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Resumo

Este estudo teve como objetivo rever a literatura existente sobre a celularidade do LBA em criancas e adolescentes
sauddveis, bem como sobre sua utilizagdo como método propedéutico e de acompanhamento nas afecgdes
pulmonares neste grupo etario. Para tanto, utilizamos o banco de dados médico Medline com a selecao de artigos
publicados entre 1989 e 2009 utilizando os seguintes descritores MeSH com operadores boolianos: bronchoalveolar
lavage AND cytology OR cell AND child. Em criangas saudaveis, a celularidade ¢ composta por macréfagos alveolares
(> 80%), linfocitos (cerca de 10%), neutrofilos (cerca de 2%) e eosindfilos (< 1%). O perfil celular sofre alteracdes
de acordo com a doenca estudada. Ocorre uma elevagcdo no nimero de neutréfilos em sibilantes, especialmente
0s ndo atdpicos, bem como em individuos com quadros infecciosos e inflamatdrios pulmonares, incluindo fibrose
cistica e doengas intersticiais pulmonares. Os eosinofilos se elevam em criancas/adolescentes com asma e podem
atingir niveis acentuados na aspergilose broncopulmonar alérgica e nas sindromes hipereosinofilicas. A elevacdo
dos linfocitos pode ocorrer em um grupo heterogéneo de doencas. Conclui-se que a celularidade do liquido de
LBA, juntamente com dados clinicos e de imagem, tem se mostrado um instrumento essencial de investigacio
de diversas afeccoes pulmonares. O LBA possui uma grande utilidade clinica e ¢ menos invasivo que a bidpsia
pulmonar transbronquica e a céu aberto. Estudos sobre a celularidade normal do liquido de LBA utilizando-se
protocolos internacionalmente padronizados e em diversas faixas etarias para a verificagcdo de valores de referéncia
sdo necessarios para a interpretacdo mais acurada de resultados em criancas e adolescentes com pneumopatias.

Descritores: Lavagem broncoalveolar; Liquido da lavagem broncoalveolar/citologia; Crianga; Adolescente.

Abstract

The objective of this study was to review the literature on bronchoalveolar lavage fluid cell profiles in healthy
children and adolescents, as well as on the use of BAL as a diagnostic and follow-up tool for lung disease patients
in this age bracket. To that end, we used the Medline database, compiling studies published between 1989 and
2009 employing the following MeSH descriptors (with Boolean operators) as search terms: bronchoalveolar lavage
AND cytology OR cell AND child. In healthy children, the cell profile includes alveolar macrophages (> 80%),
lymphocytes (approximately 10%), neutrophils (approximately 2%) and eosinophils (< 1%). The profile varies
depending on the disease under study. The number of neutrophils is greater in wheezing children, especially in
non-atopic children, as well as in those with pulmonary infectious and inflammatory profiles, including cystic
fibrosis and interstitial lung disease. Eosinophil counts are elevated in children/adolescents with asthma and can
reach high levels in those with allergic bronchopulmonary aspergillosis or eosinophilic syndromes. In a heterogenous
group of diseases, the number of lymphocytes can increase. Evaluation of the BAL fluid cell profile, when used in
conjunction with clinical and imaging findings, has proven to be an essential tool in the investigation of various
lung diseases. Less invasive than transbronchial and open lung biopsies, BAL has great clinical value. Further
studies adopting standard international protocols should be carried out. Such studies should involve various age
groups and settings in order to obtain reference values for BAL fluid cell profiles, which are necessary for a more
accurate interpretation of findings in children and adolescents with lung diseases.
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Introducdo

Em 1965, a LBA foi introduzida na pratica
clinica de adultos, com o advento da broncoscopia
flexivel (BF). Nos ultimos 20 anos, a BF passou
a ser utilizada progressivamente mna clinica
pediatrica, e a LBA tem se tornado cada vez mais
difundida, inclusive em neonatologia.!”

A andlise dos componentes celulares
do liquido de LBA tem se mostrado util no
diagnostico e na avaliacdo da resposta ao
tratamento de um grande numero de doencas
pulmonares.'"? O estabelecimento de valores de
referéncia em criancas sem doencas pulmonares
¢ baseado em alguns poucos estudos na
Europa, Australia e Coreia,** nido havendo até
o momento publicacdes semelhantes em paises
latino-americanos, incluindo o Brasil.

Atualmente, a LBA estd bem estabelecida
como um procedimento de grande importancia
na obtencdo de material biologico proveniente
dos pulmdes e tem sido amplamente utilizada
com finalidades diagndsticas, terapéuticas e
de pesquisa.” Mesmo quando realizada em
criancas de alto risco, a taxa de complicacdes,
geralmente leves e autolimitadas, ¢ minima.®®
A LBA correlaciona-se com a biopsia pulmonar,
evitando sua realizacdo em um grande numero
de afeccdes. Em vista disso, é chamado por
alguns estudiosos de “biopsia liquida” A
imunofenotipagem dos linfocitos T encontrados
no liquido de LBA tem se mostrado uma
ferramenta de diagnostico importante para uma
série de doencas pulmonares na infancia.

Aspectos técnicos

Em criancas e adolescentes, a LBA ¢
habitualmente realizada utilizando-se um
broncoscopio flexivel, cujo didmetro externo
pode variar de 2,8 a 4,9 mm. O procedimento
pode ser realizado sob anestesia geral com
respiracdo espontanea, embora um grande
numero de centros opte por utilizar anestesia
topica local e sedagiio consciente.”)

A LBA ¢ realizada com a instilacdo de
solugdo salina isotonica pelo canal de funcdo
do broncoscopio flexivel, com um volume que
varia de acordo com o peso da crianca (em geral,
3 mL/kg), divididos em trés aliquotas iguais.”’

A primeira aliquota, de  origem
predominantemente brénquica, ¢ reservada
para estudos microbioldgicos e as outras duas
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sdo homogeneizadas e submetidas a estudos
citologicos, andlises de proteinas e mediadores
inflamatorios.®

O processamento do material deve ser
realizado por um profissional experiente, de
acordo com normas padronizadas, seguindo
recomendacdes internacionais que incluem®:
armazenamento do material a 4°C, até que
amostra seja analisada, para otimizar a viabilidade
das células; filtragem do material utilizando
gaze estéril para remover particulas de muco
(exceto na amostra que sera encaminhada para
cultura); obtencéo da citologia total e diferencial
ap6s a citocentrifugacdo (em centrifugas
tipo Citospin®; Shandon Inc., Pittsburgh, PA,
EUA), através da coloracido por Giemsa. Outras
coloracdes especiais podem ser utilizadas de
acordo com a suspeita clinica e laboratorial. A
amostra reservada para o estudo microbioldgico
deve ser analisada o mais rapidamente possivel
a fim de se evitar contaminacdo e prejuizo na
identificacdo de agentes.?)

Segundo as diretrizes da  European
Respiratory Society (ERS),® o liquido de LBA
pode ser considerado tecnicamente aceitavel
quando o volume recuperado ¢ superior a 40%
do volume infundido, além de conter poucas
células epiteliais, conforme serd comentado
posteriormente.

Seguranca do procedimento

Diversos estudos realizados com pacientes
pedidtricos € mesmo em recém-nascidos tém
demonstrado que a LBA ¢ um procedimento
seguro, com pequenas taxas de complicacdes,
geralmente leves e autolimitadas.®” Entre as
complicagdes, as mais frequentes sdo tosse e
broncoespasmos transitorios (inferiores a 7% dos
€asos), assim como um pico febril isolado apds o
procedimento (em cerca de 15% dos casos).®)

Preconiza-se, no entanto, que o procedimento
seja realizado por uma equipe experiente e
especificamente treinada para o atendimento
de possiveis urgéncias, em local apropriado e
equipado com monitores de FC, saturacdo de
oxigénio e material para suporte de vida. Uma
adequada limpeza e desinfec¢do do broncoscopio
sdo essenciais para prevenir contaminacoes entre
pacientes e evitar interpretacdes equivocadas
dos resultados laboratoriais.”)
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Indicacdes

A avaliacdo da celularidade ¢ uma das
principais indicacdes para a realizacdo de LBA,
na tentativa de se obter dados adicionais do
ambiente alveolar, essenciais ao diagndstico
e acompanhamento de diversas afeccdes
pulmonares, como sera discutido posteriormente.
A andlise de citocinas e moléculas pro e anti-
inflamatorias presentes no liquido de LBA
também ¢ alvo de um interesse crescente, tanto
na area clinica como em pesquisa.

Outras indicacdes, que fogem ao objetivo
deste artigo, incluem a identificacdo de agentes
infecciosos (quando ha suspeita de infecgio
pulmonar e outras formas de identifica¢do ndo
foram possiveis ou ndo foram conclusivas), bem
como a remocdo terapéutica de acumulo de
secrecdes em vias aéreas, presentes, por exemplo,
na proteinose alveolar e mnas pneumonias
lipoidicas.®)

Obtencédo de valores de referéncia
de celularidade: aspectos éticos e
operacionais

Apesar de a LBA ser bem tolerada em criangas,
além de ter um papel importantissimo tanto na
area clinica como em pesquisa, o estabelecimento
de valores de referéncia em criancas saudaveis ¢é
dificil de ser obtido pela limitacdo ética de se
utilizar voluntarios higidos, como ¢ frequente na
pesquisa com adultos.”

Em vista das questdes éticas e operacionais
envolvidas, o estabelecimento de valores
de referéncia em criancas ¢ possivel de ser
obtido em individuos que serdo submetidos
a cirurgias eletivas, geralmente ortopédicas,
otorrinolaringoldgicas, urogenitais ou a partir
de broncoscopias para esclarecimento de
estridor laringeo, apos o consentimento dos
pais ou responsaveis. Para que esses individuos
sejam representativos da populacio infantil sem
afeccdes pulmonares, deve-se ter o cuidado de
selecionar aqueles sem histérico de asma, atopia,
infeccdes respiratorias agudas ou pneumopatias
cronicas.”

Celularidade em criancas e
adolescentes saudaveis

Nos ultimos 20 anos, alguns estudos foram
realizados para avaliar a celularidade do liquido
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de LBA em criancas e adolescentes saudaveis.
No primeiro deles,” a LBA foi realizada sob
anestesia local em 11 criancas e adolescentes
submetidos a BF, principalmente para a avaliacio
de estridor laringeo. Essa populacdo apresentava
exame fisico, radiografias de torax e saturacdo
de oxigénio normais. Posteriormente, outros
autores” descreveram a celularidade do liquido
de LBA de criancas sem doencas pulmonares
e submetidas a cirurgia eletiva. Criancas com
sintomas respiratdrios cronicos, infeccdes de vias
aéreas superiores nos trés meses anteriores e de
infeccdes de vias aéreas inferiores nos dois anos
anteriores a pesquisa, assim como com historia
de hiper-reatividade das vias aéreas e atopia
foram excluidas.

Em dois estudos,!-'" a sequir, foram estudadas
criangas investigadas para o esclarecimento
de estridor laringeo sem doenca pulmonar ou
sistémica, apds exame fisico e radiografia de
térax normais. Outros autores® descreveram a
celularidade do liquido de LBA de 16 criancas
e adolescentes sem doencas pulmonares,
investigadas pela presenca de estridor ou
por suspeita de corpo estranho, com exame
fisico, radiografia de térax e funcdo pulmonar
normais.

Mais recentemente, um grupo de autores”
realizou LBA em 10 criancas sem historia de
doenca pulmonar aguda ou crénica, submetidas
a cirurgias eletivas. Essas criancas compuseram
0 grupo controle para o estudo da celularidade
do liquido de LBA na bronquiolite obliterante
pos-viral.

Nenhum dos autores citados anteriormente
documentou a ocorréncia de complicacoes
clinicas relevantes durante ou apdés o
procedimento, incluindo sangramento, tosse ou
sibilancia. Em um dos estudos acima citados,™
relatou-se que, em poucas criangas, houve queda
discreta e transitéria na saturacdo de oxigénio
(em niveis ndo descritos pelo autor) durante a
realizacdo da LBA, que ndo foi acompanhada
por mudangas na FC.

Na Tabela 1, estdo descritos os resultados
sobre a celularidade encontrada pelos autores
citadosacima, assim como algumas caracteristicas
da populagdo estudada.

Apesar de ter sido encontrada uma
variabilidade nos valores normais da celularidade
nos estudos ja realizados, percebe-se que os
macrofagos alveolares representam o tipo
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Tabela 1- Celularidade total e diferencial do liquido de LBA em estudos com criangas sem doencas

pulmonares.
Variaveis Estudo
Clement Koh Midulla Ratjen Riedler Tessier
et al.(? et al.® et al.l) et al.? et al.(" et al.?
Participantes, n 1 10 16 48 18 1
Faixa etaria 1-15 anos 1-4 anos 2 meses a 3-5 anos 1 mésa 4-16 anos
3 anos 10 anos
Tipo de sedacdo AL AG AL AG AG AL
Aliquotas, n 6 NI 2 3 3 6
Volume injetado, mL 10% CRF NI 20 mL 3 mL/kg 3 mL/kg 10% CRF
Fluido recuperado
(% do volume injetado)
Média  dp NR NI 43,14 12,2 58 + 15 NR 69,7 £ 9,6
Mediana NR NI 42,5 NR 62,5 68
Variacdo NR NI 20-65 NR 42,5-71,5* 52-87
Células/mL, x 10*
Média £ dp 25,56+ 13,6 NI 59,9 £ 32,9 10,3 = 11,1 NR 35,1+ 18,4
Mediana 24 15,6 51 7,3 15,5 30,5
Variacdo 7,0-50,0 7,9-18,1* 20-130 0,5-57,1 7,5-25,8* 9-68
Macréfagos, %
Média £ dp 89,7 £ 5,2 NI 86+7,8 81,2 £ 12,7 NR 89,9 £ 5,5
Mediana 89 85 87 84 91 92,5
Variacio 85-97 81,5-89,0% 71-98 34,6-94,0 84,2-94,0% 77-98
Linfocitos, %
Média £ dp 8,7+ 4,6 NI 8,7+ 5,8 16,2+ 12,4 NR 8,9+ 55
Mediana 10 7,5 7 12,5 7,5 8
Variacio 1-17 5-10,8* 2-22 2-61 4,7-12,8* 2-22
Neutrofilos, %
Média £ dp 1,3+£0,9 NI 55+ 4.8 1,9+29 NR 1,2+ 1,2
Mediana 1 2,3 3,5 0,9 1,7 1
Variaciio 0-3 1-3,9% 0-17 0-17 0,6-3,5* 0-3
Eosinofilos, %
Média £ dp NR NI 0,2+0,3 0,4+0,6 NR 0
Mediana NR 0 0 0,2 0,2 0
Variacio NR 0-0,1* 0-1 0-3,6% 0-0,3* 0

AL: anestesia local; AG: anestesia geral; CRF: capacidade residual funcional; NR: ndo realizado; e NI: ndo informado.

*Primeiro quartil ao terceiro quartil.

celular predominante no liquido de LBA
normal, correspondendo a mais de 80% das
células encontradas. De acordo com o subtipo
e dependendo do estimulo a que sdo expostas,
essas células podem desempenhar papéis
na fagocitose, na atividade inflamatdria e,
especialmente, na atividade anti-inflamatoria
pulmonar.'? Sua presenca assegura a origem
alveolar do material recuperado e a correta
interpretacdo da celularidade. Por outro lado,
a presenca de células epiteliais em grande
numero revela material bronquico, ndo alveolar,
o que impede ou dificulta a interpretacdo da
distribuicédo citoldgica global e diferencial.

Os linfécitos sdo o segundo tipo celular
mais encontrado no liquido de LBA normal de
pacientes pediatricos, com valores que variam de
8-16% das células. Essas células contribuem de
forma importante para a defesa contra tumores
e infeccdes, bem como pela modulacido da
inflamacio nos pulmdes.'?

Os neutrofilos também representam células
inflamatdrias que sdo encontradas em menor
proporcdonoliquidodeLBAnormal,representando
cerca de 2% das células. Sua fungdo primordial
¢ a fagocitose e a eliminacdo de patogenos
invasores, tendo participacdo fundamental no
processo inflamatorio pulmonar.'” Sua elevagio
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¢ comum em enfermidades de patogénese
distinta.

Os eosinofilos ndo sdo habitualmente
encontrados no liquido de LBA, ou sdo
encontrados em valores muito baixos, inferiores
a 1% das células.!"?

As células epiteliais de origem brénquica
que sdo encontradas no liquido de LBA, bem
como eventuais células escamosas provenientes
das vias aéreas superiores, ndo sdo incluidas
na contagem celular diferencial do liquido de
LBA,? mas, idealmente, devem ser mencionadas
no laudo citolégico, de forma a permitir ao
clinico a avaliacdo da fidedignidade (ou nio) da
amostra analisada. O mesmo deve ser feito em
relacdo as hemadcias, que podem estar presentes
mesmo em liquido de LBA normal, em virtude
de pequenos traumatismos advindos do contato
do broncoscopio com a mucosa brénquica.

As imagens a seguir revelam o aspecto
macroscopico  (Figura 1) e microscopico
(Figura 2) de uma lamina de LBA normal apos
citocentrifugacéo.

Utilidade da analise da celularidade
do liquido de LBA no diagnéstico das
pneumopatias

Diversas doencas cursam com alteracdo no
padrdo normal de celularidade habitualmente
encontradonoliquido de LBA. O estudo citoldgico
pode colaborar para o adequado diagndstico
dessas doencas, bem como para a melhor
compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos e da resposta ao tratamento. Deve-se
ter em mente, no entanto, que o resultado
do liquido de LBA nio deve ser interpretado
isoladamente, mas sim em conjunto com os
dados obtidos a partir de uma histdria clinica
detalhada, um exame fisico completo e uma
avaliacdo cuidadosa dos exames laboratoriais e
de imagem disponiveis.

De uma maneira geral, processos infecciosos
(pneumonia, bronquite bacteriana), supurativos
(bronquiectasias) ou inflamatdrios pulmonares
(pneumopatias  intersticiais, colagenoses,
displasia broncopulmonar, fibrose cistica e, até
mesmo, asma) sdo responsdveis por um maior
recrutamento de neutrofilos para os pulmaes,
causando um aumento destas células no liquido
de LBA.®'"2 Em pacientes com infeccio bacteriana
pulmonar ativa, por exemplo, os neutrofilos
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apos citocentrifugagdo (aspecto macroscopico). O
circulo de coloragido arroxeada corresponde ao local
onde as células estio fixadas.

sdo encontrados em valores que podem variar
de 25-950% da celularidade total.'? A elevacdo
da contagem diferencial dessas células também
ocorre nas pneumonias intersticiais.
Enfermidades de etiologia diversa sdo
responsdveis pelo incremento dos linfocitos
no liquido de LBA. Entre elas, podemos citar
a sarcoidose (linfocitos podem corresponder
a 20-50% das células), pneumonia de

Figura 2 - Aspecto microscopico de lamina com

liquido de LBA mnormal apos citocentrifugacdo.
Observar o predominio de macréfagos alveolares.



Celularidade do liquido de LBA em criangas e adolescentes saudaveis e com doencas pulmonares

hipersensibilidade e doenca de Crohn, além de
algumas doencas intersticiais.®'?

Ja uma infiltracdo eosinofilica pode ser vista
em outras situacdes, incluindo asma, reacdes
a drogas, aspergilose broncopulmonar alérgica
e nas sindromes hipereosinofilicas, como, por
exemplo, sindrome de Churg-Strauss, sindrome
hipereosinofilica  idiopdtica e pneumonia
eosinofilica cronica.”)

A sequir, sdo abordados aspectos relacionados
a celularidade do liquido de LBA em algumas
doencas e condices de elevada importancia
clinica e epidemiologica. Alguns destes dados
estdo sintetizados na Tabela 2.

Asma e sibilincia

O estudo da celularidade do liquido de LBA
tem contribuido para a melhor compreensio
dos mecanismos fisiopatoldgicos e imunoldgicos
envolvidos na asma e sibilancia da infancia, que
se diferem daqueles encontrados em adultos.

Estudos revelam que o numero de eosinoéfilos
no liquido de LBA estd aumentado em criancas
asmaticasatopicas,em comparacdo comsibilantes
ndo atopicos (p < 0,01).%' Esses achados
indicam que ha uma inflamacéo eosinofilica na
via aérea de individuos sibilantes atépicos, o que
pode ajudar a diferenciar sibilantes transitdrios
daqueles que realmente desenvolverdo asma.
Em um estudo,""” concluiu-se que um aumento
dos eosindfilos no liquido de LBA estd
claramente presente em individuos asmaticos
(entre 4 e 15 anos, com historia de sibilancia
recorrente e crises de dispneia, com comprovada
reversibilidade da obstrucio do fluxo aéreo apos
o uso de Bz—agonistas], mas € raro em lactentes
sibilantes (entre 5 e 43 meses, com no minimo
3 episodios de sibildncia ou tosse, associadas a
infecgdo viral). Esse aumento foi identificado em
649% das criancas asmaticas e em apenas 27%
dos lactentes sibilantes (p = 0,04). O ntimero
de eosinofilos parece diferenciar os lactentes
sibilantes alérgicos dos nio alérgicos, sugerindo
que a inflamacdo eosinofilica comeca em um
estadgio muito precoce na asma alérgica.'” No
entanto, outros autores'® ndo encontraram
diferenca significativa na presenca de eosindfilos
no liquido de LBA entre um grupo de 47 sibilantes
atopicos estudados em comparacio com
19 sibilantes ndo atopicos. Esse mesmo estudo
encontrou um namero normal de eosindfilos e
um numero significativamente aumentado de
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neutrofilos em criancas menores de 3 anos com
sibilancia recorrente grave.

0O numero de neutréfilos no liquido de LBA
tende a aumentar em individuos com cultura
microbioldgica positiva.!>'” No entanto, diversos
autores também confirmaram a participacdo dos
neutrofilos na inflamacio bronquica encontrada
em individuos asmaticos e, especialmente, em
lactentes  sibilantes.">' independentemente
da presenca de infeccdo bacteriana. Diversos
trabalhos('#1518200 associaram o aumento no
numero de neutrofilos com a maior gravidade
dos sintomas.

Esses achados sugerem que, em criancas
menores e em lactentes sibilantes ndo atopicos,
os eosindfilos parecem ndo desempenhar
um papel tdo importante no processo
inflamatorio, ao contrario dos neutrofilos,
que sdo encontrados em grande numero e ja
foram associados a gravidade dos sintomas
e a inflamacdo presente nos quadros virais
desencadeantes de broncoespasmo. O perfil
da celularidade em criancas atépicas asmaticas
escolares e adolescentes parece ser semelhante
ao dos adultos, com maior participacdo de
eosindfilos.(%172) Nesse fato reside a possivel
explicacdo para a ma resposta de grande
parte dos lactentes sibilantes a corticoterapia
inalatéria.?? Qutra diferenca encontrada em
um estudo no vperfil celular do liquido
de LBA de individuos citados anteriormente,
foi a maior proporcdo de linfocitos CD8 (59%
vs. 400) e, consequentemente, uma menor
relacio CD4/CD8 (0,266 vs. 0,455) em criancas
com asma quando comparadas com lactentes
sibilantes (p = 0,02).

Alguns autores reforcam a teoria de que a
maior presenca de eosindfilos estd associada
a uma sensibilizacdo alérgica em individuos
predispostos, mas ndo estd  associada
necessariamente a maior gravidade ou a
persisténcia dos sintomas.('4?%

Sem duvida, esses achados fornecem
informacdes essenciais para se direcionar melhor
as estratégias terapéuticas, além de contribuir
para um melhor entendimento dos diversos
fenotipos envolvidos na doenca. No entanto, o
seguimento clinico das criancas investigadas e
a avaliacdo objetiva da resposta ao tratamento
proposto sdo indispensaveis para se fazer uma
andlise critica da significancia dos achados
encontrados.™
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Novos estudos e novas estratégias sao
necessarios para identificar a sequéncia
dos processos inflamatorios envolvidos no
desenvolvimento da asma e sibilincia.??
Neste sentido, BF e LBA se apresentam como
instrumentos essenciais de investigacio.

Fibrose cistica

A LBA tem sido cada vez mais incorporada no
acompanhamento de criancas fibrocisticas, tanto
para a deteccdo precoce de microorganismos,
como para o monitoramento da resposta
inflamatdria, bem como para avaliacdo de
estratégias terapéuticas.

Um grupo de autores""” estudou o liquido de
LBA de 10 criancas e adolescentes com fibrose
cistica e encontrou um incremento no numero
de células totais que foi proporcional a um
aumento no numero de neutréfilos (p = 0,004)
e de macrdfagos alveolares (p = 0,05) em relacdo
aos outros grupos estudados. Altas porcentagens
de eosindfilos foram encontradas nas criancas
com diagnostico de aspergilose broncopulmonar
alérgica, condicdo que acomete cerca de 5% das
criancas com fibrose cistica.

O liquido de LBA tem contribuido também
para se compreender o impacto da presenca de
agentes infecciosos no processo inflamatorio
pulmonar em criangas fibrocisticas. Estudos®+?%
revelam que criancas com culturas positivas
para Pseudomonas aeruginosa, especialmente
cepas mucoides, apresentam um aumento
importante no numero total de células e
uma maior porcentagem de neutrdfilos, bem
como de citocinas inflamatdrias, em relacio a
individuos com culturas negativas ou positivas
para outros agentes (p < 0,01). Similarmente,
individuos dos quais foi isolado Staphylococcus
agureus apresentaram uma maior contagem
de neutrofilos (p < 0,0001) e de marcadores
inflamatdrios (p = 0,003) em relacdo aqueles
com culturas negativas para esse agente.
Criancas coinfectadas por 7. aeruginosa e
S. aureus apresentaram a taxa mais elevada de
marcadores associados a inflamacgédo entre todos
os individuos estudados.”” Qutros autores®®
também mostraram que fatores associados a
infeccdo bacteriana e a defesa do hospedeiro
contribuem de forma mais importante para a
resposta inflamatoria mediada pelos neutrofilos
do que a desregulacdo inata decorrente da
mutacdo do gene que codifica a proteina
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cystic  fibrosis  transmembrane conductance
regulator e afirmaram que a deteccdo precoce
e o tratamento adequado das infeccoes parece
ser a melhor estratégia para prevenir o dano
pulmonar irreversivel decorrente da inflamacéo.
No entanto, outro grupo de autores®” ponderou
que mais de um mecanismo pode estar associado
ao remodelamento de vias aéreas em jovens
criancgas com fibrose cistica, independentemente
da presenca de marcadores inflamatérios.

Outro papel importante da celularidade do
liquido de LBA ¢ a avaliacdo da efetividade de
estratégias terapéuticas. Um grupo de autores®®
observou que, em criancas tratadas com dornase
alfa, o aumento no numero de neutrofilos
no liquido de LBA, ao longo de trés anos de
acompanhamento, ocorreu de forma menos
pronunciada (p < 0,01) em relacdo a pacientes
ndo tratados com essa medicacdo (p < 0,005),
e sugeriram que o tratamento tem um efeito
positivo na inflamacdo de vias aéreas dos
pacientes com fibrose cistica.

Doengas intersticiais

As  doencas intersticiais  pulmonares
representam um grupo heterogéneo de doencas
raras e constituem um desafio diagnostico mesmo
a luz dos conhecimentos atuais. A analise celular
do liquido de LBA pode auxiliar no diagnostico,
principalmente nas seguintes situacdes: na
histiocitose pulmonar, através da identificacdo
de CD1 presente na superficie das células de
Langerhans; na proteinose alveolar, pela pesquisa
de material preparado com periodic acid-Schiff
(PAS, acido periodico de Schiff) positivo; na
identificacdo de macrofagos contendo lipides,
quando ha suspeita de aspiracdo de material
oriundo do trato digestivo e na pneumonia
lipoidica; e na identificacdio de macréfagos
contendo hemossiderina, nos quadros suspeitos
de hemorragia pulmonar e hemossiderose.?”

0 diagndstico de histiocitose pulmonar pode
ser documentado, através do liquido de LBA,
com o uso de anticorpos monoclonais, revelando
a presenca de mais de 5% de células CD1a
positivas.’?? Esse achado, juntamente com os
dados clinicos e radioldgicos, pode contribuir
para reduzir a indicacdo de bidpsia pulmonar
em um namero significativo de casos.®” Estudos
em adultos com histiocitose revelam uma
tendéncia a um aumento discreto no namero de
eosinofilos, mas novos estudos sdo necessarios
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para confirmar esse achado, especialmente em
criancas.®?

A proteinose alveolar ¢ caracterizada pelo
acumulo de material intra-alveolar de origem
lipoproteica, semelhante ao  surfactante.
Essa semelhanca sugere que haja um defeito
na reabsor¢do (ou uma superproducio) de
surfactante pelos pneumocitos tipo 11 ou
pelos macréfagos alveolares. O liquido de
LBA representa uma ferramenta chave para
o diagnostico ao recuperar um liquido com
aparéncia leitosa e ao possibilitar a identificacdo
de material PAS positivo no interior dos
macrofagos alveolares. Andlises citologicas de
amostras do liquido de LBA ndo revelam um
padrio especifico, embora a hipercelularidade e
a linfocitose sejam comuns.®"

A pesquisa de macrofagos contendo
lipides, conhecidos como /jpid-laden alveolar
macrophages (LLAM), é classicamente citada
como uma forma de auxiliar no diagnostico de
quadros aspirativos associados a doencas que
tém origem no trato gastrintestinal, como a
doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE).?>3?
Considera-se que, quando ha suspeita clinica,
um indice de LLAM maior que 165 ¢ util para o
diagnostico de aspiracdo, com sensibilidade de
98,6% e especificidade de 78,0%.°% No entanto,
esse indice ¢ bastante questionado por sua
baixa especificidade e pela grande variabilidade
nos pontos de corte citados em diferentes
estudos.®” Um grupo de autores®? ponderou
que exames mais sensiveis, como a pHmetria,
devem permanecer como o padrdo ouro para o
diagnostico de DRGE e propds que a pesquisa
de macréfagos contendo inclusdes lipidicas
seja reservada para criangas que permanecam
com diagnostico indefinido e sem melhora
com a terapéutica proposta. Por outro lado,
essa pesquisa ¢ dispensavel quando ha uma
forte evidéncia de aspiracdo, como na presenca
de fistula traqueoesofdgica, identificada por
radiologia ou endoscopia, ou em quadros
neurologicos graves, ja que, nesses casos, nNao
sera fornecida nenhuma informacéo adicional.

Uma grande proporcdo de LLAM esta presente
nos quadros de pneumonia lipoidica, geralmente
secundarios a aspiracdo de 6leo mineral. Nesses
casos, a realizacdo de multiplas LBAs tem sido
descrita como um tratamento valido, ao remover
as células preenchidas por lipides, que estdo
envolvidas na fibrose alveolar e intersticial.?>>®
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A avaliacdo seriada da celularidade do liquido
de LBA permite uma avaliagdo mais objetiva
dos resultados do tratamento. Em um estudo
recente,®® revelou-se que, apos a realizacio
de multiplas LBAs (de 4-10 procedimentos),
o numero de LLAM passou de 1.179 para
265 células (p < 0,004), e a média da contagem
total de células reduziu de 1.574 células/mm?
para 363 células/mm?, um valor considerado
normal (p < 0,003).

Embora a biopsia pulmonar seja considerada
o padrdo ouro, a presenca de hemosiderin-
laden  macrophages  (HLM,  macrofagos
contendo hemossiderina) no liquido de LBA
¢ considerada crucial para o diagndstico de
hemossiderose pulmonar idiopatica diante de
achados sugestivos da doenca, como hemoptise,
infiltrado intersticial em radiografia de térax e
anemia ferropriva.’’?® Um grupo de autores®®
revisou dados do perfil celular de liquido de
LBA coletado de criancas para correlacionar a
presenca de HLM e hemossiderose e concluiu
que a presenca de 36% de HLM entre o total
de macrdfagos apresenta 100% de sensibilidade
e 96% de especificidade para o diagnodstico da
doenca.

O liquido de LBA também pode auxiliar
no diagnostico de outras doencas intersticiais
ao revelar alteragbes no padrdo normal da
celularidade, contribuindo assim para o melhor
direcionamento da investigacdo propedéutica. O
artigopublicadopela 7ask ForcedaERS®? analisou
119 amostras de liquido de LBA de criangas e
adolescentes com doencas intersticiais e revelou
uma tendéncia de linfocitose (33,2 £+ 22,6%) e
neutrofilia (11,3 * 16,5%), sendo essa ultima
mais pronunciada em criangas menores de dois
anos (19,8 + 20,5%). O acamulo de linfcitos
T (20-50%) com predominio de CD4+ ¢, por
sua vez, sugestivo de sarcoidose, enquanto a
prevaléncia de CD8+ ¢ sugestiva de pneumonia
de hipersensibilidade. Um aumento no nimero de
eosinofilos sugere infiltrado pulmonar associado
a doencas pulmonares eosinofilicas.”” Em
algumas dessas, como na pneumonia eosinofilica
aguda, pneumonia eosinofilica cronica e na
sindrome de Churg-Strauss, a porcentagem
de eosindfilos geralmente ultrapassa 25%. Na
sindrome hipereosinofilica idiopatica, esse valor
pode ser superior a 75%.¢”

Para ilustrar a utilizacdo do liquido de LBA
no diagnostico de afeccdes pulmonares, exibe-se
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a seguir a imagem radiologica (Figura 3) e do
liquido de LBA (Figura 4) que auxiliaram no
diagnostico de hemossiderose pulmonar em uma
crianca com historico de hemoptise e anemia
ferropriva.

Bronquiolite obliterante pos-infecciosa

Estudos feitos em criangas com bronquiolite
obliterante (BO) pos-infecciosa revelaram que
ha um aumento no numero de neutrofilos e de
linfocitos CD8+, o que provoca uma queda na
relacio CD4/CD8.4*" Um grupo de autores®”
comparou 12 criangas que evoluiram com
BO pds-infeccdo pelo virus do sarampo com
10 criangas controles sem doengas pulmonares
e verificou que o numero de neutréfilos foi
consideravelmente maior no primeiro grupo
(16% vs. 2,3%; p < 0,05), enquanto a relacdo
CD4/CD8 foi menor no grupo doente em
relacdo ao controle (0,41 vs. 0,65; p < 0,01).
Outro grupo de autores™) estudou 11 criancgas
com BO pos-infecciosa e relatou uma queda
na relacio CD4/CD8 (mediana = 0,45; intervalo
interquartilico: 0,4-0,6) e um elevado aumento
no numero de neutrdfilos (mediana = 50%;
intervalo interquartilico: 1-66%), Esse aumento
no recrutamento de neutréfilos € comum em
disturbios pulmonares inflamatdrios e, no caso
especifico da BO, parece ter um efeito no dano
pulmonar apos a infeccdo inicial, bem como no
curso clinico da doenca e no declinio da funcéo
pulmonar.®)

Tosse cronica

A celularidade do liquido de LBA também tem
sido estudada em criancas com tosse cronica (ou
seja, presenca de tosse ha mais de seis meses; sem
sibilancia associada; auséncia de um diagndstico
alternativo,comoimunodeficiéncia, fibrosecistica
ou discinesia ciliar) na tentativa de compreender
seus mecanismos e até onde ela se associa a
asma. Estudos sugerem que a fisiopatologia da
tosse, nessas criangas, ¢ diferente da encontrada
naquelas com asma e que a associacdo de tosse
cronica com asma é realmente controversa.('>*?
Um estudo“? demonstrou que criancas com
tosse cronica, independente da presenca de
atopia, apresentaram uma maior percentagem de
neutrofilos no liquido de LBA comparativamente
aos valores de referéncia descritos na literatura,
que pode estar relacionada a um processo
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Figura 3 - Radiografia de térax revelando infiltrado
pulmonar difuso.

inflamatdrio de base. Poucas criancas atdpicas
e nenhuma ndo atopica com tosse persistente
apresentaram uma inflamacéo eosinofilica tipica
da asma, o que pode predizer a ma resposta
ao uso de corticoides inalatorios.”? Embora
0 exame microbiologico tenha sido negativo
em todos os pacientes estudados, os autores
associaram a neutrofilia a uma possivel infeccio
ndo diagnosticada pelos métodos disponiveis; a
presenca de DRGE, detectado por pHmetria em
9 pacientes; ou mesmo a exposi¢do a fatores
ambientais, como tabaco, que ndo foram
investigados no estudo."?

0O diagndstico etiologico mais comumente
encontrado nos 108 pacientes com tosse cronica
estudados por um grupo de autores® foi o de
bronquite bacteriana protraida (definida como
tosse produtiva; cultura do liquido de LBA
positiva e resposta a antibioticoterapia, com
resolucdo da tosse até duas semanas apds o
término do tratamento), que foi identificada

Figura 4 - Amostra de liquido de LBA com macréfagos
contendo hemossiderina.
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pelo estudo do liquido de LBA em 39,8% dos
casos. A mediana da porcentagem de neutréfilos
encontrada no liquido de LBA desse grupo (em
relacio ao total de células) foi de 40%. Doencas
habitualmente citadas em associacdo com a tosse
cronica, como asma, DRGE e problemas em vias
aéreas superiores, foram encontradas em menos
de 10% dos pacientes desse estudo, seqgundo os
critérios diagnosticos utilizados.

Tuberculose

A celularidade do liquido de LBA pode ajudar
a compreender o papel das células inflamatorias
na patogénese de algumas doencas infecciosas,
como a tuberculose, podendo contribuir para
o melhor direcionamento das estratégias
diagndsticas e terapéuticas. Evidéncias recentes
sugerem que os neutrofilos (78,8 £ 5,8%)
sdo mais abundantes do que os macrofagos
(11,8 + 4,1%) no liquido de LBA de individuos
infectados pelo Mycobacterium tuberculosis e
que mais bacilos sdo encontrados no interior dos
neutrofilos (65,1  14,4%) do que no interior dos
macrofagos (28,3 + 1,6%). Esses achados sugerem
que os neutréfilos funcionam como um sitio
ativo de replicagdo do bacilo nas fases iniciais da
doenga.“*? Em outro estudo,*” o liquido de LBA
de criancas tuberculosas apresentou uma maior
média de linfécitos (22 x 10° células/100 mL)
e de eosinofilos (10 x 10° células/100 mL) em
comparacdo com o grupo de criancas controle
sem a doenca (10 x 10° células/100 mL e
< 1 x 10° células/100 mlL, respectivamente;
p < 0,02). Além disso, um outro estudo® revelou
que parece haver um recrutamento preferencial
de um tipo especifico de linfécito T CD4+ para
os locais da infeccdo tuberculosa ativa, e a
identificacdo especifica dessas células no liquido
de LBA pode agilizar o diagndstico e auxiliar na
distincdo desses pacientes daqueles com outras
doengas que nio a tuberculose.“

Complicacioes pds-transplante pulmonar
e de medula ossea

0 seguimento do perfil de celularidade do
liquido de LBA pode auxiliar no diagnostico de
complicagbes pds-transplante pulmonar. Em um
estudo conduzido com adolescentes e adultos
jovens submetidos a transplante pulmonar,
demonstrou-se que um aumento no numero
de neutrdfilos (> 40%) pode indicar evolucio
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para BO, enquanto a linfocitose (> 20%) e/ou
eosinofilia (> 5%), acompanhada por uma queda
na relacdo CD4/CD8 e sem evidéncia de infeccio
pulmonar, pode sugerir rejeicdo aguda.*”? Um
grupo de autores*® concluiu que a celularidade
do liquido de LBA também pode ser util no
reconhecimento da doenca do enxerto versus
hospedeiro (DEVH) pulmonar em criancas apos
o transplante de medula d6ssea com sintomas
respiratorios e de DEVH em outros 6érgédos, ao
revelar linfocitose (> 18%) e atipia importante
das células epiteliais.

Imunodeficiéncias e neoplasias

Nas doencas que levam a imunossupressao
priméria e adquirida, alteracdes na celularidade
do liquido de LBA estdo geralmente associadas
a infeccdes bacterianas. Um grupo de autores?
ponderou que, quando ha forte suspeita clinica
mas o isolamento especifico ndo ¢ possivel,
o achado de neutrofilia (> 300%), linfocitose
(> 12%) ou o aumento no numero de células
pode fornecer um achado indireto da presenca
do agente infeccioso e embasar o uso de
antibioticoterapia empirica.

Outros autores® estudaram 26 pacientes
com imunodeficiéncias, incluindo AIDS, leucemia
e cancer, e infiltrado pulmonar e concluiram que
a contagem diferencial de células no liquido de
LBA de criancas com cultura positiva para fungos
ou bactérias apresenta uma maior percentagem
de neutrofilos do que a encontrada em
individuos do grupo controle (31,4% vs. 0,3%;
p < 0,001) ou do grupo de imunossuprimidos
com cultura negativa (31,4% vs. 0,8%;
p = 0,003). No entanto, nesse estudo, uma
maior porcentagem de linfécitos foi encontrada
entre os imunossuprimidos ndo infectados em
comparagiio com o grupo infectado (14,5% vs.
4,3%; p = 0,62) e com o grupo controle (14,5%
vs. 1,8%; p = 0,008).

Esses achados sugerem que a contagem
diferencial de células no liquido de LBA,
especialmente a neutrofilia, pode ser util no
diagnostico de infec¢do pulmonar em criancgas
imunossuprimidas com infiltrado pulmonar. Vale
ressaltar que o achado de cultura positiva sem a
presenca de neutrofilia ou sem correspondéncia
com os achados na coloracdo de gram sdo
fortemente sugestivos de contaminacio. Novos
estudos sdo necessarios para se compreender
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a resposta inflamatdria diante de agentes
etiologicos especificos.®”

Ventilacdo mecinica e LBA ngo
broncoscdpica

A LBA realizada de forma seriada pode
auxiliar no estudo da evolucdo do processo
inflamatdrio presente nos disturbios respiratorios,
especialmente em criancas intubadas, e no
diagnostico da pneumonia associada a ventilacdo
mecénica (VM), além de possibilitar a obtencéo de
amostras para cultura e identificacdo de agentes
causais. Deve-se ter em mente, no entanto, que
a VM ¢ por si s6 um fator de risco para a injuria
pulmonar. Dessa forma, torna-se dificil obter
um grupo controle de criangas “normais” que
sirva de comparacdo para o estudo de criancas
doentes intubadas.®?

A LBA néo broncoscopica ¢ uma estratégia
valida para avaliar a inflamacdo brdonquica
e obter amostras para cultura em criancas
intubadas, especialmente em recém-nascidos
prematuros (que requerem broncoscopicos
flexiveis ultrafinos de 2,2 mm). A técnica
consiste na introdugdo de um cateter no interior
do tubo traqueal e na progressdo do mesmo até
que haja sua impactacdo na arvore bronquica.
Nesse momento, ¢ instilado um volume de
solucdo salina de acordo com o peso da crianca,
que ¢ imediatamente aspirado com o uso de
seringas, seguindo-se praticamente as mesmas
orientacoes ja citadas para a realizacdo de LBA
via BF. Algumas vantagens dessa estratégia
incluem a possibilidade da passagem do cateter
mesmo em tubos endotraqueais de pequeno
didmetro (< 4 mm), a facilidade de realizacdo
ao lado do proprio leito do doente, o pequeno
desconforto para o paciente e o baixo custo. A
grande desvantagem ¢ que, sem a visdo direta
proporcionada pelo BF, torna-se impossivel
prever de qual area do pulmido a amostra
obtida ¢ proveniente, embora se espere que as
amostras origindrias do pulmio direito sejam
predominantes, devido as suas caracteristicas
anatomicas. A LBA nio broncoscdpica pode ser
obtida usando-se ou ndo um cateter protegido
(de duplo limen). Esse ultimo tem a vantagem de
evitar a contaminacdo da amostra com a flora e
secrecOes da via aérea superior.®V Alguns estudos
tém confirmado a reprodutibilidade tanto dos
resultados de cultura® quanto da celularidade
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diferencial®® em diferentes amostras obtidas
com essa técnica.

Consideracdes finais

Uma vez que a celularidade do liquido de
LBA pode apresentar padrdes semelhantes
em afeccoes de etiologias diversas, ela deve
ser analisada conjuntamente com achados
clinicos, laboratoriais e radioldgicos, para que
sejam feitos um adequado diagnostico e um
acompanhamento das afeccdes pulmonares na
infancia e adolescéncia. Por ser um exame com
baixas taxas de complica¢do, a LBA pode ser
realizada mesmo em criancas imunossuprimidas
e em VM, permitindo uma maior compreensao
do processo inflamatério pulmonar e evitando a
realizacdo de biopsia pulmonar em um numero
consideravel de situacoes.

Tornam-se necessarios, no entanto, novos
estudos sobre a celularidade do liquido de
LBA em criancas sem doencas pulmonares
de diversas faixas etarias, utilizando-se
protocolos semelhantes aos ja existentes para a
verificagdo dos valores de referéncia, essenciais
a interpretacdo mais acurada de resultados em
criangas com pneumopatias.

A partir da ampliacdo dos estudos envolvendo
LBA em criancas e adolescentes normais e
naqueles com pneumopatias, serd possivel
melhorar a compreensdo e a abordagem das
doencas pulmonares nesse grupo etario, além
de permitir novas perspectivas terapéuticas e de
pesquisa.
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