2007), Lee (2007), Desfrasnes (2007), Melendi (2007) ou
Ramsey (2007).
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Em suma, na presente investigacdo, o isolamento de virus respiratérios no decorrer da
primeira bronquiolite esteve associado a um aumento significativo do risco de sibilancia
recorrente nos meses subsequentes. Este achado € corroborado por outros autores, como
I11i (2001), Fonseca (2003), Korppi (2004), Garofalo (2004), Laham (2004), Friedlander
(2005), You (2006), Gern (2006) ou Graham (2006).

Citocinas da mucosa respiratoria

A expressdo das citocinas variou de forma estatisticamente ndo significativa entre os
dois grupos, legitimando a conclusdo de que a ocorréncia de sibilancia recorrente nao
depende de alteracdes imunoldgicas precoces que acompanham o primeiro episodio de
bronquiolite. Existirdo outros factores com maior importancia como, nomeadamente, a
predisposicdo genética, as alteragdes prévias da funcdo respiratoria, o calibre estreito
das vias aéreas e as caracteristicas do muco ou da mobilidade ciliar, conforme foi
referido por autores como Martinez (1995), Sigurs (2000), Silverman (2001), Wright
(2004), Stokes-Peebles (2005), Zeldin (2006) ou Singh (2007).

No grupo de criangas com idade superior a seis meses detectou-se, em andlise
univariada por escalao etdrio, uma tendéncia discreta mas significativa para maior
expressdo de IL-4. Este aspecto traduz predominio das citocinas Th2 nestas idades.
Admitimos, desta forma, que, apds 0s seis meses, as restantes causas atrds referidas se
mantém com significado, comecando entretanto a emergir determinados mecanismos

imunoloégicos locais que desviam a imunidade no sentido Th2.

A maior expressdo de IL-4 que encontrdmos nos doentes estudados foi anteriormente
referida por outros autores, em modelos animais (Boelen 2002, Stokes-Peebles 2005,
Phaybouth 2006, You 2006) ou em pacientes humanos. Estes dltimos basearam-se em
determinacgdes efectuadas no sangue periférico (Guerra 2004, Rebordao 2005, Heaton
2005, Guerrero 2005, Friedlander 2005, Pinto 2006, Ly 2007) ou no lavado
broncoalveolar (Krawiek 2001, Mobbs 2002, Kim 2003, McNamara 2004, Brown 2006,
Maclennan 2006) Esta metodologia, apesar de fornecer informacdo mais fidvel, € dificil
de aplicar na populacdo pedidtrica com as caracteristicas da que foi estudada,

designadamente por imperativos éticos. No presente estudo, a metodologia foi menos
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invasiva, sendo que os resultados obtidos reflectiram provavelmente alguns processos
imunolégicos comuns a todo o aparelho respiratério, considerando a sua globalidade
estrutural e metabdlica (Bont 2001, Till 2001, Kazachkov 2002, Smyth 2002, Gern
2002, de Waal 2003, Legg 2003, Joshi 2003, van Benten 2004, Garofalo 2004, Pitrez
2005, Midulla 2006). Estes aspectos merecem ser aprofundado em investigacoes

futuras.

Como o presente estudo foi iniciado no decorrer do primeiro episddio de sibilancia de
cada crianga, poderd admitir-se a possibilidade de esta orientagdo da imunidade local no
sentido Th2 existir previamente, estando condicionada por factores genéticos ou
ambientais, estando, até ai, latente (Copenhaven 2004, Hoffjan 2005, Brussee 2005,
Inacio 2006, Gern 2006, Becker 2006, Eder 2006, Bloomfield 2006, Ermers 2007,
Singh 2007).

Ao contrario do referido noutros estudos, nenhum dos seguintes parametros avaliados se
relacionou com a evolugdo para sibilancia recorrente: semana epidémica da infecc¢do
inicial, sexo, raca, classe social, nimero de coabitantes, idade da mae, nimero de
irmaos, atopia no pai ou irmaos, idade gestacional, peso ao nascer, aleitamento materno,
frequéncia de infantdrio, contacto com animais, tipo de aquecimento doméstico,
antecedentes pessoais de eczema atdOpico, aspecto da radiografia do térax ou

leucograma.

O sexo masculino é muitas vezes associado a lime mais estreito das vias aéreas (Stick
2000, Cifuentes 2003, Uekert 2006) e, consequentemente, risco mais elevado de
perpetuagdo de obstru¢do bronquiolar com significado clinico, apds uma agressao virica
da mucosa. Na série estudada verificimos, no momento da primeira bronquiolite, existir
predominio do sexo masculino na razao de 1,5:1 o que confirma a maior tendéncia, nos
rapazes, para que uma infec¢do por virus respiratérios curse com sibilancia (Cifuentes
2003, Silvestri 2004). No entanto, a repeticdo dos episddios de sibilancia nos meses
subsequentes foi sobreponivel em ambos os sexos. Este facto aponta para uma
atenuacgdo, ao longo do tempo, das diferencas estruturais e funcionais entre 0s sexos, 0
que contraria as observacgdes de Sherriff (2001), Landau (2006), Campo (2006) ou
Uekert (2006).
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Nao encontramos, igualmente, diferenca na evolugdo para sibilincia entre os grupos
étnicos. Trata-se de uma varidvel que pode associar, por sua vez, factores genéticos,
culturais e sécio-econémicos. Gold (1999), Klinnert (2001) e Bradley (2005), entre
outros, detectaram um maior risco de sibilancia apds bronquiolite em criangas de raca

negra, o que ndo se verificou no presente estudo.

As criangas provenientes de baixos estratos socio-econdmicos t€ém, de modo geral,
maior risco de doencas infecciosas e, eventualmente, menor acesso a cuidados de satde.
Assim, tal como observado por Gold (1999), Sherriff (2001), Mallol (2005) ou
Duramad (2006), os mesmos poderdo ter risco aumentado de recorréncia de sintomas
respiratorios. No presente estudo ndo verificimos diferengas entre os dois grupos, no

que concerne a esta variavel.

Da mesma forma, o nimero de coabitantes, o nimero de irmdos e a frequéncia de
infantario poderao contribuir para um maior nimero de crises de sibilancia, na medida
em que existe maior probabilidade de contacto com infec¢des respiratdrias, situacoes
que, num individuo susceptivel, cursam frequentemente com envolvimento das vias
aéreas de menor calibre. Pelo contririo, como defendido pela hipdtese higiénica, este
mesmo contacto com agentes infecciosos pode desviar a imunidade no sentido Th1 com
consequente diminui¢do dos fenémenos de reactividade bronquica (Ball 2000, Klinnert
2000, Sherriff 2001, Cifuentes 2003, Taussig 2003, Martinez 2005, Lemanske 2006,
Campo 20006).

Nenhuma destas varidveis mostrou, individualmente, ter significado no presente estudo
quer aumentando quer diminuindo a incidéncia de sibilancia recorrente apds
bronquiolite aguda. Admitimos, desta forma, que estes mecanismos se possam
equilibrar e anular mutuamente, ndao dispondo de dados para, numa crianca com
sibilancia transitéria do lactente, aconselhar a diminui¢do de convivio com outras

criangas ou, nomeadamente, a eviccao do infantario.

Brooks (2001) refere o baixo peso ao nascer e a prematuridade como importantes
factores de risco para sibilancia recorrente. As criancas com tais antecedentes teriam,

em comparagdo com os restantes do mesmo escaldo etdrio, diferenciacdo imunitéria
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menos estabelecida e calibre bronquico inferior, o que lhes proporcionaria maior
probabilidade de sintomatologia sibilante nos primeiros anos de vida. Essa relacdo nao
foi encontrada neste estudo, de cujo material, como se recorda, foram excluidos os
lactentes com idade gestacional inferior a 32 semanas ou peso de nascimento inferior a

1500 g, populagdes nas quais esses factores terdo maior importancia.

O aleitamento materno, pela sua capacidade imunomoduladora, € considerado um factor
de proteccdo de infec¢des respiratérias e de fendmenos de hiperreactividade bronquica
(Oddy 2002, Wills-Karp 2004, Kull 2005, Obihara 2005, Friedman 2005, Chantry 2006,
Paricio-Talayero 2006, Ermers 2006, Fredriksson 2007). Neste estudo a percentagem de
criancas amamentadas foi semelhante nos dois grupos (65,8% nos sibilantes e 59,2%
nos nao sibilantes), pelo que nao podemos considerar que seja um factor com influéncia

significativa sobre o aparecimento de sibilancia recorrente.

Segundo a hipétese higiénica, o convivio com animais domésticos diminuiria a
hiperreactividade bronquica, por se associar a estimulo da via Thl. Pelo contrério, em
individuos sensibilizados as faneras de animais, esse convivio poderia condicionar
maior incidéncia de manifestagdes clinicas (Gern 2004, Romagnani 2004, Waser 2005,
Bloomfield 2006, Vercelli 2006, Liu 2006, Shaub 2006). No presente estudo nao
detectdmos diferencas entre os dois grupos, pelo que nao obtivémos argumentos para

aconselhar ou desaconselhar o convivio com animais domésticos.

O eczema atépico tem sido referido como um importante factor de risco de sibilancia
recorrente (Kull 2005, Matsumoto 2005, Asher 2006, Morais-Almeida 2007). Esta é
uma manifestacdo precoce de atopia sendo que, muitas vezes, a “marcha alérgica” se
inicia por essa entidade nosoldgica. Admitimos que se trata de um factor de risco
importante de sibilancia de inicio tardio, conforme definido pelo grupo de Martinez
(1995), e ndo tanto da sibilancia recorrente transitoria do lactente, que investigdmos. No
presente estudo ndo foram encontradas diferengas entre os dois grupos (sibilantes ou

ndo sibilantes), no que diz respeito a prevaléncia de eczema atépico.

A bronquiolite aguda pode cursar com diferentes padrdes radiograficos do térax e
alteracdes do leucograma (Long 2002, Meats-Dennis 2003, Red Book 2006, Smyth
2006, Voets 2006, Chavez-Bueno 2006, Carroll 2007, Bennett 2007, Taussig 2008).
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Neste estudo nao foi possivel evidenciar quaisquer diferencas destas varidveis,

consoante a evolucdo subsequente dos doentes.

Em conclusdo, os resultados apresentados evidenciam que a sibilancia transitéria do
lactente constitui uma patologia multifactorial complexa, na qual interagem, além da
imunidade, fenémenos fisicos e de desenvolvimento, bem como influéncias genéticas e
ambientais. O paradigma Th1/Th2 poderd ter um papel subtil na fisiopatologia da
sibilancia transitoria do lactente, nos casos em que a sintomatologia surge apds os seis

meses de idade.
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Dos factores que influenciaram a expressao das citocinas nasais

Consideramos que uma das particularidades deste estudo foi a sua contribui¢iao para o
conhecimento do perfil das citocinas na mucosa nasal no decorrer de uma bronquiolite
aguda, aspecto ainda nao estudado de forma exaustiva por outros investigadores.
Procurdmos relacionar a expressdo desses mediadores com a evolucido ulterior das
criancas, no que diz respeito a ocorréncia de outros episodios de sibildncia nos

primeiros anos de vida.

As alteracdoes que verificimos foram, em geral, subtis, ndo tendo sido possivel
identificar, como tinhamos inicialmente postulado, subgrupos com caracteristicas bem
definidas nos quais fosse possivel demonstrar inversdo inequivoca do equilibrio
Th1/Th2. No entanto, detectimos diferencas com significado estatistico, que sao
discutidas de seguida e que sugerem algumas tendéncias bem definidas, a estudar mais

aprofundadamente no futuro.

As diferentes expressdes das citocinas a nivel das vias aéreas superiores estdo, com
maior probabilidade, relacionadas com condicionantes prévios de cada doente, de
natureza intrinseca (genética, imunidade, entre outros) ou extrinseca (tabaco, tipo de
virus, etc.). O estimulo agudo inerente ao episddio inicial de bronquiolite poderd

igualmente ter influenciado o perfil de citocinas nasais.

Procurdmos, dessa forma, obter uma visdo abrangente destes fendmenos estudando, por
técnicas de biologia molecular, a actividade de duas citocinas intervenientes nas vias

Th2 (IL-4 e IL-13) e de outras duas que participam nas vias Th1 (IL12 e IFN-Y).
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IL-4
A IL-4 € uma citocina cuja actividade aumenta em fenémenos imunolégicos de tipo Th2

(atopia ou hipersensibilidade), estimulando directamente a produgdo de IgE.

Encontramos, no presente estudo, uma unica diferenca com significado estatistico na
expressdo génica desta citocina: menor expressdo de IL-4 nas criancas em que foram

identificadas estirpes virais no episodio de bronquiolite inicial.

E possivel que esta inibicdo de IL-4 traduza, neste contexto, estimulacio relativa das
vias de tipo Thl, induzida pelo contacto com os virus. Autores como Mobbs (2002),
Legg (2003), Psarras (2004), Becker (2006), Culley (2006) e Prescott (2006), estudando
este parametro, encontraram resultados semelhantes, principalmente na infeccao por
VSR. Por outro lado, Jones (2001) e Aoyagi (2003), em modelos animais, ou Stokes-
Peebles (2005) e Melendi (2007), em doentes infectados por VSR, descreveram
alteracoes inversas, traduzidas por aumento de produgcdo de IL-4 e diminui¢do
concomitante de IFN-v, aspectos que correspondem inducdo das vias Th2. Tripp (2002),
de Waal (2003) e Neaville (2003) verificaram por seu lado, nos seus estudos,

estimulacdo simultanea de IL.-4 e IFN-y induzida por VSR.

A diversidade e aparente discordancia nos resultados atestam a complexidade das
respostas imunitdrias a0 VSR. Gern (2004) e Braciale (2005) explicam estas diferencas
pela resposta predominante do hospedeiro definida pela sua predisposi¢do genética: nos
casos em que a resposta se dirige contra a proteina virica F, o predominio € de tipo Thl;
quando a resposta € dirigida contra a proteina virica G, o predominio encontrado €, pelo

contrério, de tipo Th2.

Nao podemos, no entanto, excluir a possibilidade de esta alteracdo (défice relativo de
IL-4), existindo previamente, favorecer a infeccdo por virus respiratérios (Hoebee

2003).
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IL-13
A IL-13 tem comportamento semelhante a IL-4, tendo igualmente maior expressao nas

situagdes de predominio Th2.

Nos doentes estudados detectimos menor expressao de IL-13 nas criangas alimentadas
com leite materno, aspecto sugestivo de predominio Thl. Pelo contririo, encontrdmos
valores superiores superiores de IL-13 (predominio Th2) em criangas com linfocitose e

eosinofilia no decorrer do primeiro episédio de bronquiolite aguda.

A este propdsito, em relacdo ao factor “aleitamento materno”, parece-nos legitimo
especular que a diminuicdo de IL-13 em lactentes amamentados tenha precedido a
bronquiolite aguda inaugural, o que corresponde a um aspecto integrante da
imunomodulacdo promovida pelo aleitamento materno, conforme referido
anteriormente por autores como Friedman (2005), Obihara (2005), Duramad (2006) ou
Bryan (2007). Sabendo-se que o leite materno contribui para melhorar a imunidade em
relacdo as infeccdes respiratérias, admitimos que, nessas criangas, possa existir

previamente algum predominio relativo das vias Thl.

O valor quantitativo de linfécitos e eosindfilos no sangue periférico dos doentes
internados correlacionou-se positivamente com a expressao de IL-13 na mucosa nasal,
traduzindo, assim, um predominio Th2. Esta correlacdo estd de acordo com as fungdes
atribuidas a estas células a nivel da hiperreactividade bronquica (Reya 2001, Krawiek
2001, Barrett 2002, Elias 2003, Kim 2003, Morais-Almeida 2004, Matsumoto 2005,
Truyen 2006).

Admitimos, desta forma, que as alteracOes detectadas no sangue periférico nao
traduzem de forma fidvel as reac¢Oes imunitdrias que ocorrem nas mucosas, quer ho que
se refere aos glébulos brancos e suas populacdes quer, muito provavelmente, a outros

marcadores bioldgicos avaliados em laboratério.
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IL-12
A IL-12 ¢ uma citocina que integra as vias Thl, participando activamente no combate as

infecgoes virais.

Nesta investigacdo, a expressao génica de IL-12 foi mais elevada nas criangas que
frequentavam o infantdrio, bem como naquelas que tiveram linfocitose. Nestas situacdes
verificou-se predominio das vias Thl. Por outro lado, nas criancas sujeitas ao fumo de
tabaco no domicilio e naquelas cujas maes referiam escolaridade mais elevada

verificou-se menor expressao desta citocina, com consequente predominio Th2.

A frequéncia prévia de infantdrio aumentou a probabilidade de ocorréncia de contacto
com agentes virais, estimulando, desta forma, a via Th1. Este aspecto foi anteriormente
mencionado por, entre outros, Ball (2000), Stokes-Peebles (2004), Brouard (2004),
Friedlander (2005), de Meer (2005), Braciale (2005), Nafstad (2005), Martinez (2005),
Bloomfield (2006), Gern (2006), Eder (2006), Schaub (2006), Lemanske (2006),
Landau (2006), Morais-Almeida (2007), Cortés-Alvarez (2007) e Lee (2007).

A linfocitose correlacionou-se directamente com uma maior expressdo de IL-12. Ao
contrério do detectado na determinagdo do parametro anterior (IL-13), a relagdo parece
aqui ser inversa, com estimulo no sentido Th1. Na consulta bibliogréafica efectuada nao
conseguimos explicar inteiramente este fendmeno, que parece traduzir um
comportamento erratico dos linfécitos circulantes. Estes achados merecem, pois, ser

mais adequadamente esclarecidos em futuras investigacdes.

No presente estudo, encontrdmos menor expressdo de IL-12 (predominio Th2) nas
criancas expostas habitualmente ao fumo de tabaco, o que poderd traduzir um efeito
directo desse factor na modificacdo, ao longo do tempo, da imunidade local das vias
aéreas. Barrett (2002), Silvestri (2004), Phaybouth (2006) e Prescott (2006), entre
outros, tém estudado este assunto, com conclusdes semelhantes. O fumo de tabaco
poderd, nestes doentes, ter originado alteragdes a nivel da imunidade local das fossas
nasais no sentido da inibi¢do da via Thl, necessdria ao combate as infec¢des virais. Tal
efeito favorece, de forma indirecta, a via Th2, a que se associa a fenémenos de

hiperreactividade bronquica.
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Havera relacdo entre tais modificacdes € a maior probabilidade de sibilancia que
detectdmos nas criancas expostas ao fumo de tabaco? E dificil estabelecer, neste estudo,
uma relacao absoluta de causa-efeito, mas admitimos que possa, na realidade, constituir
uma via importante nesse sentido. Outros estudos poderdo contribuir para o

esclarecimento das questdes que levantamos.

A maior escolaridade materna teve efeito semelhante, contribuindo para um predominio
Th2. Tal variavel constitui um bom indicador de classe social elevada, associada a
maiores recursos econdémicos, maior acesso a conhecimentos, condi¢cdes de vida mais
higiénicas, menor nimero de coabitantes e acesso mais facil a cuidados médicos. As
criancas integradas em tal meio vivem num ambiente mais “limpo”, proprio de uma
sociedade ocidental desenvolvida, com menos contacto com infec¢des e endotoxinas, o
que condicionaria o predominio progressivo de uma imunidade de tipo Th2. Se assim
for, as alteracdes que detectimos poderiam estar estabelecidas nestas criancas mesmo
antes da ocorréncia da primeira bronquiolite aguda (Romagnani 2004, Bloomfield 2006,

Liu 2006, Schaub 2006, Vercelli 20006).



128

IFN-y
O IFN-y € a citocina mais representativa da via Thl, sendo produzida pelos linfécitos

Th1 e células natural killer.

Tal como no caso da citocina de fungdo andloga avaliada neste estudo (IL-12), a
expressdo de IFN-y foi mais elevada, correspondendo a um predominio das vias
imunitarias Thl, em criangas que contactavam com maior frequéncia com outras
criangas, principalmente no decorrer da frequéncia de infantdrio. Pelo contrario, a sua
expressao foi mais baixa, traduzindo predominio Th2, em lactentes sujeitos ao fumo de
tabaco no domicilio bem como nos que tiveram formas mais graves de bronquiolite

aguda, muitas vezes com necessidade de internamento hospitalar.

As duas primeiras associacdes (infantdrio e contacto com fumo de tabaco) foram
discutidas anteriormente (IL-12). Conclusdes semelhantes sdo apresentadas nos estudos
de Rumold (2001), Friedlander (2005), Phaybouth (2006), Le Soeuf (2006) ou Prescott
(2006), para além de outros.

A maior gravidade da bronquiolite aguda inicial, com necessidade de maior nimero de
internamentos hospitalares, terd ocorrido em lactentes que, por condicionantes
constitucionais ou ambientais teriam, previamente, actividade inferior de IFN-y. Sera
pois legitimo concluir que, no momento da bronquiolite aguda inaugural, aqueles
tinham menor capacidade de resposta imediata e eficaz contra as agressdes virais, o que
condicionaria expressao mais exuberante do quadro clinico (Truyen 2006, Al-Shawwa

2006).
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Salienta-se, por fim, que ndo encontrdmos diferencas significativas quanto ao
comportamento das vdrias citocinas quando relacionadas com os restantes parametros
avaliados. No entanto, parece-nos importante destacar os achados referentes aos
seguintes factores: idade, sexo, exposi¢do antenatal ao fumo de tabaco, contacto com

animais, atopia familiar, antecedentes pessoais de eczema e indice preditivo de asma.

Idade

O perfil das citocinas detectadas a superficie da mucosa nasal ndo se modificou com a
idade dos doentes estudados. No ambiente intrauterino sabe-se que predominam as
citocinas da via Th2, o que contribui para impedir que o embrido e o feto sejam
considerados como um aloenxerto (Lewis 2006). Esse perfil Th2 mantém-se no recém-
nascido, sendo gradualmente substituido ao longo da infancia por uma imunidade
predominantemente de tipo Thl, em funcdo do contacto repetido com agentes
infecciosos. Em criancgas excessivamente protegidas da influéncia do meio ambiente nas
quais coexista alguma tendéncia prévia, ndo se verificard este processo de inversao
fisiolégica, sendo favorecido o aparecimento de doencgas alérgicas (Romagnani 2004,

Bloomfield 2006, Liu 2006, Schaub 2006, Verceli 2006).

Essa modificagcao do perfil das diferentes citocinas em fun¢ao da idade nao foi evidente
nos nossos doentes, sendo legitimo especular que a evolucdo temporal da imunidade

local é multifactorial (Bloomfield 2006, Liu 2006, Schaub 2006, Verceli 2006).

Sexo

Uekert (2006), entre outros, admite diferencas entre os mecanismos imunitarios nos
rapazes € nas raparigas, mesmo antes da puberdade. Estes mecanismos poderdo
relacionar-se com factores genéticos precoces, que condicionariam uma maior
susceptibilidade dos lactentes do sexo masculino a algumas doengas infecciosas. A esse
respeito ndo detectdmos na amostra qualquer diferenca, pelo que admitimos que as
eventuais discrepancias existentes entre os sexos poderdo ser devidas a outros
mecanismos ndo imunes, como, por exemplo, os diferentes ritmos de desenvolvimento

anatémico, estrutural e funcional (Rosado-Pinto 2003, Boezen 2004 e Bacharier 2008).



130

Exposi¢do antenatal a fumo de tabaco

Autores como Bracken (2002), Noakes (2003), Schaub (2006), Prescott (2006),
Felezsko (2006), Le Soeuf (2006), Diaz-Sanchez (2006), Singh (2007) ou Piippo-
Savolainen (2008) admitem que o contacto antenatal com o fumo do tabaco poder4,
além da influéncia sobre o desenvolvimento anatémico e funcional do aparelho
respiratorio, ter repercussdes sobre a diferenciacdo imunoldgica das vias respiratdrias.

Tal ndo foi verificado na presente investigacao, no que respeita as vias estudadas.

Este topico merece, pois, ser avaliado de forma aprofundada, usando eventualmente

outras metodologias de investigacdo.

Contacto com animais

Os defensores da hipétese higiénica, como, entre outros, Romagnani (2004), Bloomfield
(2006) ou Liu (2006), admitem que uma convivéncia precoce e continuada com animais
domésticos levaria ao contacto com endotoxinas e agentes microbianos que
favoreceriam o desenvolvimento da imunidade de tipo Thl e, consequentemente, a
diminui¢do do risco de manifestacdes alérgicas subsequentes, nomeadamente as que

cursam com manifestacdes clinicas a nivel do aparelho respiratério.

Ao contrario do referido por Taussig (2003), de Meer (2005), Waser (2005), Campo
(2006) ou Duramad (2006), ndo foi possivel detectar quaisquer diferencas a nivel da
imunidade local, independentemente do contacto com animais domésticos. Nao

podemos retirar, portanto, ilacdes que confirmem ou infirmem estas hip6teses.

Atopia familiar

A presenca de atopia num elemento da familia nuclear constitui um dado anamnésico
importante na avaliacdo de uma crianga com sibilancia. Mesmo sem sensibiliza¢do
demonstrédvel, sabe-se que os filhos dos asméticos tém risco aumentado de episddios de
pieira recorrente (Gold 1999, Sherriff 2001, Fonseca 2003, Taussig 2003, Campo 2006,
Prescott 2006, Janssen 2007, Bacharier 2008). Diversos autores, como Bracken (2002),
Heaton (2005), Ermers (2006) e Stensballe (2006), atribuem essa susceptibilidade a
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diferentes respostas imunes a nivel das citocinas locais, que seriam geneticamente

determinadas.

A maior incidéncia de sibilancia recorrente nos filhos de maes atépicas foi também
observada neste estudo. Nao nos foi possivel, no entanto, associd-la aos dados
decorrentes do estudo da imunidade local: nas criangas estudadas, os perfis de expressao
dos genes das diferentes citocinas foram idénticos e independentemente dos
antecedentes familiares de atopia. Nesta perspectiva, afigura-se-nos pertinente estudar,

no futuro, outros mecanismos implicados nestes fenémenos.

Eczema at6pico

A presenca de eczema atdpico nos primeiros anos de vida, reconhecidamente uma das
manifestagdes iniciais da doenca alérgica, traduz alteracOes imunitdrias precoces
associadas a estimulagdo preferencial das vias Th2, como é o caso, nomeadamente da

sintese de IgE especifica para determinados alergénios (Rosado-Pinto 2003).

Nos lactentes estudados, e com a metodologia utilizada, ndo foram detectadas quaisquer
diferengas entre as criancas com € sem eczema, no que diz respeito a imunidade da
mucosa nasal. Assim, é-nos possivel admitir que eventuais alteracdes relacionadas com
respostas de tipo alérgico venham a surgir mais tardiamente nas vias respiratérias destes

individuos.

Indice preditivo de asma

Para avaliar, aos trés anos de idade, a probabilidade de progressao futura para asma
bronquica usdmos o Indice Preditivo de Asma (IPA), desenvolvido por Castro-
Rodriguéz e colaboradores (2006). Verificdmos que as criangas com IPA positivo, bem
como as que, pelo contrério, apresentavam indice negativo aos 3 anos, tinham tido, na
avaliacdo inicial, perfis sobreponiveis de expressdao génica de citocinas nasais. Nao nos
foi, assim, possivel detectar padrdes precoces na imunidade local com correlagdo com
esse indice preditivo da progressdo para asma bronquica. Para a prossecucdo desse

objectivo seriam, eventualmente, necessarios mais estudos.
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DO MODELO MULTIVARIADO

Dos factores associados a sibilancia recorrente

O modelo multivariado construido para avaliar o risco de sibilancia recorrente incluiu
todas as varidveis que foram consideradas significativas e independentes no modelo

univariado.

Foram, desta forma, confirmadas em geral as conclusdes anteriores. Os seguintes
parametros foram reconhecidos como estando associados ao aparecimento de sibilancia
recorrente apds uma primeira bronquiolite, legitimando a partir deste momento, a sua
classificacdo como factores de risco para essa situacio:

e [dade inferior na altura do primeiro episdio

¢ Episddio inicial com critérios de maior gravidade

¢ (Contacto com fumo de tabaco durante a gravidez e / ou no domicilio

e Mae com atopia

¢ [dentificac@o de virus no decurso do primeiro episédio de bronquiolite
Foi confirmado como factor protector:

® Presenca de febre

Assim, com base nos resultados do presente estudo, determindmos que o risco relativo
de aparecimento de sibilancia recorrente numa determinada crian¢a, no momento de um
primeiro episddio de bronquiolite, se quantificaria da seguinte forma:

a) idade inferior a seis meses (OR: 3,8 - IC95%: 1,8-9,1);

b) presenca de atopia materna (OR: 3,9 - 1C95%: 1,5-10,3);

¢) contacto passivo com fumo de tabaco (OR: 2,4 - IC95%: 1,0-5,8);

d) identificacdo de VSR (OR: 3,5 - IC95%: 1,4-8,7);

e) auséncia de febre (OR: 4,7 - IC95%: 1,8-11,8)

f) indice de gravidade mais elevado (OR: 1,2 - IC95%:1,1-1,4).
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A exposi¢ao ao fumo de tabaco e o excesso de contactos sociais com criangas pequenas
sdo, de todos estes factores de risco, os unicos evitaveis. Desta forma, o aconselhamento
por parte do clinico de alteragdes simples no estilo de vida das familias podera
contribuir para a diminuicao da prevaléncia de sibilancia recorrente nos primeiros anos
de vida (Ball 2000, Garciuno 2003, Cifuentes 2003, Silvestri 2004, Martinez 2005,
Friedlander 2005, Phaybouth 2006, Eder 2006, Landau 2006).
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Dos factores que influenciaram a expressao das citocinas nasais

O modelo multivariado que construimos para estudar o efeito de cada pardmetro sobre o
comportamento das diferentes citocinas permitiu classificar como factores de risco para
o predominio das vias Th2 ou Th1, os seguintes parametros:
e Factores associados a predominio Th2
Contacto com fumo de tabaco no domicilio
e Factores associados a predominio Thl
Exposicao quotidiana a outras criancas
Alimentagdo com leite materno

Isolamento de virus respiratdrios no primeiro episddio de bronquiolite

Contacto com fumo de tabaco no domicilio
A exposi¢cdo ao fumo de tabaco no domicilio determinou predominio Th2 em 2,3 vezes
(IC95%: 1,1-4,6), alteracdo condicionada principalmente pela diminui¢do de expressao

de IFN-Y.

Esta alteracdo imunitéria associada a exposi¢ao ao fumo do tabaco no domicilio poderd,
indirectamente, associar-se a hiperreactividade bronquica. Autores como Barrett (2002),
Silvestri (2004), Friedlander (2005), Phaybouth (2006) e Prescott (2006) tém referido
mecanismos semelhantes, quer em humanos, quer em animais de experiéncia ou
culturas celulares. Serd desejavel a realizacdo de mais estudos para um esclarecimento

mais completo e definitivo destas relagdes.

Contacto com outras criancas
Nas criangas expostas quotidianamente a outras (quer porque tivessem irmaos, quer nos
casos em que frequentassem o infantdrio), detectimos, no momento da bronquiolite

inicial, um predominio Th1 a nivel da imunidade nasal.
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A probabilidade de a imunidade local destas criangas se orientar preferencialmente no
sentido Th1 €, assim, de 3,1 vezes superior as ndo expostas (IC95%: 1,4-6,5). Este facto
poderd-se-4 dever a uma maior estimulacdo prévia (por virus ou endotoxinas) que
condicionaria uma resposta mais eficaz contra estas infec¢des. Os estudos de Stokes-
Peebles (2004), Friedlander (2005), de Meer (2005), Nafstad (2005), Martinez (2005),
Bloomfield (2006), Gern (2006), Eder (2006), Schaub (2006), Landau (2006), Cortés-
Alvarez (2007) ou Lee (2007) apontam igualmente neste sentido. Ball e colaboradores
(2000) demonstraram, inclusivamente, que estas criancas teriam, no futuro, um risco

inferior de evolugdo para asma e atopia.

Esta estimula¢do imunitéria das vias Th1l pelo contacto com outras criancas evidenciou
ter, nesta investigacdo, significado estatistico inquestiondvel. Estas observacgdes

merecem estudos mais aprofundados no futuro.

Leite materno

No grupo de criancas que beneficiaram de aleitamento materno exclusivo até aos trés
meses de idade verificdmos menor producdo de IL-13, o que correspondeu a um
predominio das vias Thl. Este achado, ja verificado no modelo univariado, manteve-se
com significado estatistico na anélise multivariada, ou seja, nas criangas alimentadas ao
peito verificou-se predominio imunitdrio de tipo Thl na ordem de 1,2 vezes (IC95%:
1,1-1,4) superior as restantes. Este aspecto poderd, em tais circunstancias, proporcionar
mais eficiéncia no combate as infecgdes virais (Oddy 2002, Wills-Karp 2004, Obihara
2005, Paricio-Telayero 2006, Chantry 2006).

No entanto ndo encontrdmos, nestas criangas, menor incidéncia subsequente de
sibilancia recorrente até a idade de 36 meses. Admitimos que o predominio Thl
associado ao aleitamento materno poderd, todavia, ter implicacdes mais tarde,
nomeadamente na protec¢do contra a asma e outras doencas atépicas nos anos
subsequentes. Os trabalhos de Oddy (2002), Wills-Karp (2004), Friedman (2005), Kull
(2005) ou Obihara (2005), entre outros, apontam nesse sentido, 0 que nos permite

admitir que esse aspecto merecerd maior investigacao no futuro.
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Virus respiratorios

No presente estudo, a identificacdo de virus respiratérios (nomeadamente VSR) no
episddio inicial aumentou em 4,0 vezes (IC95%: 1,3-11,9) a probabilidade de resposta
imune de tipo Thl. Este €, efectivamente, o perfil encontrado na maior parte das
infec¢des virais (Bont 2002, Hacking 2002, Legg 2003, Joshi 2003, Kim 2003, van
Woensel 2003, de Waal 2003, Copenhaver 2004, Garofalo 2004, Schauer 2004,
Romagnani 2004, McNamara 2004, Spann 2004, Teixeira 2005, Tryen 2006, Vercelli
2006, Culley 2006, Stern 2007, Lazzaro 2007, Sutton 2007, Bennett 2007).

Autores como Stokes-Peebles (2005), Henderson (2005), Midulla (2006), Prescott
(2006) ou Pinto (2006) descreveram, pelo contrario, que na infec¢do por VSR, se daria

uma estimulacao preferencial da via Th2, facto que nao detectdmos nesta investigacao.

Numa perspectiva mais abrangente, os estudos de Gern (2004), Psarras (2004), Tripp
(2005) ou Braciale (2005) sugerem a existéncia de subpopulacdes de VSR que
desencadeariam respostas imunes de sentidos opostos, conforme esta fosse determinada

pela proteina virica F (de tipo Th1) ou pela proteina G (de tipo Th2).

A infec¢do por VSR tem vindo a ser estudada de forma sistemdtica e ininterrupta desde
a identificacdo desse agente hd mais de 50 anos. E de referir, contudo, que o seu
comportamento bioldgico ndo € se encontra ainda completamente compreendido. Com
efeito, da interac¢do com o hospedeiro resultam respostas imunolégicas complexas, que
tém dificultado a investiga¢do e, nomeadamente, a sintese de vacinas (Becker 2006,

Braciale 2005, Pinto 2006, Stokes-Peebles 2005).

Os restantes factores associados a sibilancia recorrente no modelo univariado, como o
grau de escolaridade materna, a necessidade de internamento hospitalar, o nimero de
linfécitos e de eosindfilos, ndo mantiveram significado no modelo multivariado, pelo
que nao os considerdmos como tendo influéncia sobre o comportamento das citocinas a
nivel nasal. Os resultados obtidos neste estudo evidenciaram, em geral, diferencas muito

subtis que deverdo ser validadas em estudos subsequentes.
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Em suma, e integrando estes diferentes modelos, como estd representado graficamente
na figura 53, a recorréncia de sibilancia nos primeiros anos de vida ocorre
fundamentalmente em func¢do de factores que prejudiquem o desenvolvimento estrutural
ou funcional do aparelho respiratério ou diminuam o calibre das vias aéreas. Os factores
imunitdrios locais, nomeadamente o predominio Th2, poderdo ter algum papel em

lactentes que sofram um primeiro episddio de bronquiolite apés os 6 meses de idade.
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CONCLUSOES

Em obediéncia aos objectivos inicialmente estabelecidos para este estudo, sdo

apresentadas as suas principais conclusdes: primeiro, quanto aos factores de risco de

sibilancia recorrente apds bronquiolite aguda; de seguida, as respeitantes aos factores

que influenciaram a expressao génica das citocinas da mucosa local.

1.

Numa amostra de 152 criangas apds um primeiro episédio de bronquiolite aguda
verificou-se, em 76 casos (50%), sibilancia recorrente até aos trés anos de idade,
salientando-se que as caracteristicas demogréficas da amostra em andlise ndo foram
significativamente diferentes das da populacao-alvo.

A idade mais baixa do primeiro episddio de bronquiolite aguda associou-se a maior
probabilidade de recorréncia de sibilancia nos trés primeiros anos de vida.

A exposi¢do passiva ao fumo de tabaco (durante a vida intrauterina ou apds o
nascimento) constituiu um dos principais determinantes de sibilancia recorrente.

A presenca de antecedentes de atopia na mae foi mais frequente entre os lactentes
com pieira recorrente, mesmo na auséncia de sensibilizac¢ao alérgica demonstravel.
A gravidade do primeiro episddio de bronquiolite teve relagdo directa com a
recorréncia de sibilancia.

O primeiro episddio de bronquiolite aguda evoluiu mais frequentemente em apirexia
nas criangas que vieram a ter sibilancia recorrente.

Nos casos em que foram identificados virus respiratérios (sobretudo VSR) nas
secrecOes nasais verificou-se maior probabilidade de sibilancia recorrente nos anos
seguintes.

Apds a idade de seis meses, as criangas em que, no decorrer de um primeiro
episodio de bronquiolite foi possivel evidenciar predominio da imunidade nasal de
tipo Th2 (traduzido pela expressdo mais elevada de 1L-4) tiveram maior incidéncia

de sibilancia recorrente.
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9. O estudo do comportamento de quatro citocinas nasais (duas representativas da via
Thl e duas da via Th2) permitiu verificar diferencas ténues mas com significado
estatistico quantitativo, traduzidas nos seguintes achados:

9.1 O contacto com fumo de tabaco no domicilio foi o determinante mais
representativo do predominio Th2.

9.2 As criangas com irmdos ou que frequentaram o infantdrio apresentaram
predominio da imunidade de tipo Th1.

9.3 A alimentacdo exclusiva com leite materno até aos trés meses de idade
associou-se ao predominio da via Thl.

9.4 Da mesma forma, o isolamento de virus respiratorios no decorrer de um
primeiro episddio de bronquiolite aguda associou-se ao predominio da via
Thl.
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RECOMENDACOES E SUGESTOES

Os resultados deste estudo permitem considerar algumas recomendacdes clinicas em

relacdo a abordagem inicial e a0 acompanhamento subsequente de criangas apds um

primeiro episddio de bronquiolite aguda:

1.

Pensamos ser fundamental objectivar, na pratica clinica, a gravidade da
bronquiolite aguda, através da generalizagdo de um indice semelhante ao
utilizado neste estudo. Esse procedimento consideraria parametros clinicos
objectivos e padronizados, diminuindo o peso relativo da determinagdo isolada
de SpO2 no encaminhamento destas criancas.

A pesquisa sistemdtica de Ag viricos nas secre¢des nasais, num primeiro
episddio de bronquiolite aguda, seria importante uma vez que, além de
rendibilizar as medidas de isolamento iniciais, poderia contribuir para definir o
prognéstico a longo prazo. Ndo recomendamos, pelo contrdrio, a realizagdo
concomitante de outros exames complementares de diagndstico como
radiografia do térax ou leucograma.

Os resultados do presente estudo reforcam algumas recomendagdes clinicas
habituais em consultas de saude infantil, como o aleitamento materno, a
limita¢do de contactos sociais em lactentes com idade inferior a seis meses bem
como a evicgao tabdgica durante a gravidez e apds o nascimento.

O aprofudamento da investigacdo bésica nas dreas da virulogia e da imunologia
permitira, pela sintese de novos farmacos e vacinas eficazes, melhorar a prética

clinica e a qualidade de vida dos doentes.
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Por outro lado, este estudo sugere a prossecu¢do doutras linhas de investigagdo com

possiveis implicagdes na pratica clinica, e designadamente na melhoria da sua

qualidade, a saber:

1.

Efectuar estudos dirigidos para esclarecer os mecanismos pelos quais a atopia
materna influencia o estado de sibilancia recorrente precoce em criangas nao
sensibilizadas

Aprofundar estudos imunolégicos locais na populagdo com idade superior a seis
meses a fim de verificar, nomeadamente, se se confirma o predominio Th2
encontrado no presente estudo.

Validar o tipo de resposta a infeccdo por VSR encontrada neste estudo (Thl) que
contraria outros autores

Realizar estudos citoldégicos em material obtido da mucosa nasal, com o
objectivo de identificar a origem celulat das diversas citocinas identificadas
Estudar experimentalmente de modo controlado e aleatdrio, em cultura, animais
de experiéncia ou voluntarios, com o objectivo de avaliar a verdadeira influéncia
do fumo de tabaco sobre a imunidade local do aparelho respiratério

Esclarecer quais as populagdes celulares da mucosa nasal que se modificam por
influéncia do contacto com virus e endotoxinas

Quantificar a influéncia do fumo de tabaco sobre as criancas, tendo como base
doseamentos de cotinina em produtos biologicos

Reavaliar as criangas desta populacdo que tiveram indice preditivo de asma
positivo e correlacionar a sua evolucao clinica com os fendmenos observados

precocemente.
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RESUMO

Introducao: a bronquiolite aguda afecta 30 a 60% das criancas saudaveis até ao terceiro
aniversario. Destas, 50% evoluem para sibilancia recorrente, com consequéncias
pessoais, familiares e sociais relevantes.

Objectivos: identificacdo de parametros clinicos e laboratoriais associados a sibilancia
recorrente em criancas sauddveis. A deteccdo da actividade local de quatro citocinas
intervenientes nas vias imunoldgicas Thl ou Th2 permitiu, igualmente, o estudo do
respectivo comportamento em fun¢do dos referidos parametros.

Material e Métodos: estudo prospectivo de coorte, efectuado no servico de urgéncia
pediatrica do HSFX no Inverno 2004/2005. Recrutada amostra de conveniéncia de 188
lactentes de idade inferior a 24 meses e diagndstico de bronquiolite aguda. Excluidos
portadores de doenga crénica, ex-prematuros e os doentes sujeitos a corticoterapia nas
duas semanas anteriores. A todos foi feito questionario padronizado, exame clinico e
estratificacdo da gravidade através de indice validado. Na mucosa nasal, foram
pesquisados Ag viricos e estudada a expressio génica de quatro citocinas -
representativas da via Th1 (IFN-y e IL-12) ou Th2 (IL-4 e IL-13). Esta determinacdo foi
efectuada por RT-PCR, no Laboratério de Biologia Molecular do Centro de
Histocompatibilidade do Sul. Durante o seguimento, em consulta de pneumologia
pediatrica até a idade de 36 meses, foram excluidos os seguintes casos: patologia
anatomica ou funcional que justificasse sibilancia recorrente, valores totais de IgE
elevados, Phadiatop® positivo ou défice de IgG, IgA ou IgM. Os resultados foram
estudados por estatistica descritiva, andlise univariada e multivariada. Foi considerado
com significado estatistico, em todas as andlises, o valor de p < 0,05.

Resultados: das 188 criancas recrutadas, foram excluidas 36 (principalmente por
identificacdo de outras causas de sibilancia recorrente). Da amostra final de 152
doentes, 76 (50%) foram considerados sibilantes e 76 nao sibilantes. Os seguintes
parametros a entrada relacioram-se com a evolucdo para sibilancia recorrente: idade
inferior a 6 meses (OR: 3,8; 1C95% 1,8-9,1); exposicdo ao fumo de tabaco na vida
intrauterina (OR: 2,5; 1C95% 1,2-5,2) ou apds o nascimento (OR: 2,4; 1C95% 1,0-5,8);
atopia materna (OR: 4,0; I1C95% 1,5-10,3); maior gravidade (OR: 1,2; IC95% 1,1-1,4);
apirexia (OR: 4,7; IC95% 1,8-11,8); identificacdo de virus (OR: 3.,5; IC95% 1,4-8,7);
predominio imunitdrio de tipo Th2 em lactentes com idade superior a seis meses (OR:
1,3; IC95% 1,0-1,7). Verificou-se predominio Thl na mucosa nasal das criangas com
irmaos ou que frequentavam o infantario (OR: 3,1; IC95% 1,4-6,5); nas amamentadas
(OR: 1,2; IC95% 1,1-1,4) e naquelas em que se identificaram Ag viricos (OR: 4,0;
IC95% 1,3-11,9). O contacto com fumo de tabaco no domicilio foi o determinante mais
importante de predominio Th2 (OR: 2,3; 1C95% 1,1-4,7).

Discussao e Conclusoes: Foram considerados factores de risco para sibilancia
recorrente em lactentes sauddveis: idade inferior no momento do primeiro episddio de
bronquiolite; exposicdo passiva (antenatal ou pds-natal) ao fumo de tabaco;
antecedentes maternos de atopia; primeiro episédio com maior gravidade, sem febre e
com identificagdo de Ag viricos nas secrecdes nasais. Os resultados do presente estudo
reforcam as recomendacdes usuais de aleitamento materno, limitacdo de contactos
sociais em lactentes e evicgdo tabdgica durante a gravidez e apds o nascimento.
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ABSTRACT

Introduction: acute bronchiolitis affects 30 to 60% of healthy infants up to their third
anniversary. Of these, half have recurrent episodes of wheezing, with relevant personal,
familiar and social consequences.

Objectives: identify clinical and laboratory items associated with recurrent wheezing in
healthy children. Local activity of four cytokines was also detected, allowing detection
of Th1 or Th2 dominance and their behaviour according to same parameters.

Material and Methods: cohort prospective study, based in the Pediatric Emergency
Department of Sao Francisco Xavier Hospital during 2004/2005 winter. We gathered a
group of 188 infant aged less than 24 months and the diagnosis of acute bronchiolitis.
Exclusion criteria were: chronic disease, ex-preterm and patients who have received
corticotherapy in the previous two weeks. Every patient was submitted to standard
questionnaire, clinical exam and a severity classification according to a validated score.
Viral Ag and genetic expression of four cytokines were determined: two represented
Thl pathway (IFN-y and IL-12) and two represented Th2 pathway (IL-4 and IL-13).
This study was made by RT-PCR in the Molecular Biology Laboratory of the Centro de
Histocompatibilidade do Sul. Patients were subsequently followed in paediatric
pneumology consultation until they were 36 months old. Exclusion criteria at these
phase were: anatomical or functional disease that otherwise explained recurrent
wheezing; elevated total IgE, positive Phadiotop™, low levels of IgG, IgM and IgA.
Results were analyzed by descriptive statistics and univariate and multivariate models.
A p value less than 0.05 was considered statistically significant.

Results: 188 infants were admitted to the study. Of these, 36 were excluded, mainly
because additional causes of respiratory disease were diagnosed. In the final sample
(n=152), 76 (50%) were considered recurrent wheezing. The following items, detected
at inclusion date were found to be significantly associated with recurrent wheezing: age
lower than six months (OR=3.8; IC95%: 1.8-9.1); in-uterus (OR=2.5; IC95%: 1.2-5.2) or
postnatal (OR=2.4; 1C95%: 1.0-5.8) exposure to tobacco smoke; maternal history of
atopic disease (OR=4.0; 1C95%: 1.5-10.5); higher severity score (OR=1.2; 1C95%: 1.1-
1.4); absence of fever (OR=4.7; 1C95%: 1.8-11.8); identification of viral Ag in nasal
secretions (OR=3.5; 1C95%: 1.4-8); predominance of Th2 immune pathways in infants
younger than six months old (OR=3.8; IC95%: 1.8-9.1). We additionally studied the way
these different items influenced nasal immunity and found out that Thl immune
pathways were associated with existence of brothers or attendance to day-care centres
(OR=3.1; IC95%: 1.4-6.5); breastfeeding (OR=1.2; IC95%: 1.1-1.4); and identification of
viral Ag (OR=4.0; IC95%: 1.3-11.9). Exposure to tobacco smoke at home was
associated with Th2 predominance (OR=2.3; 1C95%: 1.1-4.7).

Discussion and Conclusions: the following items were considered risk factors for
recurrent wheezing in healthy infants: lower age at the first episode of acute
bronchiolitis; passive antenatal or postnatal exposure to tobacco smoke; maternal
history of atopic disease; higher score of severity, absence of fever and viral
identification during the first episode of bronchiolitis. Results from this study support
usual recommendations of breastfeeding, limitation of social contacts in infants and
tobacco avoidance during pregnancy and infancy.
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RESUMEN

Introduccién: La bronquiolitis aguda afecta al 30 — 60% de los nifios saludables hasta
el tercer afio. De éstas, 50% evolucionan para sibilancia recurrente, con consecuencias
personales, familiares y sociales relevantes.

Objetivos: Identificaciéon de parametros clinicos y de laboratorio asociados a la
sibilancia recurrente en nifios saludables. La deteccion de actividad local de cuatro
citoquinas que intervienen en las vias inmunoldgicas Th1 o Th2 permitid, igualmente, el
estudio del respectivo comportamiento en funcién de los referidos parametros.

Material y Método: Estudio prospectivo de cohorte, efectuado en el servicio de
urgencias pediatricas del (Hospital San Francisco Xavier) HSFX durante el invierno del
2004/2005. Reunida una muestra de conveniencia de 188 lactantes de edad inferior a 24
meses con diagndstico de bronquiolitis aguda. Fueron excluidos los portadores de
enfermedad crénica, ex-prematuros y los enfermos sujetos a corticoterapia en las dos
semanas anteriores. A todos se les fue realizado un cuestionario padronizado, examen
clinico y estratificacion de la gravedad a través de un indice validado. En la mucosa
nasal, se investigo la presencia de Ag viricos y estudiada la expresion genética de cuatro
citoquinas representativas de la via Thl (IFN-y e IL-12) o Th2 (IL-4 e IL-13). Esta
determinacion fue efectuada por RT-PCR, en el Laboratorio de Biologia Molecular del
Centro de Histocompatibilidad del Sur. Durante el seguimiento, en consulta de
neumologia pediatrica hasta la edad de 36 meses, fueron excluidos los siguientes casos:
patologia anatémica o funcional que justificase sibilancia recurrente, cifras totales de
IgE elevadas, Phadiatop® positivo o déficit de IgG, IgA o IgM. Los resultados fueron
estudiados por estadistica descriptiva, andlisis univariada y multivariada. Fue
considerado con significado estadistico, en todos los andlisis, el valor de p < 0,05.

Resultados: De los 188 nifios incluidos, fueron excluidos 36 (principalmente por
identificacion de otras causas de sibilancia recurrente). De la muestra final de 152
enfermos, 76 (50%) fueron considerados sibilantes y 76 no sibilantes. Los siguientes
parametros a la entrada se relacionan con la evolucién para sibilancia recurrente: edad
inferior a 6 meses (OR:3,8; IC95% 1,8-9,1); exposiciéon al humo de tabaco en la vida
intrauterina (OR:2,5; 1C95% 1,2-5,2);0 después del nacimiento (OR:2,4; 1C95% 1,0-
5,8); atopia materna (OR:4,0; IC95% 1,5-10,3); mayor gravedad (OR:1,2; IC95% 1,1-
1,4); apirexia (OR:4,7; 1C95% 1,8-11,8); identificaciéon del virus (OR:3,5; IC95% 1,4-
8,7); predominio inmunitario de tipo Th2 en lactantes con edad superior a seis meses
(OR:1,3; 1C95% 1,0-1,7). Se verificé predominio de Thl en la mucosa nasal de los
niflos hermanos o los que frecuentaban la guarderia (OR: 3,1; IC95% 1,4-6,5); en las
amamantadas (OR: 1,2; IC95% 1,1-1,4); y en aquellas que se identificaran AG viricos
(OR: 4,0; IC95% 1,3-11,9); EI contacto con el humo de tabaco en el domicilio fue el
determinante mas importante de predominio Th2 (OR: 2,3; IC95% 1,1-4,7);

Conclusiones: Fueron considerados factores re riesgo para sibilancia recurrente en
lactantes saludables: edad inferior en el momento del primer episodio de bronquiolitis;
exposicion pasiva (antenatal o postnatal) al humo de tabaco; antecedentes maternos de
atopia; primer episodio con mayor gravedad, sin fiebre y con identificaciéon de Ag
viricos en las secreciones nasales. Los resultados del presente estudio refuerzan las
recomendaciones usuales de lactacion materna, limitacién de contactos sociales en
lactantes y evitar fumar durante el embarazo y después del nacimiento.
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ANEXO 1
Questionario a entrada

FACTORES PREDITIVOS NA BRONQUIOLITE - INQUERITO N° |_| ||

PROCESSO N LI PP PP DATA LI/
NOME PP P P P P e e
PP P ez SEXO MLIF I RACAB LI N LI
DATA DE NASC I I/ ZEY ] IDADE I_| |_| meses

IDADE DA MAE |_| |_| anos
ESCOLARIDADE DA MAE |_| |_| anos

IDADE DO PAI |_| |_| anos
ESCOLARIDADE DO PAI |_| |_I| anos

CO-HABITANTES |_I I_I IRMAOS I_I || TABACO SLLIN I_I
ATOPIA PAI SLLIN I_I ATOPIA MAE SI_IN || ATOPIA IRMAOS SI_IN ||

ANIMAIS Casa |_| Infantario |_| AQUECIMENTO Lareira |_| Oleo |_| Outro

PESO AO NASCER LI _I'LII_l g ID GEST I_I I_I sem TABAGISMO MATERNO S|_IN

Il
INFANTARIO SI_I NI_| ECZEMA S LIN LI

LEITE MATERNO SL_INLI

PESO ACTUAL I_ILILIl g FEBRE S I_INL_I INFECCAO RESPIRATORIA SI_| NI_|
FREQ RESP I_Il_| cpm SIBILOS: Insp I_I| Exp |_I Dois tempos |_| Siléncio I_I ~ SATO: L_Il_l %

SCORE DE GRAVIDADE |_I ||

INTERNAMENTO S |_IN |_|

RADIOGRAFIA TORAX PA
Condensagdo |_| Padrdo intersticial || Atelectasial_| Hiperinsuflacio |_|

Outro

PESQUISA DE VIRUS Neg |_IRSVI_| Adeno I_| Influenza |_| Parainluenza |_| Outro |_|
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ANEXO 2

Protocolo de tratamento da bronquiolite aguda (Servico de pediatria do HSFX)

Nidade < 2 amao

2" epinielin de dificuldside respiratiria
Inbein siiblés de slmtomas respiraiirios
Infecghn respirntérin slia
& Febre. coriza
Infeogho respirniérin baixa

* Tasse, pleira

Froquincis Recpiratiria

Frequincia Cardinca
Simais de Dificwldade Respiratiria

- Tirngem, adejo vasal
Awmscultagke Pulmosar

#*  Fervores. sibilos, ronces, T TE

Grun de hidraisgio

Temperatura
Complicagtes

OMA. prcumcnin

o franscutinen de O
Radiogralia de lirax se:

®  Mia hi melboria clinics

o Doenga grave

*  Suspeita de outro diagnistico

Hemograma e PR se:

= Suspeiia de imfecgle becicriens

| Pesiiiisa de virus nas seerecies - no doenie s intormar

1. LIGEIRA
FR = 50 cpm
Sat O; = 95%
Dificuldade respiratdria ligeira
Sem factores de risco
Sem dificuldade na alimentagio

Sem preocupagdes sociais

BRONQUIOLITE AGUDA

 Oxigémin para mamter Sat O; = 95% (em intersamentol
| * Hidratagio |
| = Aspiragio de scereghes

| * Cabcorira elevads

* Heleiches fracdionadas
Broncadilaiadores:

= Acressol com sdrenaling

mbikg - man. Smi) com 2-3 al de 5F
Imal} com 2-3 ml e BF

= Acrsssol com salbuizmaol (S mi ke dose — mix,

5 INDICACOES PARA INTERNAMENTO

Sa1 0F < 92% em ar ambieate

Frequincia resplestéria = T ebelos min

Dificuldade respirstiria maderada-grave

Apmeii

Mhifeuldade na alimentsgko

Factares de risco — pre-jerma, dede < 3 meses, doenga enrdiso congé

., doeng

| respirnstris eroaics, Imumde Restmein

Preseupaghes de cardetee scial

B
B American Academy of Pediairics Subeommiviee on Dingnosis mad Management of
Bromcasalitls, Clinical Practice Gndeline, Pedutncs 2006, 1 18041 774-93

seschulabivs: In-Patsent Focus. Pediatr Clin M Am 53 (2005) 1047-1057

Bronguiokite. Actualidade o Pedintrin 2006

, Mad. Priica Clinica

Agiores: Dra Rila Montsina, T, Padig
Kovembe,

-
LI IE

BRONQUIOLITE AGUDA

2. MODERADA
FR 50-T0 cpm FR > 70 cpm

Sat 0, 92-95% Sat O = 92%

Dificuldade respiratéria ligeira-moderada
Sem factores de risco
Sem dificuldade na alimentagio

Sem preocupagdes sociais

Diliculdade respiratoria moderada-grave
Apneia
Factores de risco
Dificuldade na alimentagio
Ar doentetoxico

Preocupagdes de cardcter social

Alta
Informar sobre sinais de agravamento
Terapéutica de suporte
Aerossol com SF (2-3 ml) 8/8h (3-5 dias)
{Aerossol com salbutamol se prova terapéutica

positiva na bronquiolite moderada)

Reavaliacio pelo médico assislente

Avaliacio seriada de dificuldade respiratoria, Sat
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Anexo 3:

Questionario de seguimento em consulta dos doentes com sibildncia recorrente.
Em simultaneo, foi feita a exclusao de outras causas de sibilancia recorrente.

Nos doentes avaliados telefonicamente, o exame objectivo foi omitido e as outras causas foram

excluidas conforme informacao fornecida aos pais pelos médicos assitentes

Anamnese

1.

XN A DD

9.

Episddios de tosse, pieira, “gatinhos”

Exacerbacoes de dificuldade respiratdria

Respiracdo ruidosa, tosse emetizante

Dificuldades na alimentagao associada aos sintomas respiratorios

Relato de tiragem ou adejo nasal

Aumento da frequéncia respiratéria

Necessidade de terapéutica com broncodilatadores

Desencadeantes especificos (contacto com tabaco, animais, humidade, fungos, ar
frio, infeccOes respiratdrias, riso)

Perturbacdao do ritmo do sono pelos sintomas respiratérios (tosse nocturna,
despertares, episodios de apneia)

10. Sintomas nasais (obstruc¢ao nasal, rinorreia, prurido, esternutos)

Exame objectivo

AW

Eczema atdpico ou pele xerética

Conjuntivite alérgica

Obstrucao nasal persistente, saudacgdo alérgica
Sinais de dificuldade respiratéria

Temp expiratorio prolongado, roncos, sibilos
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Anexo 4: Consentimento informado e informacao complementar fornecida aos pais
no momento do recrutamento para o estudo

CONSENTIMENTO INFORMADO

O seu bebé tem, neste momento, uma bronquiolite aguda.

Esta doenga, caracterizada por tosse, pieira e falta de ar é, muitas vezes, uma episé6dio isolado
provocado por um virus. No entanto, alguns bebés voltam a ter epis6dios semelhantes nos
meses seguintes, com necessidade de cuidados médicos frequentes.

Com o objectivo de avaliar alguns factores de risco desta doenga, nomeadamente para tentar
compreender porque é que algumas criangas tém crises frequentes de falta de ar e outras ndo,
elaboramos um estudo no qual gostariamos de incluir todos os bebés com bronquiolite aguda
que sdo atendidos neste servigo de urgéncia.

Tentdmos que o incémodo para as criangas e familias fosse minimo. No entanto, solicitamos a
vossa colaboragdo para:
* Responder a um curto inquérito
=  Colher um pouco de sangue para andlises
*  Colher uma zaragatoa nasal para andlises
= Seguir a crianga em consulta de Pneumologia Infantil até aos terceiro aniverséario
(aproximadamente uma consulta de 3 em 3 meses)

A sua colaboragdo, que muito agradecemos, é fundamental para a realizagdo deste estudo, que
podera ter beneficios para o seu filho e nos ajudar a compreender a evolugdo destas doengas.

Para qualquer esclarecimento, contactar o investigador principal Dr Pedro Flores (Pediatra)
através dos ns 938 284 232 ou 213 000 424.

Fui informado(a) e concordo com a colaboracéo na realizacdo do estudo “Indicadores preditivos

do risco de sibilancia recorrente ap6s uma bronquiolite”

Lisboa__ /_/

O progenitor ou tutor da crianca
Nome Rubrica
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Anexo 5: Parecer da Comissio de Etica do HSFX

HOSPITAL DE
S. FRANCISCO XAVIER, S.A.

P “i Ministéric da Saude
|

HSFX, 28 de Setembro de 2004

De: Comissdo de Etica
Para: Dr. Pedro Flores

Assunto: Trabalho prospectivo “Indicadores preditives do risco de sibildncia recorrente
apds uma bronquiclite”

Informo V.Exa. que a Comissdo Etica em reunido no diz 27/09/04, aprovou a realizacdo

do trabalho acima referido, no dmbito da sua tese de doutoramento,

Com os melhores cumprimentos,

o &
—
Dr,Ca/réN
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ANEXO 6: Avaliacao, por analise univariada, da relacao entre os diversos
parametros e a evolucio para sibilincia recorrente

PARAMETRO AVALIADO

NAO

SIBILANTE p
SIBILANTE
Semana do 1° episédio (mean rank) 73,4 79,6 0,379
Idade (dias) Média + desvio-padrao 151 £ 105 250 =166 <0,001
Sexo % (M) 60,5 59,2 0,869
Raca % (Branca) 86,8 84,2 0,645
Escolaridade da mae (mediana) 12 12 0,709
Escolaridade do pai (mediana) 10 11 0,816
NP° de coabitantes (mean rank) 85,0 68,0 0,082
Idade da mde 289+5,6 28,5+6,1 0,823
Irmaos (mediana) 1 1 0,359
Tabagismo passivo % Sim 67,1 50,0 0,032
Atopia na mae % Sim 40,5 24,3 0,035
Atopia no pai % Sim 23,3 24,7 0,568
Atopia nos irmdos % Sim 27,1 26,6 0,979
Atopia num familiar % Sim 57,9 48,7 0,255
Idade gestacional Média + desvio-padrdo 38,0+24 38,5+ 1,8 0,492
Peso ao nascer (g) Média + desvio-padrio 3082 + 619 3202 £ 515 0,196
Exposicao de tabaco antenatal % Sim 36,5 18,9 0,017
Aleitamento materno % Sim 65,8 59,2 0,402
Infantario % Sim 58,5 50,0 0,398
Exposi¢do a outras criangas % Sim 42,1 55,3 0,105
Animais % Sim 27,6 23,7 0,577
Aquecimento % Sim 23,7 21,1 0,697
Eczema % Sim 14,5 17,1 0,656
Peso Actual (g) Média + desvio-padrao 6579 + 2328 7837 + 2402 0,001
Febre % Sim 25,0 51,3 0,001
Indice de gravidade (Média + desvio-padrao) 8,7+4,0 6,7 +3,5 0,001
Internamento % Sim 48,7 32,9 0,048
Radiografia do térax (hiperinsuf: interst: condens / atelectasia) 40,6:42,2:17,2 39,1:47,8:13,0 0,729
Virus respiratorios % positivos 78,3 51,4 0,001
VSR % positivos 69,6 35,1 <0,001
Leucocitos (mean rank) 29,7 34,1 0,355
Neutroéfilos 28,5 35,9 0,116
Linfécitos 33,2 29,0 0,374
Eosinéfilos 33,8 28,1 0,216
Interleucina 4 média + desvio-padrdo 27,137 + 3,596 26,506 + 4,849 0,500
Interleucina 13 média + desvio-padrdo 23,451 + 3,597 23,601 + 3,434 0,830
Interleucina 12 média + desvio-padrdo 19,406 + 4,159 20,181 + 3,223 0,259
Interferfio Y média + desvio-padrdo 20,559 + 4,919 20,753 £3,416 0,806
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ANEXO 7: Avaliacao, por analise univariada, do comportamento de IL-4.

PARAMETRO AVALIADO

Sim | Nzo p
Idade (coef de correlacdo) 0,034 0,761
Sexo M (Média + Desvio-padrio) 26,893 + 4,303 26,582 +4,502 0,754
Raca branca 26,805 + 4,334 26,497 + 4,774 0,835
Escolaridade da mae 0,028 0,804
Escolaridade do pai 0,062 0,583
N° de coabitantes (R?) 0,000 0,327
Idade da mae 0,023 0,834
Irmdos (R?) -0,015 0,568
Tabagismo passivo 26,234 + 4,820 27,449 + 3,642 0,198
Atopia na mae 27,053 +4,326 26,635 + 4,408 0,689
Atopia no pai 26,338 +4,496 26,972 +4,372 0,573
Atopia nos irmaos 25,573 + 3,463 27,599 +3,612 0,110
Atopia num familiar 26,644 + 4,182 26,917 +4,621 0,780
Idade gestacional (coef de correlagdo) -0,201 0,058
Peso ao nascer (coef de correlagco) -0,184 0,099
Exposi¢do de tabaco antenatal 25,691 + 4,842 27,213 +£4,106 0,151
Aleitamento materno 27,177 +4,249 25,885 +4,548 0,214
Infantario 27,340 + 3,548 26,447 +5,460 0,462
Exposi¢d@o a outras criangas 27,130 +3,329 26,848 + 5,040 0,509
Animais 26,575 +5,053 26,830 + 4,155 0,822
Aquecimento 26,523 +4,912 26,810 +4,296 0,835
Eczema 26,500 + 5,078 26,813 +4,264 0,820
Peso Actual (coef de correlacdo) -0,008 0,945
Febre 26,511 +4,294 | 26,959 + 4,444 0,647
Indice de gravidade (coef de correlacdo) -0,116 0,301
Internamento 26,476 + 4,462 | 26,974 + 4,321 0,614
Radiografia do térax (hiperins: inters: cond / atel) 27,4+33:266+4,7:253+5,1 0,315
Virus respiratdrios 27,695 + 3,476 | 24,238 + 5,496 0,001
Leucdcitos 0,005 0,977
Neutrofilos 0,185 0,295
Linfécitos -0,314 0,070
Eosinofilos 0,004 0,984
Indice preditivo de asma 27,443 +3,123 26,865 + 4,040 0,642
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ANEXO 8: Avaliacao, por analise univariada, do comportamento de IL-13.

PARAMETRO AVALIADO

Sim | Nio

P
Idade (coef de correlacdo) 0,084 0,394
Sexo M (Média + Desvio-padrio) 23,505 + 3,741 23,578 +3,143 0,917
Racga % (Branca : Outra) 23,497 3,514 23,853 + 3,428 0,751
Escolaridade da mae 0,125 0,207
Escolaridade do pai 0,037 0,714
N° de coabitantes (R?) 0,022 0,073
Idade da mae 0,092 0,354
Irmdos (R?) -0,009 0,772
Tabagismo passivo 23,461 + 3,609 23,636 + 3,361 0,802
Atopia na mae 24,141 + 3,100 23,240 + 3,650 0,218
Atopia no pai 23,687 + 3,347 23,506 + 3,559 0,814
Atopia nos irmaos 22,659 + 2,973 24,084 + 3,256 0,161
Atopia num familiar 23,752 + 3,127 23,261 3,919 0,479
Idade gestacional (coef de correlagdo) -0,112 0,258
Peso ao nascer (coef de correlagco) -0,151 0,126
Exposi¢do de tabaco antenatal 23,267 + 3,585 23,629 + 3,475 0,645
Aleitamento materno 24,017 £+ 3,799 22,731 +£2,766 0,049
Infantario 23,429 +2,653 24,009 + 4,044 0,470
Exposi¢d@o a outras criangas 23,408 + 2,864 23,468 + 3,989 0,729
Animais 23,708 + 3,654 23,477 £3,457 0,772
Aquecimento 22,503 + 3,250 23,781 +3,519 0,142
Eczema 24,136 + 3,757 26,813 + 3,451 0,456
Peso actual (coef de correlacdo) 0,043 0,665
Febre 23,502 + 3,633 | 23,558 +3,417 0,936
Indice de gravidade (coef de correlacdo) -0,019 0,849
Internamento 23,679 + 3,268 | 23,438 + 3,656 0,731
Radiografia do térax (hiperins: inters: cond / atel) 234+32:235+3,8:239+3,7 0,925
Virus respiratérios 23,692 + 3,615 | 23,182 £ 2,220 0,494
Leucdcitos -0,223 0,156
Neutrofilos 0,170 0,281
Linfocitos -0,452 0,003
Eosinofilos -0,320 0,039
Indice preditivo de asma 23,026 + 3,494 23,841 £3,719 0,448
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ANEXO 9: Avaliacao, por analise univariada, do comportamento de IL-12.

PARAMETRO AVALIADO Sim Niao p
Idade (coef de correlacdo) 0,116 0,208
Sexo M (Média + Desvio-padrio) 19,789 + 3,734 19,833 +3,713 0,949
Racga % (Branca : Outra) 19,893 + 3,420 19,313 £ 5,150 0,543
Escolaridade da mae (R?) 0,192 0,038
Escolaridade do pai 0,026 0,784
N° de coabitantes (R?) 0,016 0,087
Idade da mae 0,082 0,373
Irmdos (R?) -0,007 0,726
Tabagismo passivo 20,630 + 3,659 18,729 + 3,526 0,005
Atopia na mie 19,908 + 3,703 19,812 + 3,729 0,896
Atopia no pai 19,689 + 3,360 19,980 + 3,783 0,703
Atopia nos irmaos 19,677 + 3,480 19,980 + 4,082 0,784
Atopia num familiar 19,919 + 3,503 19,674 + 3,969 0,720
Idade gestacional (coef de correlagdo) 0,079 0,391
Peso ao nascer (coef de correlagco) -0,013 0,889
Exposi¢do de tabaco antenatal 20,136 + 3,795 19,691 + 3,694 0,763
Aleitamento materno 20,070 + 3,853 19,367 + 3,455 0,317
Infantario 18,891 + 2,831 21,107 + 3,711 0,003
Exposi¢d@o a outras criangas 19,252 + 3,549 20,308 + 3,808 0,120
Animais 20,641 + 3,304 19,552 + 3,805 0,175
Aquecimento 19,103 + 3,691 19,991 £ 3,712 0,289
Eczema 19,183 +4,371 19,909 + 3,603 0,457
Peso Actual (coef de correlacdo) 0,074 0,423
Febre 19,850 + 3,661 | 19,776 + 3,769 0,915
Indice de gravidade (coef de correlacdo) 0,031 0,735
Internamento 20,011 + 3,505 | 19,665 + 3,863 0,618
Radiografia do térax (hiperins: inters: cond / atel) 19.9+3,1:19,9+4,3:20,3+3,6 0,936
Virus respiratérios 19,831 £ 3,514 | 19,970 £ 4,071 0,851
Leucdcitos -0,367 0,009
Neutroéfilos 0,108 0,459
Linfocitos -0,427 0,002
Eosinéfilos -0,100 0,493
Indice preditivo de asma 18,775+ 3,779 19,995 + 4,452 0,265
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ANEXO 10: Avaliacio, por analise univariada, do comportamento de IFN-y.

PARAMETRO AVALIADO Sim | Nzo p
Idade (coef de correlagdo) -0,104 0,259
Sexo M (Média * Desvio-padrao) 20,863 + 4,155 20,379 + 4,195 0,535
Raca % (Branca : Outra) 20,567 + 4,056 21,204 + 4,787 0,552
Escolaridade da mée 0,129 0,166
Escolaridade do pai 0,006 0,949
N° de coabitantes (R?) 0,005 0213
Idade da mae 0,160 0,082
Irméos (R?) -0,008 0,839
Tabagismo passivo 21,646 + 4,315 19,351 + 3,583 0,003
Atopia na mie 20,228 +4,018 20,899 + 4,235 0,414
Atopia no pai 20,391 + 3,578 20,858 +4,254 0,587
Atopia nos irmaos 19,685 + 4,603 21,195 +4,288 0,228
Atopia num familiar 20,299 + 3,798 19,674 + 3,969 0,304
Idade gestacional (coef de correlagdo) 0,110 0,235
Peso ao nascer (coef de correlagdo) -0,136 0,141
Exposicdo de tabaco antenatal 20,543 + 4,818 20,746 + 3,947 0,818
Aleitamento materno 20,901 + 4,443 20,273 + 3,665 0,406
Infantario 19,341 + 3,256 21,095 +4,371 0,042
Exposicio a outras criancas 19,475 + 3,801 21,755 + 4,206 0,002
Animais 21,308 + 3,635 20,465 + 4,309 0,310
Aquecimento 20,651 + 3,793 20,667 + 4,268 0,986
Eczema 20,170 + 3,834 20,751 +£4,228 0,565
Peso Actual (coef de correlagdo) -0,133 0,149
Febre 20,901 + 4,222 | 20,503 £4,141 0,610
Indice de gravidade (coef de correlagdo) 0,038 0,680
Internamento 21,651 + 4,074 | 19,996 + 4,113 0,033
Radiografia do térax (hiperins: inters: cond / atel) 21,3+4,0:20,5+4,3:20,6+4,2 0,565
Virus respiratorios 20,847 + 4,357 | 20,581 + 3,553 0,749
Leucécitos -0,326 0,064
Neutroéfilos -0,117 0,429
Linfocitos -0,295 0,052
Eosinéfilos -0,155 0,294
Indice preditivo de asma 19,543+3,957 | 21,405+5,520 0,152




