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Eosindfilos e proteina cationica eosinofilica
em bronquiolite viral aguda.
Eosinophil counts and eosinophil cationic protein in acute viral bronchiolitis.

Helena Miiller', Gilberto B Fischer’, Rejane M Oravec®, Beatriz von Poser”.

RESUMO

Introdugao: A bronquiolite viral aguda é uma doenca freqliente na infancia. Tem sido estudado o papel de marcadores
imunoldgicos e inflamatérios como determinantes da sua gravidade. O objetivo deste estudo foi determinar a contagem
de eosinofilos no sangue periférico e a concentragédo sérica de proteina catidnica eosinofilica em pacientes internados com
bronquiolite viral aguda e comparar com diferentes graus de gravidade. Metodologia: A contagem de eosinéfilos e a con-
centracdo da proteina catidnica eosinofilica foram determinadas em lactentes menores de 1 ano, hospitalizados com quadro
clinico de bronquiolite. Foram realizadas comparacées do nimero de eosinofilos e da concentracdo de proteina catiodnica,
de acordo com gravidade, sexo e faixa etéria. Foram utilizados como critérios de gravidade a saturacdo em ar ambiente e
a prevaléncia de ventilagdo mecanica. Resultados: Foram estudados 58 pacientes, com idade média de 2 meses. Dezen-
ove pacientes foram classificados como graves, de acordo com a saturacdo da hemoglobina, inferior a 90%. Sete pacientes
necessitaram ventilacdo mecanica (12%). A contagem de eosinoéfilos variou de 0 a 1104, com mediana de 100. O nimero
de eosindfilos foi significativamente menor nos pacientes com saturagdo mais baixa (p<0.05). A concentracdo da proteina
cationica eosinofilica variou de 2 a 114 pg/litro, com mediana em 6 pg/l. Nao houve correlacdo com a saturacdo. Conclusao:
Houve associa¢ao entre baixo numero de eosinéfilos e gravidade da bronquiolite medida pela satHb. Estudos adicionais sao
necessarios para elucidar melhor o papel de eosinéfilos e seus derivados na determinagédo da gravidade da bronquiolite.

Descritores: bronquiolite, eosinéfilos, proteina catiénica eosinofilica.

ABSTRACT

Introduction: The aim of the present study is to determine peripheral blood eosinophil counts and eosinophil cationic pro-
tein (ECP) serum concentration in hospitalized patients with acute viral bronchiolitis and to compare with different degrees
of severity. Methodology: Peripheral blood eosinophil counts and eosinophil cationic protein serum concentration was
performed on infants under 12 months of age who were hospitalized presenting acute viral bronchiolitis. Associations of
eosinophil counts and ECP concentration among groups of patients were performed according to severity, gender and age.
Severity was defined by haemoglobin saturation in room air and prevalence of mechanical ventilation. Results: Fifty-eight
patients were studied. The mean age was 2 months. Nineteen patients were classified as severe according to haemoglo-
bin saturation, lower than 90%. Seven patients needed mechanical ventilation (12%). Eosinophil counts ranged from 0 to
1104 and the median value was 100. Eosinophil counts were lower in patients with lower saturation (p<0.05). Patients who
needed mechanical ventilation also showed lower eosinophil counts. ECP serum concentration ranged from 2 to 114 ug/I
and the median value was 6 ng/I. ECP was not associated with neither saturation nor mechanical ventilation. Conclusion: A
correlation was found between eosinophil counts and severity measured by haemoglobin saturation. There was no correla-
tion between ECP and severity. Additional studies are necessary to better explain the role of eosinophils and its proteins to
determine the severity of bronchiolitis.
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INTRODUCAO

Bronquiolite viral aguda (BVA) é uma doenca in-
flamatdria de origem viral que causa obstrucdo de
vias aéreas inferiores em criancas, especialmente no
primeiro ano de vida. E uma causa freqliente de hos-
pitalizacdes durante os meses de inverno.'? Entre 1 e
2 % dos lactentes sdo hospitalizados, no primeiro ano
de vida, devido a bronquiolite3*°> O agente etioldgico
mais freqliente é o virus respiratério sincicial (VRS), iso-
lado em 70 a 80% dos casos de bronquiolite, ocorrendo
em menor freqiiéncia outros virus, como parainfluen-
za, influenza e adenovirus."® A presenca do rinovirus e
do metapneumovirus humano tem sido identificada
recentemente na etiologia da BVA, aparecendo como
segundo e terceiro agentes etioldgicos em alguns es-
tudos.”®? A identificacdo destes virus é realizada atra-
vés de reacao de cadeia de polimerase (PCR), e ainda
nao faz parte da rotina na maioria dos servicos. A maio-
ria dos estudos realizados em bronquiolite, tanto com
relacdo a evolucéo clinica como com relagao a fisiopa-
tologia, sdo centrados na doenca causada pelo VRS.

A maioria dos lactentes acometidos apresenta
uma doenc¢a com sinais de obstrucdo leve das vias
aéreas inferiores, sem necessidade de hospitalizacao,
mas alguns pacientes apresentam sinais de dificuldade
ventilatéria grave, que pode evoluir para insuficiéncia
respiratdria e necessidade de ventilagdo mecanica. Os
principais fatores de risco para doenca grave sdo ida-
de menor que 3 meses, prematuridade, presenca de
doencas crbnicas, como cardiopatias, fibrose cistica
e displasia broncopulmonar, e imunodeficiéncias.”'°
E freqliente a ocorréncia de episédios posteriores de
sibilancia, muitas vezes com necessidade de reinterna-
¢ao, e alguns pacientes desenvolvem quadro de asma
brénquica no futuro.2461

Varios mecanismos imunoldgicos e de resposta
inflamatodria tém sido investigados na patogénese da
sibilancia e das seqlielas a longo prazo da bronquiolite.
Os mecanismos responsdveis pela sintomatologia desta
infeccdo viral, bem como a intensidade da resposta do
hospedeiro, ainda ndo estdo esclarecidos. Alguns estu-
dos tém pesquisado o papel dos eosindfilos e da prote-
ina catidnica eosinofilica (PCE), com resultados contro-
versos. A PCE é uma proteina citotoxica liberada pelos
eosindfilos ativados na presenca de reacao inflamatdria.
Os principais estudos sobre seus efeitos tém sido re-
alizados em asma brénquica, mostrando que a PCE é
capaz de destruir a mucosa bronquica e produzir hiper-
reatividade.'?'*'*> Também foi demonstrado que a PCE
esta associada com gravidade na asma, com aumento
de seus niveis séricos e no lavado broncoalveolar, nas
exacerbacdes da doenca." Garofalo e colaboradores de-
monstraram presenca de PCE na secrecao nasofaringea
de pacientes com bronquiolite pelo virus respiratério
sincicial. Também observaram correlagcdo da PCE com
hipoxemia, na fase aguda da doenca, sugerindo uma
possivel associacdo da PCE com a gravidade da bron-

quiolite.’® Os mesmos autores demostraram, também,
aumento de PCE sérica em lactentes com bronquiolite."”
Por outro lado, Smyth e colaboradores ndo observaram
diferenca nos niveis séricos de PCE entre lactentes com
infeccdo pelo virus respiratorio sincicial e controles.”
Outro estudo demonstrou que lactentes com bronquio-
lite que apresentavam valores mais altos de PCE sérica
também apresentavam maior risco de sibilancia recor-
rente, num seguimento de 5 anos."

O objetivo do presente estudo é determinar a
contagem de eosindfilos no sangue periférico e a con-
centracgao sérica de proteina catidnica eosinofilica em
pacientes internados com bronquiolite viral aguda e
comparar com diferentes graus de gravidade.

METODOLOGIA

Foi realizado um estudo transversal com pacien-
tes internados no Hospital da Crianga Santo Antonio,
com diagnostico de bronquiolite viral aguda, durante
os meses de inverno (junho a agosto), com os seguin-
tes critérios de inclusdo: idade entre 0 e 11 meses e 29
dias, quadro clinico de bronquiolite com até 5 dias de
evolucdo, freqliéncia respiratéria maior ou igual a 60
movimentos por minuto, ou saturagao transcutanea
de oxigénio da hemoglobina menor do que 95% em
ar ambiente. O diagndstico de bronquiolite foi emba-
sado em critérios clinicos: lactentes, com primeiro epi-
sédio de doenca respiratéria caracterizado por tosse,
taquipnéia, sinais de dificuldade respiratdria, sibilos e/
ou estertores crepitantes, apds um periodo prodrémi-
co de 2 a 4 dias, com sinais de infeccao de vias aéreas
superiores. Foram excluidos pacientes com histéria
prévia de doenca respiratéria de vias aéreas inferiores,
pneumopatia crénica e com relato de uso de corticos-
terdides nas ultimas 72 horas. Os pacientes eram sele-
cionados no momento da internacdo no hospital. Era
realizada entrevista com o familiar responsavel e ava-
liacdo clinica, nas primeiras 12 horas de internacao, por
um dos médicos da equipe de pesquisa. A avaliacdo
clinica constava de exame fisico, com registro de sinais
vitais, presenca de tiragem, sibilos e estertores crepi-
tantes a ausculta pulmonar e saturacao de oxigénio da
hemoglobina em ar ambiente. Era realizada colheita
de sangue para realizacdo de hemograma, conforme
rotina de atendimento, e reservada uma amostra para
dosagem de PCE. O material era centrifugado e o soro
conservado em temperatura de -80°C, até a realizacao
do exame, conforme instru¢des do fabricante do kit de
dosagem. A dosagem da PCE foi realizada através de
imunoensaio enzimatico com fluorescéncia, com kit do
Laboratério Pharmacia & Upjohn. Colheita de secrecdo
nasofaringea para pesquisa de virus respiratdrios faz
parte da rotina de atendimento do Hospital e foi solici-
tada em todos os pacientes. A gravidade dos pacientes
foi avaliada através da medida da saturacdo da hemo-
globina em ar ambiente, no momento da admissao, e
da prevaléncia de ventilacdo mecanica.
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Foi solicitada autorizacdo dos responsaveis para
inclusdo dos pacientes no estudo, através de um termo
de consentimento informado, e houve aprovacao do
projeto pela Comissao Cientifica e Etica do hospital.

A andlise estatistica foi realizada através de teste
de Mann-Whitney, para comparacdo das varidveis, e
correlacdo de Spearman, para avaliar associacoes. Foi
considerado a (alfa) critico de 5%, para significancia
estatistica.

RESULTADOS

Durante o periodo do estudo, internaram-se, no
Hospital da Crianca Santo Antonio, 70 pacientes com
quadro clinico de BVA que preencheram os critérios de
inclusdo. Doze pacientes foram excluidos, pois nao fo-
ram colhidas as amostras de sangue para o estudo no
momento da colheita dos exames de rotina e, por razdes
éticas, ndo foi colhido sangue especialmente para o es-
tudo. A amostra constituiu-se, entdo, de 58 pacientes.
Trinta e dois pacientes (55%) eram do sexo masculino, a
idade variou de 0 a 10 meses, com média de 2 meses e
mediana de 1 més. Setenta e seis por cento dos pacien-
tes tinham até 2 meses de idade. A tabela 1 mostra os
principais achados clinicos na admissdo dos pacientes.
Os pacientes foram divididos em 2 grupos, de acordo
com a saturacdo: bronquiolite grave (satHb < 90%) e
bronquiolite moderada (satHb > 90%). Trés pacientes,
nos quais nao foi aferida a satHb em ar ambiente porque
foram imediatamente intubados na chegada a sala de
Emergéncia, foram incluidos no grupo da bronquiolite
grave. A tabela 2 mostra a distribuicdo dos pacientes de
acordo com a gravidade. Sete pacientes necessitaram
ventilacdo mecanica, o que resultou numa prevaléncia
de 12%. O tempo de permanéncia no hospital variou de
2 a 30 dias, com mediana de 8 dias.

Tabela 1 - Freqtiéncia dos principais achados clinicos

Sinal clinico N %
FR>ou=60 33 57
satHb<95 46 79
tiragem subcostal 53 91
tiragem intercostal 26 45
tiragem supraclavicular 31 53
sibilos ins/expiratoérios 39 67
estertores crepitantes 53 91

Tabela 2 - Gravidade dos pacientes conforme a satHb

N %
Bronquiolite grave 19 33
Bronquiolite moderada 39 67
Total 58 100

Foi realizada pesquisa virologica em 48 pacientes.
Em 30 pacientes (62%), foi identificado o virus respira-
torio sincicial; nos demais 18 pacientes, o resultado foi
negativo.
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A figura 1 mostra a distribuicdo da contagem de
eosinofilos sangiiineos na amostra estudada. Houve
variacdo de 0 a 1104 eosindfilos, com média de 170 e
mediana de 100. O numero de eosindfilos foi signifi-
cativamente menor no grupo de pacientes com bron-
quiolite grave (mediana 0), em relacdo ao grupo com
bronquiolite moderada (mediana 129), conforme ilus-
tra a figura 2 (p = 0,004). Os pacientes que foram sub-
metidos a ventilacdo mecanica apresentaram também
menor contagem de eosinoéfilos, em relagdo aos que
nao necessitaram de ventilacdo, mas a diferenca nao
foi estatisticamente significativa (p = 0,248).

N oW

00 1000 2000 W00 4000 300 600 VOO 800 900 10000 11000
Eosindfilos

Figura 1 - Distribuicdo do nimero de eosinéfilos no sangue periférico
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Figuro 2 - Distribuicdo de eosinéfilos conforme gravidade de acordo
com satHb

Nao houve diferenca na contagem de eosindfilos
entre pacientes com virus positivo (mediana = 89) e
negativo (mediana = 95).

A concentracdo sérica de PCE variou de 2 a 114
ng/L, com média = 13,9 e mediana = 6 pg/L. A figura
3 mostra a distribuicdo dos niveis de PCE. Nao houve
diferenca nas concentracdes de PCE entre os grupos
grave e moderado (tabela 3), nem correlacdo de PCE
com saturacdo da hemoglobina. Néo foi observada



Miiler H, Fischer GB, Oravec RM et al . Eosindfilos e proteina catidnica em bronquiolite

correlacdo entre niveis de PCE e contagem de eosinéfi-
los (figura 4). Também ndo houve diferenca na concen-
tracao sérica de PCE entre pacientes com virus positivo
e negativo.
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Figura 3 - Distribuicdo das concentracdes séricas de PCE
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Tabela 3 - Concentracdes de PCE conforme a gravidade
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Bronquiolite grave 6,6
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Figura 4 - Correlagao entre PCE e eosindfilos

DISCUSSAO

Este estudo foi planejado para investigar o com-
portamento dos eosinéfilos sangiiineos e da PCE sé-
rica em pacientes com BVA. Esta doenca apresenta-se
com diferentes graus de gravidade, sendo a forma leve
a mais comum, sem necessidade de hospitalizacdo. A
indicacdo de internacdo hospitalar baseia-se em aspec-
tos clinicos, tais como taquipnéia, disfuncdo ventilato-
ria e, principalmente, necessidade de oxigenoterapia,
avaliada através de gasometria arterial ou da medida
da satHb."® Como o estudo foi realizado em pacientes

hospitalizados, decidiu-se restringir a amostra aos que
tinham indicag¢des clinicas de internagdo, como taquip-
néia e/ou diminuicdo da satHb, pois, algumas vezes, a
indicagdo pode estar relacionada a outras causas, como
fatores sociais. O critério utilizado para o diagnéstico de
bronquiolite foi essencialmente clinico, e eram inclui-
dos no estudo somente os lactentes que apresentavam
quadro de primeiro episédio de doenca respiratéria
inferior, com até cinco dias de evolucdo, que ocorreu
apo6s prodromos de infeccao de vias aéreas superiores.
Outros estudos na literatura também aceitam o diag-
noéstico somente clinico, com critérios bem definidos,
para BVA.*1%2° Uma limitacdo do presente estudo foi a
exclusao de 12 pacientes (17% da amostra), devido ao
fato de néo ter sido colhida amostra de sangue para
dosagem de PCE. Por razbes éticas, nao foi realizada co-
Iheita de sangue somente para o estudo.

A avaliacéo clinica dos pacientes era realizada
dentro das primeiras 12 horas de internacdo, com ob-
jetivo de avaliar a gravidade em momento préximo a
admissdao dos pacientes. Foi escolhida a afericdo da
satHb, através da oximetria de pulso em ar ambien-
te, como critério para avaliacdo da gravidade da BVA.
A hipoxemia, resultado de altera¢cdes na relacao ven-
tilacdo-perfusdo, é a principal conseqiiéncia da BVA,
sendo um indicador de gravidade. Nao hé na literatura
nenhum escore clinico totalmente aceito para avalia-
¢do de gravidade em BVA. Vérios autores ja utilizaram
a satHb para avaliacdo da gravidade em pacientes com
bronquiolite.?’?>* Neste estudo, optou-se por dividir
0s pacientes em categorias, conforme De Boeck: satHb
<90%, e >90%.2* Considerando o critério de satHb me-
nor que 90%, 19 pacientes (33%) apresentaram bron-
quiolite grave. Em um estudo multicéntrico, realizado
no Canad4, que avaliou fatores de risco na admissao
de pacientes com bronquiolite e/ou pneumonia por
VRS, foi observado que satHb menor que 90% esteve
associado com maior tempo de hospitalizacdo e maior
prevaléncia de internacdo em UTl e de ventilacdo me-
canica.”? Green e colaboradores também consideraram
satHb menor que 90% como critério para hipoxemia
e gravidade, sendo seus achados semelhantes aos do
presente estudo, com 37% de casos graves.”'

Observou-se, no nosso estudo, que a contagem
de eosinodfilos no sangue periférico mostrou-se dimi-
nuida na maioria dos pacientes, conforme ocorre ge-
ralmente em infeccbes agudas bacterianas e virais que
suprimem o numero de eosindfilos sangiineos.'’4%
Estudos prévios mostraram que um grupo de pacientes
com bronquiolite ndo apresenta esta supressao no nu-
mero de eosinodfilos, e no seguimento destes pacientes
foi observado maior risco de episodios futuros de sibi-
lancia.?*?% O questionamento deste achado é se estes
lactentes ja teriam alguma alteragdo imunoldgica, de-
terminando eosinofilia e sibilancia durante a infeccdo
viral, sendo esta mesma alteracdo responsavel pelo
desenvolvimento de asma posteriormente. Nos dois
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estudos relatados,?2® os lactentes que apresentaram
eosinopenia durante o episédio de bronquiolite ndo
apresentaram episodios tardios de sibilancia. Nenhum
destes estudos relacionou numero de eosinéfilos com
gravidade da bronquiolite. No estudo de Fischer, em
lactentes com bronquiolite, em Porto Alegre, a con-
tagem de eosindfilos no sangue periférico mostrou
um expressivo numero de pacientes com auséncia de
eosindfilos (60%). Somente 5% apresentava eosinofilia
acima de 400. Contudo, nao foi encontrada associacao
com gravidade.? No presente estudo, entretanto, houve
uma diferenca estatisticamente significativa no niume-
ro de eosinodfilos em relacdo a gravidade dos pacien-
tes, avaliada através da saturacdo da hemoglobina. O
grupo de pacientes com menor saturacado apresentou
menor contagem de eosinofilos. Também os pacientes
que evoluiram para ventilagdo mecanica apresentaram
menor nimero de eosindfilos. Um estudo recente de
Lindemans e colaboradores,? realizado na Holanda, in-
vestigou a ativacdo dos eosinéfilos no sangue periféri-
co, através de marcadores celulares, em pacientes com
infeccdo pelo VRS. Foi demonstrada a expressao destes
marcadores celulares, confirmando a ativacdo dos eo-
sindfilos nos pacientes estudados, apesar de ndo haver
eosinofilia. Os autores concluem que deve haver um
envolvimento dos eosinéfilos na fisiopatologia da bron-
quiolite, e que o nimero diminuido no sangue periféri-
co esteja relacionado a sua migracdo para os pulmdes
durante o processo inflamatorio. Observaram, também,
que a ativacdo dos eosinoéfilos foi menos intensa nos pa-
cientes mais graves, o que pode estar relacionado aos
nossos achados de eosinopenia mais acentuada asso-
ciada a gravidade. Estes achados podem ser explicados
pela maior migracdo dos eosinoéfilos para os pulmoes,
durante episédios mais graves de bronquiolite, mas
também pode-se especular que fatores imunoldgicos
relacionados com a eosinopenia possam estar associa-
dos com outros que determinam a gravidade.

Em relacao a PCE, os resultados encontrados mos-
tram ampla variacdo. Segundo a literatura, a média em
adultos e criancgas sauddveis é de 4 a 6 ug/L.2* A me-
diana encontrada no presente estudo situa-se dentro
da faixa da normalidade, apesar da ampla variacao.
Sigurs e colaboradores dosaram PCE sérica em 19 lac-
tentes com bronquiolite, encontrando mediana de 7.4
ng/l, achado semelhante ao deste estudo.*® Os estu-
dos de Koller e colaboradores e Villa e colaboradores
encontraram associacao entre niveis elevados de PCE
sérica durante episédio de bronquiolite e o desenvol-
vimento posterior de asma.>'*2 Os achados de Pifferi
e colaboradores também confirmam esta hipotese.'
Estes autores demonstraram, num seguimento de 5
anos, um risco 9,7 vezes maior de desenvolvimento
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de sibilancia, nos pacientes que apresentavam PCE
sérica elevada no momento do diagnoéstico da bron-
quiolite por VRS." Em um estudo realizado na Grécia,
os autores encontraram baixos valores de PCE sérica
em pacientes com bronquiolite por VRS, e houve uma
tendéncia a valores mais altos de PCE em pacientes
com bronquiolite e histéria familiar de atopia.** Este
achado pode reforcar as associagdes ja encontradas
entre PCE sérica e desenvolvimento posterior de asma
em pacientes com bronquiolite. E provavel que a PCE
nao esteja envolvida na patogénese da infeccao viral,
mas que sua presenca esteja associada com atopia. A
maioria dos autores acredita que a ativacdo e a degra-
nulacdo dos eosinoéfilos ocorra mais intensamente nas
vias aéreas, ja que foi demonstrado aumento de PCE
na secrecao nasofaringea de pacientes com bronquio-
lite.’® Este estudo de Garofalo e colaboradores encon-
trou, inclusive, associacdo de niveis elevados de PCE na
secrecao com hipoxemia e gravidade.'® Qutro estudo
também demonstrou presenca de PCE em secre¢ao na-
sofaringea de lactentes com bronquiolite por VRS.>* Na
conclusao, os autores sugerem pesquisas com agentes
farmacoldgicos que inibem migracdo e degranulacdo
de eosindfilos em bronquiolite.>

Os resultados deste estudo ndo mostraram cor-
relacdo do numero de eosinéfilos com PCE sérica, o
que também nao foi demonstrado no estudo de Prif-
tis e colaboradores.®® A infeccao viral que ocorre na
bronquiolite pode provocar a ativacdo dos eosindfilos,
com liberacdo de PCE, possivelmente, a nivel local. Sado
achados controversos, ja que estudos de necropsia de
pacientes acometidos de bronquiolite viral ndo mos-
traram aumento de eosindfilos na mucosa das vias
aéreas.*** A explicacdo sugerida é que o numero de
eosindfilos ndo é relevante na resposta inflamatéria,
mas sim a presenca dos produtos da degranulacdo dos
eosinofilos ativados.

Conclui-se que a PCE sérica ndo apresentou corre-
lacdo com gravidade da bronquiolite, achado compa-
tivel com os ultimos estudos publicados. Os achados
relativos aos eosinéfilos sugerem uma possivel asso-
ciacdo destas células com gravidade da bronquiolite.
Estudos adicionais sdo necessarios para melhor eluci-
dar o papel dos eosindfilos e da PCE na secrecdo na-
sofaringea de pacientes com bronquiolite, bem como
a associacao de PCE com o desenvolvimento posterior
de asma.
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