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RESUMO

Introducdo: Inflamacdo perinatal tem sido associada a prematuridade. Todavia, o perfil
inflamatdrio dos recém-nascidos pré-termo e a termo néo estd completamente elucidado.
Objetivo: Avaliar a atividade inflamatoria dos recém-nascidos nas primeiras 72 horas de vida
e sua influéncia em desfechos clinicos associados a prematuridade. Métodos: Obtida amostra
de sangue nas primeiras 72 horas de vida de recém-nascidos pré-termo e a termo nascidos no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, divididos em trés grupos: Grupo 1 recém-nascidos com
idade gestacional < 28 semanas; Grupo 2 recém-nascidos com idade gestacional > 28 semanas
e < 33 semanas; Grupo 3 recém-nascidos a termo com idade gestacional > 38 semanas.
Verificou-se 0s niveis de 7 citocinas para estes pacientes (Interleucina-1p (IL-1p), Fator de
Necrose Tumoral-a (TNF-a), Interleucina-8 (IL-8), Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-10 (IL-
10), Fator de Transformacdo de Crescimento-f1 (TGF- p1) e Fator de Transformacdo de
Crescimento-p2 (TGF-B2)) por meio de imunoensaio através de tecnologia multiplex.
Malformacdes ou infeccdes congénitas; sindromes genéticas; mées portadoras do virus HIV e
recém-nascidos a termo que internaram em Unidade Neonatal foram excluidos. Realizada
andlise de variancia para avaliar a influéncia da idade gestacional nos niveis de cada citocina e
andlise de covariancia controlando para corioamnionite e pré-eclampsia. Para avaliar a
influéncia das citocinas sobre os desfechos clinicos, correlacdo bivariada de Pearson e
regressao logistica. Resultados: Incluidos 103 recém-nascidos; Grupo 1 n=29; Grupo 2 n=37,;
Grupo 3 n=37. TNF-a, IL-8, IL-6 e TGF-B1 e TGF-2 apresentaram diferengas entre 0s
recém-nascidos pré-termo e a termo. IL-10 foi maior no Grupo 2 em relagdo ao Grupo 1.
Controlando para pre-eclampsia e corioamnionite, 0 Grupo 3 apresentou niveis de TNF-a
superiores em relacdo aos outros grupos e niveis de TGF-B1 superiores em relagdo ao Grupo
1; Grupo 1 apresentou IL-8 superior ao Grupo 2. O aumento de uma unidade nos niveis de IL-
8 aumentou a chance de desenvolver DBP em 6 vezes e 0 aumento de uma unidade de TGF-
B1 reduziu esta chance em 0.03 vezes; o aumento de uma unidade nos niveis de IL-6
aumentou a chance de desenvolver ROP em 16 vezes. Conclusdo: Ha diferencas
significativas no perfil inflamatorio de recém-nascidos a termo em relagdo a recém-nascidos
pré-termo nos primeiros dias de vida, que estdo relacionadas aos desfechos clinicos
associados a prematuridade.

Estudo financiado pelo CNPq e FIPE-HCPA.

Palavras-chave: Recém-nascido. Recém-nascido Prematuro. Citocinas. Inflamacé&o.






ABSTRACT

Introduction: Perinatal inflammation has been associated with prematurity. However, the
inflammatory profile of preterm and full-term newborns is not completely elucidated.
Objective: To assess newborn inflammatory activity in the first 72 hours of life and its
influence on clinical outcomes associated with prematurity. Methods: Blood sample was
obtained in the first 72 hours of life from premature and full-term newborns born at Hospital
de Clinicas de Porto Alegre, divided into three groups: Group 1 newborns with gestational age
<28 weeks; Group 2 newborns with gestational age > 28 weeks and <33 weeks; Group 3, full-
term newborns with gestational age > 38 weeks. Seven cytokines were measured for these
patients (Interleukin-1f (IL-1p), Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a), Interleukin-8 (IL-8),
Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-10 (IL-10), Transforming Growth Factor-1 (TGF-B1) and
Transforming Growth Factor-p2 (TGF-B2)) through immunoassay in multiplex technology.
Congenital malformation or infections; genetic syndromes; mothers with HIV virus; and full-
term newborns admitted to the Neonatal Unit were excluded. We performed analysis of
variance to assess gestational age influence for each cytokine and analysis of covariance
controlling for chorioamnionitis and preeclampsia. To evaluate cytokines influence in clinical
outcomes Pearson correlation was performed and logistic regression. Results: 103 newborns
were included; Group 1 n=29; Group 2 n=37; Group 3 n=37. TNF-qa, IL-8, IL-6 e TGF-fl e
TGF-B2 showed differences between preterm and full-term newborns. 1L-10 was higher in
Group 2 compared to Group 1. Controlling for preeclampsia and chorioamnionitis, Group 3
had higher TNF-a levels compared to the other groups and higher TGF-p1 levels compared to
Group 1; Group 1 had higher IL-8 levels compared to Group 2. An increase in one unit of IL-
8 increased 6 times the chance to develop DBP and the increase in one unit of TGF-f1
decreased this chance by 0.33 times; the increase in one unit of IL-6 increased 16 times the
chance to develop ROP. Conclusion: There are significant differences between the
inflammatory profile of full- term and preterm newborns in the first days of life, which are
related to clinical outcomes associated with prematurity.

This work was supported by grants from CNPq and FIPE-HCPA.

Key Words: Newborn. Preterm newborn. Cytokine. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

O nascimento prematuro é uma situagdo cada vez mais comum, com grandes impactos
na sociedade, tanto por ocasido do nascimento quanto por comorbidades que estes pacientes
apresentam ao longo da vida quando sobrevivem. Estima-se que, mundialmente, em torno de
15 milhdes de recém-nascidos nascam pre-termo a cada ano, 0 que corresponde a
aproximadamente 10,6% dos nascimentos (CHAWANPAIBOON et al., 2019) e a perspectiva
é que este nimero aumente cada vez mais. No Brasil, estima-se que a taxa de prematuridade
seja de 11.5%, o que aproxima-se das estimativas globais (LEAL et al., 2016).

Devido a melhoria na assisténcia aos recém-nascidos pré-termo, o0 numero de
pacientes que sobrevivem tem aumentado progressivamente; porém esta sobrevida ainda esta
associada a uma alta morbidade, com um impacto significativo na qualidade de vida destes
pacientes e seus familiares. Estes fatos nos alertam para a importancia de compreender melhor
as diferencas entre os recém-nascidos a termo e o0s pré-termo, com o intuito de melhorar o
atendimento a estes pacientes e consequentemente sua qualidade de vida.

O nascimento € um momento de estresse para o feto, com uma série de mudancas
adaptativas no seu organismo. Através de diversos estudos que avaliaram a presenca de
marcadores inflamatorios no liquido amniotico, placenta e corddo umbilical, sabemos que este
€ um momento em que uma cascata desses marcadores séo ativados e liberados (LYON et al.,
2010; NESIN; CUNNINGHAM-RUNDLES, 2000; OPSJ@N et al., 1993). Essa ativacdo da
cascata inflamatdria pode ser mantida nos primeiros dias de vida e, quando associada a fatores
capazes de perpetua-la, é capaz de trazer repercussdes para o recém-nascido, sendo um dos
fatores contribuintes para as patologias associadas a prematuridade.

O entendimento da condicdo inflamatoria em que o recém-nascido se encontra pode
contribuir para a compreensdo de patologias manifestas em recém-nascidos pré-termo e
consequentemente auxiliar em um melhor manejo e prevencdo destas doencas. Portanto, o
presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade inflamatoria dos recém-nascidos pré-
termo, comparando-a com a de recém-nascidos a termo, sem comorbidades, bem como avaliar
0 impacto das alteragfes inflamatorias dos recém-nascidos pré-termo nos desfechos
associados a prematuridade, entendendo que, ao observarem-se diferencas entre estes dois
grupos e associacOes entre a condicdo inflamatdria dos recém-nascidos pré-termo e seus
desfechos, mais um passo seja dado para melhorar a assisténcia a este grupo de recém-

nascidos tdo vulneravel.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PROCESSO INFLAMATORIO NO RECEM-NASCIDO

Inflamacdo € uma resposta do organismo a um processo infeccioso ou a uma leséo
tecidual capazes de ativar o sistema imune (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2017). O fetoe o
recém-nascido dependem principalmente de componentes da imunidade inata, visto que a
imunidade adaptativa ndo esta plenamente desenvolvida nesta fase; uma das primeiras formas
de resposta imune é a fagocitose através dos macrofagos, que leva a liberacdo de fatores
inflamatdrios (LYON et al., 2010). Apos a deteccdo de sinais de alerta pelas células
responsaveis pela imunidade (macrofagos, neutrofilos, células natural killer, entre outras) a
resposta inflamatoria tem inicio. Os sinais de alerta podem ser caracterizados em dois
subtipos principais, padrbes moleculares associados a patdégenos (PAMP) e padrdes
moleculares associados a danos (DAMP). PAMP sdo associados a processos infecciosos e sao
estruturas de agentes infecciosos capazes de estimular a imunidade, entre elas estdo lipideos
de parede celular, proteinas de bactérias e acidos nucleicos de virus (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2017; SRINIVASAN; HARRIS; KILPATRICK, 2017). DAMP séo relacionados
com uma resposta a lesdo ou outros eventos inflamatérios, como queimaduras ou trauma por
exemplo, e sdo componentes celulares enddgenos capazes de ativar o sistema imune,
liberados apds estresse tecidual (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2017; SRINIVASAN;
HARRIS; KILPATRICK, 2017).

Ao nascimento, o feto é submetido a um estimulo de estresse que desencadeia uma
resposta inflamatoria (GOTSCH et al., 2007; LYON et al., 2010; NESIN; CUNNINGHAM-
RUNDLES, 2000; SARANDAKOU et al., 1998). Essa resposta inflamatdria é inicialmente
mediada principalmente pelas citocinas. Diversos estudos mostram alteracfes nas citocinas
dosadas em sangue materno, em placenta e em corddo umbilical (LYON et al., 2010;
OPSJ@N et al., 1993). Apesar de ser uma resposta normal ao processo do nascimento, quando
essa resposta inflamatdria sistémica no feto e recém-nascido encontra-se alterada, ela pode
estar associada a consequéncias como lesdo em tecido pulmonar, intestinal ou cerebral, a
curto e longo prazo (GOTSCH et al., 2007; LEVITON et al., 2012).

Citocinas sdo proteinas secretadas por células do sistema imunologico e agem
principalmente como mediadoras da resposta imune e inflamatdria, apesar de participarem

também como estimuladoras da hematopoiese fetal e na maturacéo de 6rgaos fetais (ABBAS;
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LICHTMAN; PILLAI, 2017; LYON et al., 2010; SRINIVASAN; HARRIS; KILPATRICK,
2017). Elas controlam a resposta inflamatdria através de mecanismos pro-inflamatérios e
também anti-inflamatdrios, no intuito de otimizar a resposta do organismo ao agente agressor.
Sabe-se que um desbalango neste controle pro e anti-inflamatério pode trazer consequéncias
ao organismo atraves, por exemplo, de uma resposta inflamatoria exagerada que pode levar ao
desenvolvimento de um quadro grave de sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SIRS)
ou mesmo através do desenvolvimento de um quadro de autoimunidade.

Estudos que analisaram a resposta das citocinas a agentes agressores observaram que
cada uma tem um momento diferente de liberagéo, atingindo seu pico e nadir em um tempo
diferente, mas tendo em comum uma meia-vida curta (ANDERSON; BLUMER, 1997;
DEMBINSKI et al., 2003; SCHULTZ et al.,, 2004; ZHOU et al., 2010). Para efeitos de
estudos, citocinas sdo classificadas conforme seu efeito principal em pré e anti-inflamatorias
(LYON et al., 2010). Dentre as citocinas analisadas neste estudo, as pro-inflamatérias sdo
Fator de Necrose Tumoral-o. (TNF-a), Interleucina-18 (IL-1pB), Interleucina-8 (IL-8) e
Interleucina-6 (IL-6); e as anti-inflamatorias sdo Interleucina-10 (IL-10), Fator de
Transformacdo de Crescimento-B1 (TGF-B1) e Fator de Transformacdo de Crescimento-p2
(TGF-B2). Mais detalhes sobre cada citocina sé&o abordados abaixo.

2.1.1 TNF-a

Uma das principais citocinas pré-inflamatorias, o TNF-a. € um marcador inicial de
inflamacdo sistémica, desencadeando uma resposta inflamatdria local, ativando células
inflamatorias e desencadeando uma sinalizacdo para a liberacdo de outras citocinas, como IL-
1B e IL-6 (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2017; SRINIVASAN; HARRIS; KILPATRICK,
2017). Também apresenta um efeito de feedback positivo, agindo como um estimulo para
mais liberacdo de TNF-a. Além de um efeito local, 0 TNF-a, quando em concentracdes altas,
tem acdo sistémica, gerando estimulos pirogénicos, ativando o sistema de coagulacdo e
suprimindo a maturacdo da medula dssea (ANDERSON; BLUMER, 1997). Quando em
concentragdes muito altas, estd associado a quadros de choque, ao ter efeito no sistema
cardiovascular, podendo estimular depressdo miocardica, hipotenséo e quadros de coagulagéo
intravascular disseminada (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2017; ANDERSON; BLUMER,
1997).
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No feto, ele é produzido pelas células de Kupffer e células placentarias mononucleares
(NESIN; CUNNINGHAM-RUNDLES, 2000; SRINIVASAN; HARRIS; KILPATRICK,
2017). No liquido amniético, observou-se um aumento desta citocina com ruptura prematura
de membranas, trabalho de parto prematuro e aborto (SRINIVASAN; HARRIS;
KILPATRICK, 2017). Mondcitos presentes no cordao umbilical também sdo responsaveis por
secretar TNF-a. Em um estudo foi possivel demonstrar que para recém-nascidos pré-termo a
producdo de TNF-a pelos mondcitos do corddo umbilical € menor que a producdo de recém-
nascidos a termo e adultos (FORSTER-WALDL et al., 2005). Estudos com recém-nascidos a
termo comparando amostra de sangue de corddo e sangue periférico observaram que esta
citocina ja esta elevada nos recém-nascidos ao nascimento, com um aumento nos primeiros
dias de vida, o que sugere um processo inflamatdrio associado ao nascimento, com ativacdo
do sistema imune do recém-nascido (PROTONOTARIOU et al., 1999; SARANDAKOU et
al., 1998).

2.1.2 IL-1B

Também uma das citocinas pré-inflamatorias mais importantes e de liberagéo inicial
em processos inflamatorios, a IL-1p tem acdo semelhante ao TNF-a, estimulando a sintese de
outros mediadores inflamatérios (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2017; SRINIVASAN;
HARRIS; KILPATRICK, 2017). Sua acdo esta também relacionada & estimulacdo da
producdo de prostaglandinas, sendo possivelmente uma das citocinas responsaveis por
desencadear o trabalho de parto (MALAMITSI-PUCHNER et al., 2005; NESIN;
CUNNINGHAM-RUNDLES, 2000). Quando estimulada por endotoxinas ex vivo, observou-
se que o pico de IL-1B ocorre logo apds o pico da TNF-a, em torno de duas horas apés a
estimulacdo, sendo indetectavel apds trés horas e meia, na auséncia de estimulo persistente
(ANDERSON; BLUMER, 1997).

Assim como 0 TNF-a, no feto a IL-1p é produzida pelas células de Kupffer e esta
presente no liquido amniotico, com um dos estimulos para sua producdo sendo a ruptura
prematura de membranas (SRINIVASAN; HARRIS; KILPATRICK, 2017). Tambeém ¢é
produzida por mondcitos e diversos outros tipos celulares, como células endoteliais e
epiteliais (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2017). Sarandakou e colaboradores (1998)
demonstraram que em recém-nascidos a termo, IL-1 encontra-se elevada no primeiro dia de

vida, comparada com valores observados em adultos.
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2.131L-6

IL-6 é uma importante citocina pro-inflamatéria, com efeitos locais e sistémicos
(ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2017). Ela tem efeitos inflamatdrios, participa na resposta
imune, atua na hematopoiese e também na transicdo da resposta imune aguda para a resposta
imune cronica (NESIN; CUNNINGHAM-RUNDLES, 2000; SRINIVASAN; HARRIS;
KILPATRICK, 2017). Sua producdo é estimulada em resposta a PAMP e também por outras
citocinas, como TNF-a e IL-18 (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2017; SRINIVASAN;
HARRIS; KILPATRICK, 2017). A semelhanca do IL-1p e TNF-qo, ela também é produzida
pelas células de Kupffer, monacitos, fibroblastos e células vasculares endoteliais (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2017; SRINIVASAN; HARRIS; KILPATRICK, 2017).

Diversos estudos a identificaram no liquido amni6tico e corddao umbilical (OTSUBO
et al., 2017; ROMERO et al., 2016a; SARANDAKOU et al., 1998; SRINIVASAN;
HARRIS; KILPATRICK, 2017). O aumento de IL-6 em sangue de corddo umbilical é
utilizado para caracterizar a sindrome da resposta inflamatéria fetal (GOTSCH et al., 2007;
ROMERQO et al., 2016b). Seu aumento foi relacionado também & ocorréncia de trabalho de
parto e quando comparada com valores encontrados em adultos, observou-se que a IL-6
encontra-se aumentada no primeiro dia de vida em recém-nascidos a termo, achados que
reforcam que o nascimento leva a um estresse que gera uma resposta inflamatéria no recém-
nascido (JOKIC et al., 2000; SARANDAKOU et al., 1998). Em estudo de recém-nascidos
com sepse precoce, observou-se que o momento da coleta do sangue influencia os niveis
plasmaticos de IL-6, sendo que ha uma reducéo significativa do nivel circulante desta citocina
apos 24 horas de vida (PROCIANQY; SILVEIRA, 2004).

2.141L-8

A IL-8 faz parte de uma familia das citocinas chamadas de quimiocinas. As
quimiocinas sdo responsaveis pela ativacdo de leucdcitos e recrutamento destes ao local de
inflamacdo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2017; SRINIVASAN; HARRIS;
KILPATRICK, 2017). Ela é produzida por leucocitos e diversas outras celulas como
macrofagos, fibroblastos e células epiteliais. Sua producdo e consequente liberacdo séo
estimuladas por PAMP e também outras citocinas envolvidas no processo inflamatorio, entre
elas 0 TNF-a e IL-1p (ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2017).



29

A IL-8 também € encontrada no liquido amniotico e no sangue de corddo umbilical
(OTSUBO et al., 2017; ROMERO et al., 2016a; SRINIVASAN; HARRIS; KILPATRICK,
2017). Em trabalho que analisou a producéo de IL-8 em mondcitos de corddo umbilical de
recém-nascidos foi observado que estes apresentam porcentagem de células positivas para IL-
8 maiores que adultos e ainda que, comparado com adultos e outros recém-nascidos pre-termo
e a termo, os pré-termo com idade gestacional menor que 32 semanas com infeccédo
comprovada sdo 0s que apresentam a maior porcentagem de mondcitos positivos para IL-8
(SCHULTZ et al., 2002, 2004).

2.1.51L-10

IL-10 é uma citocina de acdo predominantemente anti-inflamatoria envolvida na
regulacdo da resposta imune. Ela € produzida por células imunes ativadas, como macrofagos e
linfocitos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2017; SABAT et al., 2010). Suas atuacfes
envolvem a inibigdo da sintese de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, IL-1pB, IL-6 e IL-
8, a modulacdo da acdo de outros agentes inflamatdrios e a estimulagdo da producgdo de
citocinas anti-inflamatérias (BORISH, 1998; SABAT et al., 2010). Apesar de uma acgéo
predominantemente anti-inflamatoria, a IL-10 também age estimulando a imunidade humoral
e respostas imunes citotoxicas (BORISH, 1998). Sua liberacdo ocorre mais tardiamente na
resposta inflamatoria em comparacdo com outras citocinas e um dos principais estimulos para
sua secrecdo € o TNF-a (BORISH, 1998).

A IL-10 pode ser encontrada em altos niveis no Utero e placenta durante a gestacao,
agindo como uma reguladora dos processos inflamatérios; sabe-se também que sua producao
placentaria atua na prevencdo da rejeicdo imune do feto (BLANCO-QUIROS et al., 2000;
SRINIVASAN; HARRIS; KILPATRICK, 2017). Estudo que avaliou a presenca de 1L-10
em sangue de corddao demonstrou que recém-nascidos pré-termo tém concentracdo maior
desta citocina que recém-nascidos a termo, o que pode ser explicado pelo efeito
imunossupressivo observado durante a gestacdo, que diminui quando esta aproxima-se do
termo (BLANCO-QUIROS et al., 2000). No entanto, quando avaliada a capacidade de
producdo de IL-10 em sangue de corddo de recém-nascidos em comparacdo com sangue de
adultos, apds estimulacéo ex vivo, foi observado que a producdo é menor nos recém-nascidos

e também que o efeito inibitorio desta citocina sobre IL-6, IL-8 e TNF-a. € menor nos recém-
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nascidos que em adultos, o que pode explicar um estado inflamatorio mais exacerbado nesta

populacgéo, devido a dificuldade em modular a resposta inflamatoria (SCHULTZ et al., 2004).

2.1.6 TGF-p

O TGF-B engloba uma familia de citocinas que podem ser subdivididas em TGF-B1,
TGF-B2 e TGF-B3. Estas citocinas também tém funcdo de regulacdo do sistema imune, com
uma acdo predominantemente anti-inflamatéria. Células do sistema imune produzem
predominantemente TGF-f1, enquanto TGF-B2 é encontrado mais abundantemente no leite
materno (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2017; LI et al., 2006; TAKAHASHI et al., 2015).
Eles agem inibindo a ativacdo de macrdfagos, neutrofilos e células endoteliais, estimulando a
producdo de imunoglobulina A e também participando na reparagdo tecidual apds o término
da resposta imune e inflamatéria (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2017; LI et al., 2006;
OKAMURA et al., 2015). Além de sua funcdo imune, a familia de TGF-B tém acdo no
desenvolvimento do embrido, no crescimento e diferenciacdo de células epiteliais, no
processo de carcinogénese e no processo cicatrizacdo e fibrose (LETTERIO; ROBERTS,
1998; LI et al., 2006).

Liberado em sua forma latente, para iniciar sua acdo, o TGF-P precisa ser ativado; in
vitro esta acdo pode ser realizada usando calor, pH extremo ou proteases; in vivo este
processo € mais complexo e envolve diversos mecanismos, como necessidade de ativacdo
proteolitica e interacdo com outras moléculas (LI et al., 2006). Observacdo dos niveis de
TGF-p em sangue de corddo demonstrou que TGF-B1 é encontrado em niveis mais altos que
TGF-B2 ao nascimento (TAKAHASHI et al., 2015). Niveis altos de TGF- em sangue de
corddo e também sua presenca no leite materno sugerem um papel importante desta citocina

no desenvolvimento fetal e na imunidade neonatal.

2.2 PREMATURIDADE

Idade gestacional é definida pelo tempo transcorrido desde o primeiro dia da ultima
menstruacdo da mée até o nascimento do recém-nascido. De acordo com a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), um nascimento é considerado prematuro quando ocorre em idade
gestacional inferior a 37 semanas e a termo quando ocorre com idade gestacional igual ou
superior a 37 semanas (WORLD HEALTH ORGANIZATION et al., 2012). Diversas sao as
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causas e fatores de risco para a ocorréncia de um parto prematuro, apesar de a maior parte dos
partos prematuros ndo estarem relacionados a nenhum fator de risco claro. Fatores ambientais
podem influenciar um parto prematuro, assim como fatores genéticos, imunoldgicos,
inflamatdrios e de estresse maternos (CAPPELLETTI et al., 2016). Sabe-se que 0 nascimento
prematuro tém associacdo com mortalidade e morbidade na infancia e adolescéncia (ANCEL
et al., 2015; DE JESUS et al.,, 2012; HARRISON; GOLDENBERG, 2016), mas sua
repercussdo estende-se também para a vida adulta, com um aumento no risco de mortalidade
associado a prematuridade (CRUMP, 2019).

A prematuridade esta relacionada a complicagdes a curto e longo prazo, sendo essas
complicacdes inversamente relacionadas a idade gestacional. Pacientes nascidos pré-termo
ttm um tempo maior de internagdo hospitalar, necessitando muitas vezes de cuidados
intensivos por tempo prolongado. Entre complicagbes a curto prazo, destacam-se as
complicacgdes respiratdrias como doenga da membrana hialina, maior necessidade de suporte
respiratorio e displasia broncopulmonar (DPB); enterocolite necrosante (ECN); maior
incidéncia de sepse neonatal, e complicacbes neurologicas como hemorragia peri-
intraventricular (HPIV), leucomalacia periventricular (LPV), crises convulsivas (PLATT,
2014). Entre complicagdes a longo prazo predominam as complicacdes neuroldgicas e
pulmonares, como paralisia cerebral, atraso no neurodesenvolvimento, transtorno do déficit de
atencdo e hiperatividade, maior incidéncia de autismo e pior fungdo pulmonar (FAWKE et al.,
2010; FRANZ et al., 2018; SAIGAL; DOYLE, 2008); porém também sdo importantes e de
grande impacto o déficit visual, associado ou ndo a retinopatia da prematuridade (ROP) e o
déficit auditivo (PLATT, 2014; VOGEL et al., 2018).

2.3 O PROCESSO INFLAMATORIO NO RECEM-NASCIDO PRE-TERMO

O parto é um momento relacionado com desencadeamento de reagdo inflamatoria,
tanto o parto do recém-nascido a termo quanto do pré-termo; porém, enquanto para o recem-
nascido a termo este costuma ser um processo esperado para 0 nascimento, no recém-nascido
pré-termo este processo ocorre da perda da homeostase que regula o periodo de quiescéncia
uterina (CAPPELLETTI et al.,, 2016; PELTIER, 2003; SARANDAKOU et al., 1998;
TUTDIBI et al., 2012). Diversos estudos observaram reacdo inflamatéria presente em tecido
placentario, liquido amniético e cérvice uterino no trabalho de parto, com algumas diferencas
entre 0s nascimentos prematuros e a termo (BOWEN et al., 2002; LIECHTY et al., 1991;
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MENDELSON, 2009). Fatores associados ao parto prematuro, como corioamnionite, infeccéo
materna, ruptura prematura de membranas, trabalho de parto prematuro estdo relacionados
com alteragdes inflamatdrias no recém-nascido e contribuem para uma reagdo inflamatoria
mais abundante e comorbidades no recém-nascido pré-termo (AGHAI et al., 2012;
CAPPELLETTI et al., 2016; FICHOROVA et al., 2015; PAANANEN et al., 2009;
ROMERO et al.,, 2016b; SABIC; KOENIG, 2020; TAKAHASHI et al., 2010). Muito
discutiu-se sobre a capacidade do recém-nascido pré-termo de gerar uma reacdo inflamatdria
devido a sua imaturidade (CHANG et al., 1994; FORSTER-WALDL et al., 2005; LIECHTY
et al., 1991; STRUNK et al., 2011); porém, apesar de possuir um sistema imune imaturo e
de resultados discordantes sobre valores de citocinas nos recém-nascidos, sabe-se que 0
recém-nascido pré-termo tem capacidade para gerar uma reacdo inflamatdria tdo ou mais
intensa que recém-nascidos a termo e adultos. A avaliacdo desta reacdo inflamatéria na
maioria dos estudos é realizada através de sangue de corddo umbilical em vez de sangue
periférico, refletindo fortemente o que acontece no momento periparto.

Em estudo com sangue de corddo verificou-se que recém-nascidos pré-termo
apresentavam niveis de IL-6 e IL-8 semelhantes ou maiores que recém-nascidos a termo e
adultos e também eram capazes de liberar essas citocinas em quantidades significativas apds
estimulacdo e até em tempo mais rapido que adultos (SCHULTZ et al., 2002). Por outro lado,
observou-se também uma menor producdo de IL-6, TNF-a e IL-1p ap0Os estimulacdo em
monaocitos de sangue de corddo de pré-termos comparados com recém-nascidos a termo e
adultos (FORSTER-WALDL et al., 2005; WISGRILL et al., 2016). Estudos que avaliaram o
nivel sérico de diversas citocinas em sangue de corddo umbilical de recém-nascidos pré-termo
e a termo e observaram que IL-6 e IL-8 diminuem quanto maior a idade gestacional, porém o
inverso ocorre para TGF-B1 e TGF-f2 (TAKAHASHI et al., 2010, 2015). Outros estudos que
avaliaram sangue de corddo umbilical de recém-nascidos pré-termo e a termo, observaram
elevacbes em IL-8, IL-10, IL-1p e TNF-a com menor idade gestacional; porém né&o
encontrou-se associacdo entre idade gestacional e IL-6 e TGF-B (BLANCO-QUIROS et al.,
2000; DAMMANN et al., 2001; MATOBA et al., 2009). Dembinski e colaboradores (2003)
avaliaram também a capacidade de producédo de IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-10 no sangue
de corddo de recém-nascidos pré-termo menores de 32 semanas, maiores de 32 semanas e a
termo apds estimulagdo ex vivo e observaram menor producao de IL-6 nos pré-termo menores

de 32 semanas em relacdo aos pré-termo maiores de 32 semanas e recém-nascidos a termo;
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além disso, eles avaliaram também a cinética destas citocinas, tendo-as medido em diferentes
tempos e encontraram o seguinte comportamento das citocinas:

a) IL-1p: producdo significativa apds 4h de incubacdo em todos os grupos, com platd

entre 12-24h e reduzindo apos;

b) TNF-a: pico de producdo apés 8-12h de incubacédo, sem diferenca entre 0s grupos, e

com reducdo dos valores apos as 12h;

c) IL-6: aumento na produgdo ap6s 4h de incubacdo, com pico entre 12-24h e um

pequeno decréscimo apos 48h;

d) IL-8: platb observado entre 8-24h apos incubagao, mas com aumento continuo nos

valores até 48h;

e) IL-10: produgdo significativa observada apds 8h de incubacdo, com um aumento até

atingir o platé em 24h.

Avaliacdo de valores de citocinas em recém-nascidos pré-termo e a termo apo6s 5 dias
de vida demonstrou que os recém-nascidos pré-termo mantém um padrdo inflamatorio mais
expressivo (SKOGSTRAND et al., 2008), indicando uma persisténcia da resposta
inflamatoria, o que sugere uma produgdo neonatal de citocinas e corrobora a capacidade do
recém-nascido pre-termo de produzir uma reacdo inflamatdria significativa. Observou-se
também que o processo inflamatorio tem uma tendéncia a ser difuso nos recém-nascidos pré-
termo extremos, com relagdo entre 0 aumento de uma citocina com aumento concomitante de
outras citocinas (LEVITON et al., 2012).

Estes resultados, por vezes contraditorios, sugerem que o0 recém-nascido pré-termo
tem uma resposta inflamatdria ainda imatura, favorecendo desbalanco na sua regulacédo, que
pode estar associada aos desfechos da prematuridade. Relacédo entre niveis alterados de TNF-
a, IL-8, IL-6, IL-10 e TGF-B1 estdo relacionados a manifesta¢cbes pulmonares como
desconforto respiratério precoce e displasia broncopulmonar (BOSE et al., 2011; LEROY et
al., 2018; OTSUBO et al., 2017; PAANANEN et al., 2009; TAKAHASHI et al., 2010, 2015).
Valores elevados de IL-6, IL-8 e TNF-a foram associados com desenvolvimento de
retinopatia da prematuridade (HELLGREN et al., 2018; HOLM et al., 2017; SILVEIRA;
FORTES FILHO; PROCIANQY, 2011). Lesdes neuronais no recém-nascido pré-termo tém
associacdo com valores elevados de IL-6, IL-8 e TNF-a, enquanto que valores elevados de IL-
10 e TGF-B parecem exercer efeito protetor (DAMMANN; O’SHEA, 2008; LEVITON et al.,
2011; PROCIANQY:; SILVEIRA, 2012). Os marcadores inflamatérios relacionados a

enterocolite necrosante tendem a aumentar proximo a ocorréncia da doenca, tendo sido
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observadas elevacbes nos niveis de 1L-8, IL-6, IL-10, TNF-a e IL-1p (GARG; SHARMA,;
BANSAL, 2018); no entanto, em um estudo foi possivel observar uma reducéo nos niveis de
TGF-B1 ainda nos primeiros dias de vida nos recém-nascidos que desenvolveram enterocolite
necrosante (MAHESHWARI et al., 2014). O processo inflamatério no recém-nascido pre-
termo encontra-se muitas vezes exacerbado ja devido a acontecimentos intrauterinos e a uma
reacdo desencadeada ainda no periodo fetal. Ao terem um sistema ainda imaturo, 0s recém-
nascidos pré-termo tém maior dificuldade no controle desta reacdo inflamatdria, sendo que em
um feto que desenvolva uma sindrome da resposta inflamatoria fetal a tendéncia é que, ao
nascer, este recém-nascido apresente uma resposta inflamatdria sistémica neonatal. Essa
imaturidade no controle da reacdo inflamatoria € capaz de influenciar desfechos da
prematuridade, por este motivo ha tanto empenho na compreensao dos fatores envolvidos no
desencadeamento da reagdo inflamatdria e no comportamento das citocinas nestes recém-

nascidos.
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3 JUSTIFICATIVA

Espera-se que um feto nasca com idade gestacional maior que 37 semanas, momento a
partir do qual é considerado a termo, sem comorbidades associadas; entretanto, o nascimento
prematuro ocorre com frequéncia, com um 6nus para a sociedade tanto em questdes de custos
assistenciais imediatos quanto em questdes de comorbidades associadas a prematuridade
(HARRISON; GOLDENBERG, 2016). Conforme a idade gestacional ao nascimento, este
recém-nascido apresentara diferentes desafios para o seu manejo e um diferente progndéstico
para sua vida futura.

Sabendo que o nascimento € um momento em que hd uma ativacdo da cascata
inflamatdéria no neonato, tanto por motivos fisiolégicos quanto por motivos patoldgicos
(CAPPELLETTI et al., 2016; LYON et al., 2010; PELTIER, 2003), diversos pesquisadores
buscam compreender o comportamento dos marcadores inflamatorios nos recém-nascidos e
sua associacdo com a normalidade ou com o desenvolvimento de patologias
(AMBALAVANAN et al., 2009; OTSUBO et al., 2017; SKOGSTRAND et al., 2008).
Contudo, muitos sdo os estudos voltados para a prematuridade, sem o intuito de tragar uma
comparacdo com aquilo que seria o esperado para o recém-nascido, isto €, um nascimento a
termo, livre de comorbidades.

Muitas das patologias associadas ao recém-nascido pré-termo, como enterocolite
necrosante, displasia broncopulmonar, retinopatia da prematuridade, hemorragia peri-
intraventricular e leucomalacia periventricular tém sua etiologia associada a uma condi¢éo
inflamatdria exacerbada (MAHESHWARI et al., 2014; OTSUBO et al., 2017; TAKAHASHI
et al., 2010). Permanece, entretanto, a questdo de em que momento esta condi¢do inflamatdria
exacerbada precisa estar presente para o desenvolvimento destas doencas, se préoximo a
ocorréncia da doenca ou se uma condigdo apresentada ainda nos primeiros dias de vida é
capaz de influenciar doencas que se desenvolvem mais tardiamente.

O presente estudo propde-se a investigar a atividade inflamatoria dos recém-nascidos
nos primeiros dias de vida, através da aferi¢do de citocinas pro e anti-inflamatdrias em sangue
periférico, trazendo informacGes adicionais a literatura, ja que grande parte dos estudos
publicados até 0 momento realizam coleta em sangue de corddo umbilical. Avaliando tanto
recém-nascidos a termo quanto recém-nascidos pre-termo em diferentes idades gestacionais
podemos tragcar uma comparacdo entre aquilo que seria esperado para um recém-nascido em

condi¢Bes normais e aquilo que se encontra alterado, relacionando também com as doengas



36

mais frequentes da prematuridade associadas a questdes inflamatorias. Estas andlises e
comparacOes sdo relevantes para uma melhor compreensdo dos fatores relacionados a
prematuridade, com um melhor manejo destes pacientes, objetivando uma redugdo nas
comorbidades associadas a prematuridade e consequentemente melhora na morbimortalidade
destes pacientes. Este estudo torna-se também importante quando observamos a escassez de

publicacBes na literatura nacional a respeito deste assunto.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade inflamatdria dos recém-nascidos a termo e pré-termo nas primeiras
72 horas de vida por meio das citocinas IL-1B, TNF-a, IL-8, IL-6, IL-10, TGF-B1 e TGF-B2.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Investigar a existéncia de diferencas entre a atividade inflamatdria de recém-
nascidos a termo de recém-nascidos pré-termo.

b) Averiguar a associacdo entre a atividade inflamatdria do recém-nascido nas
primeiras 72 horas de vida com o desenvolvimento de displasia broncopulmonar.

c) Investigar a associagdo da atividade inflamatdria do recém-nascido nas primeiras 72
horas de vida com a ocorréncia de retinopatia da prematuridade.

d) Examinar a associacao da atividade inflamatoria do recém-nascido nas primeiras 72
horas de vida com enterocolite necrosante.

e) Investigar a associacdo entre a atividade inflamatoria do recém-nascido nas
primeiras 72 horas de vida com hemorragia peri-intraventricular.

f) Avaliar a associacdo da atividade inflamatéria do recém-nascido nas primeiras 72
horas de vida com leucomal&cia periventricular.

g) Investigar a associagdo entre a atividade inflamatéria do recém-nascido nas
primeiras 72 horas de vida com a ocorréncia de 6bito
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5 HIPOTESES

A menor idade gestacional esti associada a aumento da atividade inflamatdria dos
recém-nascidos nas primeiras 72 horas de vida. Uma atividade inflamat6ria aumentada nos
primeiros dias de vida influencia desfechos desfavoraveis relacionados a prematuridade, como
displasia broncopulmonar, retinopatia da prematuridade, enterocolite necrosante, hemorragia

peri-intraventricular, leucomalacia periventricular e ébito.
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6 METODO

6.1 DELINEAMENTO

Estudo transversal seguido de uma coorte constituido de trés grupos: Grupo 1 recém-
nascidos pré-termo com idade gestacional menor que 28 semanas, Grupo 2 recém-nascidos
pré-termo com idade gestacional maior ou igual a 28 semanas e menor que 33 semanas €
Grupo 3 recém-nascidos a termo com idade gestacional maior ou igual a 38 semanas, isentos

de comorbidades.

6.2 PARTICIPANTES

Foram selecionados para participar neste estudo recém-nascidos pré-termo com idade
gestacional ao nascimento menor que 33 semanas e recém-nascidos a termo com idade
gestacional maior ou igual a 38 semanas nascidos no Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA) internados na Unidade de Tratamento Intensivo (UTI) Neonatal e no Alojamento
Conjunto desta instituicdo, respectivamente. Os participantes foram recrutados no periodo de
2014 a 2017, aleatoriamente.

6.2.1 Critérios de exclusao
6.2.1.1 Para todos os participantes
a) Recém-nascidos admitidos na neonatologia provenientes de outro hospital;
b) Presenca de malformacGes congénitas ou sindromes genéticas;
c) Recém-nascidos com suspeita de infecGes congénitas;
d) Recém-nascidos de maes portadoras do virus HIV.

6.2.1.2 Critério adicional exclusivo para o0s recém-nascidos a termo

a) Recém-nascidos com internacdo em Unidade Neonatal;

b) Recém-nascidos de maes com pré-eclampsia e/ou corioamnionite.
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6.3 PROCEDIMENTOS DE COLETA DE DADOS

Para os recém-nascidos pré-termo com idade gestacional menor que 33 semanas, a
familia foi contatada para autorizar inclusdo na pesquisa apds 0 nascimento. Para 0s recém-
nascidos a termo com idade gestacional maior ou igual a 38 semanas, a familia foi contatada
para autorizar inclusdo na pesquisa ap0s haver indicacdo de coleta de sangue pela equipe
assistente. Termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelos responsaveis dos

participantes foi obtido previamente a coleta dos dados de todos que aceitaram participar.

6.3.1 Variaveis laboratoriais

Quando indicado por motivos clinicos coleta de sangue dos pacientes participantes da
pesquisa nas primeiras 72 horas de vida, volume adicional de 1ml foi coletado e armazenado
em frasco contendo EDTA; as amostras foram coletadas preferencialmente na primeira
indicacdo de coleta de sangue. A coleta de sangue foi realizada por médico assistente quando
paciente portador de cateter arterial umbilical ou por coletador contratado do hospital quando
realizada coleta de sangue periférico.

Apls a coleta de sangue e armazenamento em frasco apropriado, o sangue foi
centrifugado dentro de 30 minutos e separado o plasma, que foi armazenado em frascos de
Eppendorf®. O frasco contendo plasma foi adequadamente identificado e congelado a -80°C
para andlise conjunta de todas as amostras. As amostras permaneceram armazenadas em
freezer da Unidade de Analises Moleculares e de Proteinas (UAMP) do Centro de Pesquisa
Experimental do HCPA.

Foram avaliadas em cada recém-nascidos as seguintes citocinas para identificacdo da
atividade inflamatoria presente nas primeiras 72 horas de vida: As citocinas pré-inflamatorias
TNF-a, IL-1p, IL-8, IL-6; e as citocinas anti-inflamatorias IL-10, TGF-B1 e TGF-B2.

6.3.2 Variaveis clinicas

Os dados clinicos dos pacientes e de suas progenitoras foram coletados durante o
periodo de internagdo na Unidade de Tratamento Intensivo Neonatal ou no Alojamento
Conjunto e registrados em ficha de acompanhamento individual (Anexo A). Quando

necessario, foi realizada uma revisdo de prontuario.
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As variaveis maternas e obstétricas foram registradas em prontuario materno, obtidas
atraves da carteira de acompanhamento de pré-natal ou de acompanhamento realizado dentro
do hospital de nascimento:

a) ldade materna;

b) Infeccdo de trato urindrio no terceiro trimestre de gestacdo: determinada por

urocultura positiva;

c) Corioamnionite: diagnéstico por anatomopatoldgico (apenas avaliado para pacientes

cujas placentas foram enviadas para anatomopatoldgico);

d) Pré-eclampsia: diagnosticada por pressao arterial sistolica > 140 mmHg ou pressao

arterial diastolica > 90 mmHg em duas ou mais ocasifes apds 20 semanas de gestacao,

associada a proteinaria maior que 300 mg em amostra de urina de 24 horas ou indice
proteina/creatinina urinaria maior que 0,3 mg/dL, em mulher sem diagnostico prévio
de hipertensdo ou doenca renal (AMERICAN COLLEGE OF OBSTETRICIANS

AND GYNECOLOGISTS AND OTHERS, 2019);

e) Diabetes mellitus gestacional: definida por glicemia em jejum > 92 mg/dL; ou ap0ds

teste de sobrecarga oral com 75g de glicose com resultado de glicemia 1 hora apds

sobrecarga > 180 mg/dL ou Glicemia 2 horas ap6s sobrecarga > 153 mg/dL

(OLIVEIRA; VENCIO, 2017);

f) Uso de corticdide antenatal.

As variaveis do nascimento sdo registradas em ficha de atendimento de sala de parto e
definidas pelo pediatra atendente no momento do parto:

a) ldade gestacional: avaliada pela data da ultima menstruacdo confiavel ou ultrassom

obstétrico precoce (realizado nas primeiras 12 semanas da gesta¢do); na auséncia de

uma destas informagdes, determinada pelo exame clinico neonatal atraves do método

de New Ballard ou Capurro (BALLARD et al., 1991; CAPURRO et al., 1978);

b) Peso de nascimento: aferido em balanca eletrénica devidamente calibrada, em todos

0s recém-nascidos, no centro obstétrico, no momento do nascimento;

c) Classificagdo quanto ao peso e idade gestacional: recém-nascidos classificados em

Pequeno para Idade Gestacional (PI1G), Adequado para ldade Gestacional (AIG), ou

Grande para ldade Gestacional (GIG), conforme a classificacdo de Alexander

(ALEXANDER et al., 1996);

d) Sexo biolégico;
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e) Tipo de parto: classificado em parto vaginal ou cesareo;

f) Escore de Apgar: verificado no 1° e 5° minutos de vida, conforme classificacdo de
Apgar (APGAR, 1952);

g) Tempo de bolsa rota.

As variaveis do recém-nascido foram avaliadas pelo acompanhamento do recéem-

nascido durante periodo de internacdo ou revisao de prontuério, quando necessario.

a) Retinopatia da prematuridade: avaliada e classificada por oftalmologista experiente
através de avaliacdo realizada rotineiramente em todos os recém-nascidos pré-termo
apos a quarta semana de vida;

b) Displasia broncopulmonar: definida pelo uso de oxigénio suplementar por periodo
igual ou superior a 28 dias de vida (JOBE; BANCALARI, 2001);

c) Entecorolite necrosante: definida conforme os critérios de Bell, modificados
posteriormente por Walsh e Kleigman, a partir do estagio 11, conforme protocolo do
servico (BELL et al., 1978; WALSH; KLIEGMAN, 1986);

d) Hemorragia peri-intraventricular grau 2 ou maior: diagnosticada por ecografias
cerebrais seriadas por operador experiente, usada classificacdo de Papile (PAPILE et
al., 1978);

e) Leucomalécia periventricular: diagnosticada através de ecografia cerebral e
ressonancia nuclear magnética, realizadas por radiologista experiente;

f) Alta ou ébito: desfechos determinantes do término de acompanhamento do paciente.

6.4 CALCULO DO TAMANHO DE AMOSTRA

Para calculo de tamanho de amostra, utilizou-se o software G*Power 3.1.9.4® (FAUL

et al., 2007) desenvolvido para ciéncias sociais e biomédicas com base no poder estatistico (1-

B) e no erro aceitavel (o) para calculo de Anélises de Variancia (ANOVA) com trés grupos e

uma variavel independente (i.e., idade gestacional). Foi definido um erro de 0.05, selecionado

um poder estatistico de 0.90, e o tamanho do efeito da ANOVA foi utilizado com base no n

de 0.13, segundo recomendacdes de tamanho de efeito “grande” para tamanho de efeito da
ANOVA (COHEN, 1988). Obteve-se um tamanho de amostra total de 97 participantes (i.e.,

cerca de 33 por grupo). Optou-se por coletar em torno de 20% a mais de participantes devido

a possibilidade de perdas.
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6.5 PROCEDIMENTOS DE ANALISE DE DADOS

6.5.1 Andlise das Variaveis Laboratoriais

As andlises laboratoriais das citocinas plasmaticas IL-18, TNF-a, IL-8, IL-6, 1L-10
foram realizadas usando o kit HCYTOMAG-60K-05-MILLIPLEX MAP HUMAN CYTO-
KINE/CHEMOKINE MAGNETIC BEAD PANEL-05 PLEX® (marca Merck-Millipore).
Este € um ensaio de multiplex para a determinacdo quantitativa simultnea de citocinas, com
uma precisdo intra e inter ensaios variando de 1,6 a 18,3%. As analises laboratoriais dos
fatores de transformacédo de crescimento 1 e 2 foram realizadas usando o kit disponivel
comercialmente TGFBMAG-64K-03-MILLIPLEX MAP TGF MAGNETIC BEAD 3 PLEX
KIT® (marca Merck-Millipore). Este é um ensaio de multiplex para a determinagédo
quantitativa simultanea desses fatores de crescimento, com uma precisdo intra e inter ensaios
de 4,6 a 7,0% para TGF-B1 e TGF-B2. As leituras dos kits HCYTOMAG-60K- 05® para 0s
grupos de recém-nascidos pré-termo e dos kits TGFBMAG-64K-03® para os todos o0s
participantes foram realizadas no aparelho Luminex 200® (Austin, Texas) e analisadas com
software XPONENT®. A leitura do kit HCYTOMAG-60K-05® para 0s recém-nascidos a
termo foi realizada no aparelho MAGPIX® e analisada com software Milliplex Analyte V.5.1
Flex®. Todas as amostras foram centrifugadas durante 5 minutos a 3.000 rotagdes por minuto
(RPM) pela equipe de pesquisa antes do ensaio a fim de obter 300mcL de plasma. As
amostras foram analisadas em duplicata, seguindo as orienta¢cdes do fabricante.

O principio da técnica € o de uma reacgéo tipo antigeno-anticorpo, de forma semelhante
ao método de ELISA convencional. A diferenca reside no fato de que o kit Luminex contém
microesferas marcadas com diferentes fluorescéncias intrinsecas e cobertas com os anticorpos
de captura desejados que apds a mistura com 0s reagentes apropriados para cada kit irdo reagir
com 0s antigenos especificos na amostra. A leitura ocorre pelo espectro de emisséo de luz a
partir de cada reacdo que cada diferente analito promovera. Cada anticorpo imobilizado
dentro dos espacos da placa emite luz em determinado comprimento de onda e o leitor do
aparelho promove a leitura, neste caso, em diferentes comprimentos de onda correspondente a
cada um dos analitos disponiveis na analise. Fez-se necessario 0 uso de dois kits multiplex,
um contendo cinco citocinas para analise: IL-6, IL-8, IL-10, IL-1p e TNF-a e 0 segundo
contendo TGF-B1 e TGF-B2. Os aparelhos e softwares utilizados para leitura e analise dos kits



46

seguiram a recomendacao do fabricante, tendo sido devidamente calibrados e ajustados para
0s procedimentos.

Cada kit é composto por uma placa para analise, reagentes, analitos e beads
magnéticas, necessarios para o processamento das amostras. Para cada analise € realizada uma
curva padrdo e dois controles de qualidade para verificacdo e qualificacdo dos resultados. As
amostras, curva padrdo e controles foram analisados em duplicatas e o coeficiente de
variabilidade foi avaliado para cada citocina de cada amostra. Os resultados emitidos apds a
leitura da placa foram analisados para validagéo dos resultados. Foi observada a adequacéao da
curva padrdo conforme os standards; uma contagem minima de 50 beads por poc¢o era
necessaria para o resultado. Foram também avaliados os coeficientes de variabilidade da
duplicata, sendo que um coeficiente menor que 15% foi considerado adequado e foi
observado para que menos que 20% das duplicatas tivessem um coeficiente maior que 25%.
Amostras com coeficiente de variabilidade maior que 20% foram sinalizadas para avaliacdo e
possivel exclusdo. Cada citocina tem um nivel minimo de deteccao especifico conforme o kit,
especificado a seguir para cada uma: TNF-a 0,7pg/mL; IL-1p 0,8pg/mL; IL-6 0,9pg/mL; IL-8
0,4pg/mL; IL-10 1,1pg/mL; TGF-B1 6,0pg/mL; TGF-B2 6,6pg/mL. Devido ao fato de a
maioria dos resultados de IL-1f encontrarem-se abaixo deste nivel de detecgdo, optou-se por

excluir esta citocina das analises.

6.5.2 Analise estatistica

Analises descritivas para todas as caracteristicas dos pacientes foram calculadas.
Comparacdes a respeito das diferencas entre os grupos de recém-nascidos foram feitas com
base no teste de Kruskal-Wallis para variaveis continuas e Qui-Quadrado de Pearson para
variaveis categoricas. Para cada uma das hipoteses de trabalho, foram utilizados métodos
estatisticos especificos. Em funcdo da amostra ndo seguir uma distribuicdo normal, os dados
das citocinas foram normalizados para todas as analises por meio de uma transformacao
utilizando escore padrdo (escore z). Utilizou-se software estatistico IBM SPSS Statistics®,
versdo 21 (IBM CORP., 2012), para analises.

Para investigar a primeira hipdtese que a idade gestacional influencia a atividade
inflamatoria dos recém-nascidos nas primeiras 72 horas de vida, utilizou-se Anélises de
Variancia (ANOVA) Univariadas com idade gestacional em trés grupos como variavel

independente, sendo eles (1) pré-termo com idade gestacional menor que 28 semanas, (2) pré-
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termo com idade gestacional maior ou igual a 28 semanas e menor que 33 semanas, e (3)
termos nascidos com idade gestacional maior ou igual a 38 semanas. As variaveis
dependentes foram as trés citocinas pro-inflamatérias Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a),
Interleucina-8 (IL-8), Interleucina-6 (IL-6); e as trés citocinas anti-inflamatdrias Interleucina-
10 (IL-10) e os fatores de transformacdo de crescimento Bl e B2 (TGF-B1, TGF-p2). Como
medida de controle adicional, foram realizadas Analises de Covariancia (ANCOVA) para
cada uma dessas andlises em fungdo das caracteristicas maternas pré-eclampsia e
corioamnionite. Foi usado um fator de corre¢cdo de Bonferroni para comparacdes planejadas e
todos os tratamentos estatisticos utilizaram um nivel de significancia a de 0.05 para testes de
hipdteses.

Para avaliar a segunda hipOtese que as citocinas influenciam os desfechos
desfavoraveis associados com os recém-nascidos, utilizou-se inicialmente uma analise de
correlacdo bivariada de Pearson para identificar o fator preditor de cada citocina nos
desfechos clinicos. Na sequéncia, todas as citocinas foram confrontadas (como variaveis
independentes) em Analises de Regressdo Logistica para cada desfecho clinico dos pacientes
como variavel dependente. Odds Ratios foram estimados com 95% de intervalo de confianca
para cada variavel. Os desfechos avaliados foram DBP, ROP, ECN, HPIV, LPV e 6bito.

6.6 CONSIDERACOES ETICAS

Conforme a Resolucdo CNS 466/2012, que estabelece as diretrizes e normas
regulamentadoras para pesquisa com seres humanos, 0 projeto de pesquisa e 0 termo de
consentimento livre e esclarecido foram submetidos para avaliagdo a Comissdo de Etica em
Pesquisa do HCPA e foram aprovados (CAAE no. 66183617.3.0000.5327).

Para este estudo, foram utilizados dados clinicos e laboratoriais dos pacientes e suas
mées, registrados em ficha de acompanhamento individual e transcritos para formulario
padronizado (Anexo A), identificado por cddigo numérico, preservando o anonimato de cada
individuo.

Visando 0 menor numero de intervengdes possiveis, 0s recém-nascidos ndo foram
submetidos a procedimentos exclusivamente para a pesquisa. A coleta de sangue foi realizada
quando havia indicacdo clinica pela equipe assistente; ao volume desta foi acrescido um

volume adicional minimo para fins da pesquisa, constituindo em menos de 2% da volemia,
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traduzindo-se em um risco infimo para o recém-nascido. Estas informac6es constam no termo

de consentimento informado, livre e esclarecido (Anexo B e Anexo C).
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9 CONSIDERACOES FINAIS

O nascimento é um momento de transi¢do importante quando talvez mais mudancas
ocorram simultaneamente no corpo humano, por isso uma complexidade em todos o0s
mecanismos envolvidos neste processo ndo é surpreendente. E necesséario que ocorra uma
concatenacdo de eventos para que uma pessoa nasca, desde acontecimentos mais grosseiros
até um fino ajuste de sinalizacdo a nivel molecular.

Neste estudo foram observadas diferencas significativas na atividade inflamatoria de
recém-nascidos a termo de recém-nascidos pré-termo nos primeiros dias de vida. Ainda mais,
verificou-se que esta atividade inflamatdria alterada ainda tdo precocemente na vida esta
relacionada a desfechos clinicos nos pacientes pré-termo.

De maneira alguma propomo-nos a extinguir as investigacbes sobre este assunto;
porém consideramos que nossos resultados contribuem para o entendimento da complexa
cadeia de eventos envolvendo a prematuridade, quer corroborando dados previamente
descritos na literatura, quer acrescentando informacdes pertinentes entre as diferengas entre

recém-nascidos a termo e recém-nascidos pre-termo.
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ANEXO A -PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS
PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS

CODIGO RN PRONT.:
SEXO: (1) masculino (2) femininoDN:__/ /  DATAALTA: [ |

DADOS MATERNOS:

Idade materna: ___anos Numero gestagfes: _ Pré-termos anteriores: (1) sim (2) ndo
NuUmero consultas pré-natal:
PRE-ECLAMPSIA (1) sim (2) ndo

DMG/ DM: (1) sim (2) ndo (9) ignorado

ITU/Inf. ovular: (1) sim (2) néo (9) ignorado

HAC: (1) s (2) n (9) ignorado BR: ___horas (1) > 18h (2) < 18h (9) ignorado
LA: (1) alterado (2) claro/ normal (9) ignorado

Cultura de estrepto B: (1) positiva (2) negativa (8) ndo fez
Corticoide: (1) sim completo (2) ndo (3) sim incompleto (9) ignorado

DADOS DA INTERNACAO HOSPITALAR:

Tempo de internagdo: _ diasIGO:__ _semEcocom __ sem IGfinal:___ sem PN:
g Comp:_ cm PC: cm IGP (Ballard, sem): sem Classif. IG/P:
(1) AIG (2) PIG Percentil <3: (1) ndo (2) sim TAX naadmissdo: __ Tipo de parto: (1)
vaginal (2) cesariana (9)ignorado

Indicacgéo:
Apgar 1’: Apgar 5’: SNAPPEII:___

Reanimacdo em sala de parto: (1) ndo precisou (2) O2 inalatério (3) VPP mascara
(4) VPP TET (5) MCE (6) drogas (7) CPAP em SP (9)ignorado

Surfactante sala de parto:(1) sim (2) ndo (9)ignorado

Surfactante outro momento: (1) sim (2) néo (9)ignorado
Horas de vida na primeira dose: horas Surfactante namero total de doses:____
Surfactante: (1) profilatico (2) terapéutico (3) profilatico e terapéutico (8) ndo usou

surfactante (9) ignorado

Sistema Respiratorio:
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DMH: (1) sim (2) ndo (9) ignorado

Hipertensdo pulmonar: (1) sim (2) ndo (9) ignorado

BCP congénita: (1) sim (2) ndo (9) ignorado

BCP adquirida: (1) sim (2) ndo (9) ignorado

Pneumotdrax: (1) sim (2) ndo (9) ignorado

TTRN: (1) sim (2) ndo (9) ignorado

VMAF: (1) sim (2) ndo (9) ignorado  iNO: (1) sim (2) n&o (9) ignorado
Hemorragia pulmonar: (1)sim (2) ndo (9) ignorado

Adaptacdo Respiratdria: (1) sim (2) ndo (9) ignorado

Tempo VM: dias VM ndo invasiva dias TCPAPN: dias
Oxigenioterapia: dias

DBP: (1) sim (2) ndo Corticoide para displasia broncopulmonar: (1) sim (2) ndo Apnéias: (1)
trat. ¢/ xantinas (2) xantinas e doxapram (8) ndo teve apnéias (9) ignorado Suspenso

tratamento com: _dv (___IG corrig) (9) ignorado

Suporte nutricional:
NPP AA nas 24h dv: (1) sim (2) ndo (9) ignorado Tempo de NPT: ___ dias

Inicio da nutricdo enteral:  dv( / / )
Enteral plena (150ml/kg/d): dv ( / 20 )
Peso minimo: g Peso minimo: dav( / /200 ) Recuper.

PN:  dv( / 20 )
NPT plena (3g/kg/dia de AA) com 5dv: (1)sim (2)ndo (8) ndo usou NPT(9) ignorado

Acessos vasculares:
Epicutaneo (PICC): (1) sim (2) ndo (9) ignorado
Disseccéo (flebo): (1) sim (2) nao (9) ignorado

Cateterismo (umbilical): (1) sim (2) ndo (9) ignorado

Infeccoes:

Sepse precoce: (1) sim - dx clinico (2) sim — HMC positiva Germe: (8) ndo teve sepse
precoce

Sepse hospitalar: (1) sim — dx clinico (2) sim — HMC positiva Germe: (8) ndo teve sepse

tardia
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Uso de antibidticos:

Data: Esquema

/120
/120
/120
/120
/120

Meningite neonatal: (1) sim (2) ndo (9)ignorado Germe:
ECN: (1) sim (2) ndo (9)ignorado

Necessidade de intervencéo cirdrgica: (1) sim (2) nao

Sistema Nervoso:

Convulsdes neonatais: (1) sim (2) ndo (9)ignorado

HPIV: (0) ndo teve (1) grau | (2) grau Il (3) grau 11l (4) grau 1V (8) ndo fez eco cerebral
LPV: (1) sim(2) ndo (8) nao fez eco

Ciclo sono-vigilia: (1) ausente (2) imaturo (3) desenvolvido

Sistema Cardiovascular:

PCA: (1) dx ecocardio (2) dx clinico (8) néo teve

PCA (9)ignorado Indometacina: (1) profilatica (2) tratamento (3) profilatico e tratamento (8)
nédo usou (9) ignorado

Ibuprofeno: (1) profilatica (2) tratamento (3) profilatico e tratamento (8) ndo usou (9)
ignorado Fez cirurgia para PCA: (1) sim (2) ndo

Drogas vasoativas nas primeiras 72 horas: (1) sim Quais:

Uso de CTC para choque: (1) sim (2) ndo

Outros:

Osteopenia (nivel + alto de FA): Tratamento: (1) sim (2) ndo (3) ndo teve (9)ignorado
Transfusdo de CHAD:____ (numero de transfusdes)

Data da ultima transfusdo: /__ /200

Hipoglicemia: (1) sim (2) ndo (9)ignorado EIM: (1) sim (2) ndo (9)ignorado
Incompatibilidade ABO: (1)sim (2)n&o (9)ignorado

Exsanguineo transfusdo: (1) sim (2) ndo (9)ignorado
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Uso de imunoglobulina para incompatibilidade ABO: (1) sim (2) nédo (9)ignorado

DADOS DA ALTA HOSPITALAR:
ROP:(0)semROP (1)ROP1 (2)ROP2 (3)ROP3 (4)ROP4 (5)ROPS5 (8) néo fez avaliagcdo
Fez cirurgia para ROP: (1) sim (2) ndo (9) ignorado

OEA: (1) alterado unilateral (2) alterado bilateral (3) normal OEA

Exame neuroldgico: (1) alterado (2) normal (8) nédo realizado

Alta hospitalar com oxigénio: (1) sim (2) ndo

Peso:  gComp:__ _cmPC:__ _cmPB:__cm

Alimentacdo: (1) SM exclusivo (2) Aleitamento misto (3) Férmula exclusiva
Teste do pezinho: (1) normal (2) alterado (8) néo foi feito (9) ignorado
IL-1p_ TNF-q IL-8 IL-6 IL-10 TGF-p1___ TGF-B2
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - responsaveis

N° do projeto GPPG ou CAAE 15-0537

Titulo do Projeto: O papel do microbioma intestinal e da resposta inflamatéria aguda na
sepse neonatal precoce no recém-nascido prematuro — Ha uma associagdo preditiva?

Vocé e seu bebé estdo sendo convidados a participar de uma pesquisa cujo objetivo é
saber se existe uma ligacdo entre infeccdo precoce ou inflamagdo no recém-nascido com
alteracdes nas populacdes de bactérias (germes) que habitam o intestino de bebés prematuros
e de suas maes.

Esta pesquisa estd sendo realizada pelo Servico de Neonatologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé concordar com a participacdo na pesquisa, os procedimentos envolvidos sdo
0S seguintes:

Sera coletada uma amostra de fezes da mae. Também sera coletada uma amostra de
material vaginal da mae através de um swab, que é parecido com um cotonete. Estas coletas
serdo realizadas durante a sua internacdo, somente apds o aceite em participar da pesquisa e
assinatura deste termo.

Sera coletada a primeira eliminacdo de fezes do seu bebé que sera retirada diretamente
da fralda. Sera coletado um pouco de sangue do bebé, uma amostra de 1ml, que é menos do
que 1 colher de ch4, para a realizacdo de um exame de laboratorio. Esta amostra sera coletada
durante coleta de sangue ja realizada na rotina assistencial a pedido do médico assistente.
Entdo seu filho (a) ndo sera submetido a coleta de sangue exclusivamente para a pesquisa.

Também precisaremos acessar 0 seu prontuario e do bebé para a coleta de dados
adicionais. Por isso, solicitamos sua autorizacao para este acesso.

As amostras coletadas serdo utilizadas exclusivamente para esta pesquisa. Apds a
realizacéo de todas as analises previstas para a pesquisa, as amostras serdo descartadas.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participagdo na pesquisa sdo: Em
relacdo a coleta de sangue, a quantidade de sangue é pequena ndo causando riscos para o
paciente. Os riscos da prépria coleta sdo pequenos e raros: sangramento, hematoma e dor no
local da puncéo. A coleta das fezes do recém-nascido sera feita diretamente da fralda ap6s sua
eliminacdo, sem riscos ao paciente. Da mesma forma, a coleta das fezes materna sera feita
ap6s a sua eliminacdo, sem agregar riscos. A coleta do swab materno também € um
procedimento simples, mas que pode causar desconforto no momento da coleta.

Os possiveis beneficios decorrentes da participagdo na pesquisa sao:

Vocé e seu bebé ndo terdo um beneficio direto ao participar do estudo, mas irdo
contribuir para o melhor conhecimento dessa doenca, a sepse precoce do recém-nascido, e de
uma forma mais confiavel para o seu diagndstico.

A participacdo na pesquisa € totalmente voluntéria, ou seja, ndo é obrigatoria. Caso
vocé decida ndo autorizar a participacdo, ou ainda, retirar a autorizacdo ap0s a assinatura
desse Termo, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que 0s participantes da pesquisa
recebem ou possam vir a receber na instituicdo. Os dados coletados durante a pesquisa serao
sempre tratados confidencialmente. Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem
a identificacdo dos participantes, ou seja, 0s nomes nao aparecerdo na publicacdo dos
resultados.
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Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com a pesquisadora responsavel
Dra. Rita de Cassia Silveira e com a pesquisadora Dra. Laura Vargas Dornelles pelo telefone
33598794 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 20 andar do HCPA, sala 2227, de segunda a
sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para 0s
pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa:

Assinatura (se aplicavel)

Nome do responsavel

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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ANEXO C - TERMO DECONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO RECEM-
NASCIDO A TERMO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO RECEM-NASCIDO A
TERMO - responsaveis

No do projeto GPPG ou CAAE 17-0148

Titulo do Projeto: Marcadores inflamatdérios precoces associados a enterocolite
necrosante

Vocé e seu bebé estdo sendo convidados a participar de uma pesquisa cujo objetivo é
saber se existe uma ligacao entre inflamagdo nos primeiros dias de vida do recém-nascido e 0
desenvolvimento posterior de enterocolite, uma doenca infecciosa que afeta o intestino de
recém-nascidos, principalmente de prematuros. Esta pesquisa esta sendo realizada pelo
Servigo de Neonatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). O bebé pelo qual
vocé é responsavel estd sendo convidado por ndo ser prematuro e para comparagdo com 0S
bebés prematuros. Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servico de Neonatologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé concordar com a participagdo na pesquisa, 0s procedimentos envolvidos séo
0S seguintes:

Seré coletado um pouco de sangue do bebé, uma amostra de 1ml, que é menos do que
1 colher de ché, para a realizacdo de um exame para avaliar proteinas relacionadas a resposta
inflamatdria. Esta amostra serd coletada durante coleta de sangue ja realizada na rotina
assistencial a pedido do médico assistente. Entdo ndo havera novas coletas de sangue
exclusivamente para a pesquisa. Também precisaremos acessar o prontuario da mée e do bebé
para a coleta de dados adicionais (dados sobre a gestacdo, o nascimento e a internacdo do
bebé). Por isso, solicitamos sua autorizacdo para este acesso. A analise dessas proteinas ndo
terd nenhuma repercussdo no atendimento ao recém-nascido.

As amostras coletadas serdo utilizadas exclusivamente para pesquisa. Apds a
realizacéo de todas as analises previstas para a pesquisa, as amostras serdo descartadas.

N&o sdo conhecidos riscos pela coleta adicional de 1ml de sangue para a pesquisa.
Sendo os riscos de coleta de sangue os mesmos da rotina de atendimento. Ha um possivel
risco de quebra de confidencialidade, no entanto os pesquisadores utilizardo codigos para
identificar o participante.
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Vocé e seu bebé ndo terdo um beneficio direto ao participar do estudo, mas o estudo
ird contribuir para 0 melhor conhecimento dessa doenca, a enterocolite necrosante, e de uma
possivel forma de predizer qual recém-nascido terd maior risco de desenvolver a doenca.

A participacdo na pesquisa € totalmente voluntéria, ou seja, ndo é obrigatdria. Caso
vocé decida ndo autorizar a participacdo, ou ainda, retirar a autorizagdo ap0s a assinatura
desse Termo, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que os participantes da pesquisa
recebem ou possam vir a receber na instituicéo.

N&o estd previsto nenhum tipo de pagamento pela participacdo na pesquisa e nao
havera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos. Caso ocorra alguma
intercorréncia ou dano, resultante da pesquisa, 0s participantes receberdo todo o atendimento
necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou
seja, 0s nomes nao aparecerao na publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com a pesquisadora responsavel
Dra. Rita de Cassia Silveira e com a pesquisadora Dra. Laura Goergen Brust Rieck pelo
telefone 33598794 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 20 andar do HCPA, sala 2227, de
segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e seu responsavel
e outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa:

Assinatura ( se aplicavel )

Nome do responsavel

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou 0 Termo

Assinatura

Porto Alegre, de de 2017.
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