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RESUMO

Introdugao: Os antibidticos macrolideos tém propriedades anti-inflamatérias e
pressupde-se que sejam capazes de inibir inflamag¢do em multiplos pontos na cascata
inflamatdria. Macrolideos tém sido utilizados para o tratamento de infecgao por
Ureaplasma spp., e com a intencao de prevenir a displasia broncopulmonar em
prematuros, sendo a Azitromicina a droga de melhor escolha. Objetivos: Avaliar o
efeito anti-inflamatdrio da azitromicina na prevencgao da lesdo pulmonar induzida pela
ventilagdo mecanica (VM) em recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso atraves
das dosagens das citocinas pré e poés uso da medicagao. Secundariamente, Avaliar a
associagao entre a presenca do Ureaplasma no sangue dos recém-nascidos pré-
termo e a resposta ao uso de azitromicina. Métodos: Ensaio clinico randomizado
duplo-cego, placebo controlado, incluindo recém-nascidos (RNs) pré-termos que
foram a ventilacdo mecanica invasiva nas primeiras 72 horas de vida. Os pacientes
foram randomizados para azitromicina endovenosa (na dose de 10/mg/kg/dia por 5
dias) ou placebo (SF 0,9%) dentro das primeiras 12 horas do inicio da VM. Foram
coletadas duas amostras de sangue (pré e apoOs interveng&do) para dosagens de
interleucinas (ILs) e PCR para Ureaplasma. Os pacientes foram acompanhados
durante a internagcdo hospitalar para os desfechos o&bito e DBP. (ldentificador
NCT03485703). Foram excluidos da amostra pacientes com malformagdes
congénitas maiores ou sindromes cromossdmicas, STORCH reagentes e filhos de
maes portadoras do virus HIV. Resultados: 80 prematuros randomizados, apds 3
obitos foram analisados 38 no grupo azitromicina 39 no grupo placebo. Peso e idade
gestacional foram semelhantes. Niveis séricos de IL2 pré e pds azitromicina foram
1,67 £ 0,17 pg/ml e 1,64 + 0,14 pg/ml (p=0,002); IL-6 pré 2,41 £ 0,73 pg/ml e pds 2,06
1 0,41pg/ml (p=0,001); e IL8 pré 3,24 + 0,44 pg/ml e pos 3,03 + 0,34 (p=0,003). No
grupo placebo niveis de IL- (1,29 £ 0,39 pg/ml e 1,44 £ 0,23 pg/ml, 0,007) e IL-8 (2,90
t+ 0,61 pg/ml e 3,16 + 0,36 pg /ml) aumentaram significativamente apos 5 dias de
administracdo. Displasia broncopulmonar (DBP) presente em 43,8% (14) do grupo
azitromicina e 75,9% (22) placebo (p = 0,018). Houve redug&o na incidéncia do
desfecho DBP/morte nos prematuros que receberam azitromicina (52,4% vesus
84,6% no grupo placebo; p=0.003). Conclusao: Azitromicina apresenta efeitos anti-
inflamatdrios com redugdo de citocinas apdés 5 dias de uso e reduz desfecho
DBP/morte em prematuros ventilados.

Descritores: Recém-nascido. Prematuro. Displasia broncopulmonar. Interleucina.
Azitromicina.



ABSTRACT

Introduction: Macrolide antibiotics have anti-inflammatory properties and are
assumed to be capable of inhibiting inflammation at multiple points in the inflammatory
cascade. Macrolides have been used to treat Ureaplasma spp. infections with the
intention of preventing BPD, being Azithromycin the drug of choice. Objectives: The
evaluation of the anti-inflammatory effect of azithromycin on the prevention of
mechanical ventilation-induced lung injury (MV) in very low birth weight preterm infants
through the dosing of cytokine pre- and post-use of medication. In addition, this study
evaluated the association between the presence of Ureaplasma in the blood of preterm
newborns and the response to azithromycin use. Methods: Double-blind, placebo-
controlled, randomized controlled trial including preterm infants who underwent
invasive mechanical ventilation within the first 72 hours of life. Patients were
randomized to receive intravenous azithromycin (at a dose of 10 / mg / kg / day for 5
days) or placebo (saline solution 0.9%) within the first 12 hours of MV onset. Two blood
samples were collected (pre- and post-intervention) for interleukin (ILs) dosage and
Ureaplasma PCR. Patients were followed during hospitalization for outcomes of death
and BPD. (ldentifier NCT03485703). Patients with major congenital malformations,
chromosomal syndromes, positive for STORCH, and who had mothers with HIV were
excluded from the sample. Results: Eighty randomized preterm infants were analyzed.
After three deaths, they were separated into the group which received the medicine
(38 subjects) and into the placebo group (39 subjects). Weight and gestational age
were similar. Serum levels for IL2 before and after azithromycin were 1.67 £ 0.17 pg /
ml and 1.64 + 0.14 pg / ml (p = 0.002), respectively; for IL-6 pre was 2.41 £ 0.73 pg /
ml and post 2.06 + 0.41 pg / ml (p = 0.001); and for IL8 pre, 3.24 + 0.44 pg / ml and
post 3.03 £ 0.34 (p = 0.003). In the placebo group levels of IL-B (1.29 £ 0.39 pg / ml
and 1.44 + 0.23 pg / ml, 0.007) and IL-8 (2.90 + 0.61 pg/ ml and 3.16 + 0.36 pg / ml)
increased significantly after 5 days of administration. Bronchopulmonary dysplasia was
present in 43.8% (14) of the azithromycin group and 75.9% (22) in the placebo (p =
0.018). There was a reduction in the incidence of BPD / death in preterm infants
receiving azithromycin (52.4% vesus 84.6% in the placebo group; p = 0.003).
Conclusion: Azithromycin has anti-inflammatory effects and reduces cytokine levels
after 5 days of use, thus, reducing BPD / death outcome in ventilated preterm infants.

Key words: newborn; preterm; bronchopulmonar dysplasia; interleucins, azithromicin
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1 INTRODUGAO

Todos os anos, aproximadamente 15 milhdes de bebés nascem prematuros em
todo o mundo (antes das 37 semanas completas de gestagao), colocando a taxa
global de nascimentos prematuros em 11%. Cerca de 85% desses nascimentos sé&o
prematuros moderados (32 a 33 semanas) a tardios (34 a 36 semanas), 10% sao
muito prematuros extremos (28 a 31 semanas) e 5% sado bebés extremamente
prematuros (<28 semanas) (TORCHIN et al., 2015).

No Brasil, as taxas de prematuridade ficam em torno de 10%. Em 2017, 317.862
bebés nasceram prematuros (10,87% dos nascimentos), o dobro quando comparado
ao indice de alguns paises europeus. Destes, 44.514 nasceram antes de completar
32 semanas de idade gestacional (IG) (DATASUS, [201-]; DE SOUZA et al., 2019),
apontando a prematuridade como um grave problema de saude publica no Brasil.
Dados do estudo “Born too Soon” 8 (BLENCOWE et al., 2019) revelaram que em
paises de renda média, o percentual de prematuridade € de 9,4% e, nos paises com
baixa renda de 11,8%, colocando o Brasil neste ultimo patamar.

Conforme o relatério da Fundagao das Nagdes Unidas para Infancia (UNICEF)
em coalisdo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), no mundo todo em 2017,
por volta de 2,5 milhdes de recém-nascidos morreram nos primeiros 28 dias de vida,
a maioria por causas evitaveis. Cerca de 80% dessas criangas tinham baixo peso ao
nascer e, em torno de 65%, eram prematuras (WORLD, 2019). Segundo o Ministério
da Saude, através de dados do Sistema de Informagdes sobre Mortalidade (SIM) do
TABNET/DATASUS, a prematuridade € a principal causa de morte no primeiro més
de vida. O Brasil computou 1565 obitos ligados a prematuridade em 2017 (categoria
CID 10 P07, faixa etaria 1: 0 a 6 dias, 7 a 27 dias). A regido nordeste apresentou 684
(43% dos casos), seguida pela regido sudeste com 435 ébitos (27%). Na sequéncia
aparece a regiao norte com 215 mortes (13,7%), a regido sul com 145 (9,2%) e por
ultimo a regido centro-oeste com 86 oObitos (5,4%) (DATASUS, [2019]).

A sobrevida dos recém-nascidos (RNs) prematuros tem melhorado nos ultimos
anos devido a inovacbes no cuidado neonatal, incluindo suporte ventilatorio
(SELESTRIN et al., 2007; YAN et al., 2008). A maioria desses RNs respondera ao

suporte respiratério inicial, contudo neonatos doentes com forma grave de doenca
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respiratoria ou sepse grave poderdo evoluir para faléncia respiratoria progressiva
exigindo uso de ventilagdo mecanica invasiva (AGUIAR et al., 2010).

A introducdo da ventilagdo mecanica invasiva, como adjuvante no tratamento
da insuficiéncia respiratoria aguda, resultou em taxas de sobrevida significativamente
expressivas. Entretanto, evidéncias clinicas e experimentais demonstraram que a
ventilagdo mecanica (VM) também pode induzir lesdo pulmonar e aumentar a
morbidade e a mortalidade dos pacientes com insuficiéncia respiratéria (CARVALHO
et al., 2005).

Nos ultimos anos, tém aumentado o numero de evidéncias de que a VM pode
causar lesdo pulmonar através da liberagdo de células inflamatérias e mediadores
soluveis. Estes estudos sugerem que o epitélio alveolar € uma fonte importante de
liberagdo de citocinas. Sugerem também que estratégias ventilatérias podem
aumentar as citocinas sistémicas e levar a disfungdo de multiplos 6rgaos e sistemas
(BOHRER; SILVEIRA; NETO; PROCIANQY, 2009).

As citocinas sao proteinas ou glicoproteinas de muito baixo peso molecular,
com agdes semelhantes aos horménios. Elas contribuem para a patogénese de varias
doencas através da habilidade de induzir outros mediadores inflamatérios, causar
sequestro e acumulo de neutréfilos; e aumentar a permeabilidade vascular
(TREMBLAY et al, 2002). As alteragdes nas citocinas pro-inflamatérias foram
implicadas na patogénese de quase todos os processos de doenga no prematuro,
principalmente, modulando danos no cérebro, nos intestinos e nos pulmdes - dados
recentes demonstraram o aumento dos niveis de citocinas na sepse e em formas
moderadas a graves de displasia broncopulmonar (DBP) (GRONECK et al., 1994).

Estudos tém demonstrado que a intubacao e a ventilagado com pressao positiva
(VPP) em neonatos pré-termo sdo os maiores preditores de DBP subsequente
(BERNER et al., 1998). Outros estudos mostram que pressdes e volumes correntes
elevados nas vias aéreas aumentam a producao de citocinas pro-inflamatoérias nos
pulmbdes em modelos animais e em aspirados de traqueia de neonatos humanos
(FRANK; PARSONS; MATTHAY, 2006; LISTA et al., 2006; ALLISON et al., 2008).
Existem controvérsias a respeito do exato momento de liberagdo dessas citocinas na
resposta inflamatéria pulmonar pois os mecanismos precisos de dano pulmonar pela
ventilagdo sdo complexos.

Carvalho, Silveira e Procianoy (2013) e Bhorer, Silveira, Neto e Procianoy

(2009) demonstraram que a VM, como um estimulo unico, e mesmo por curto periodo,
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induziu a liberagdo plasmatica de citocinas pro-inflamatérias (interleucina-6,
interleucina- 8 e TNF-a) em recém-nascidos a termo e em prematuros, imediatamente
antes e duas horas apdés VM, sugerindo que a cascata de eventos que leva a
inflamacao pulmonar inicia dentro de duas horas apés intubagdo. Nos pacientes desse
estudo, a interleucina -10 reduziu de modo significativo apds as 2 horas de ventilagéo
- dado o seu papel de mediador anti-inflamatério, pode-se inferir que contribuiu para
o dano pulmonar.

Macrolideos sao antibidticos bacteriostaticos, podendo apresentar efeitos
bactericidas. O primeiro macrolideo (eritromicina) tem atividade antibacteriana contra
a maioria dos cocos gram-positivos e alguns anaerobios e bacilos gram-positivos. Os
bacilos gram-negativos sdo resistentes a eritromicina (AGHAI et al., 2007). O
aparecimento dos novos macrolideos no mercado, como a claritromicina e a
azitromicina, tém apresentado novas opc¢des terapéuticas para o tratamento de
infeccbes que, em geral, sdo resistentes a outros antibidticos. As caracteristicas
farmacocinéticas dos macrolideos, como o seu elevado volume de distribuicdo e
acumulacao intracelular, levam a uma alta concentracdo tecidual, que no trato
respiratorio pode ser 50 a 100 vezes maior do que no plasma (AGHAI et al., 2007).

Além disso, macrolideos tém atividade anti-inflamatdria e imunomoduladora,
como demonstrado em estudos in vivo e in vitro utilizando modelos humanos e animais
em diferentes situacdes clinicas. Estas outras propriedades conferem a esta classe
de antibiéticos um papel que difere do seu classico uso como antibidtico e abre novas
possibilidades terapéuticas (AGHAI et al., 2007; BALLARD; ANSTEAD; SHOOK,
2007).

A corioamnionite materna esta associada com desenvolvimento da displasia
broncopulmonar, sendo o Ureaplasma urealyticum (Uu) um dos principais agentes
associados. O papel do Uu antenatal e pds-natal ainda precisa ser determinado, mas
ha evidéncias de que a infeccdo e a colonizagdo por este agente podem levar a
ativagao da resposta pré-inflamatéria pulmonar (SEVILLA-SANCHEZ; SOY-MUNER,;
SOLER-PORCAR, 2010). A azitromicina como antibiético e agente anti-inflamatério
pode diminuir a inflamagao pulmonar suprimindo a produgéo de citocinas induzidas
pelo ureaplasma e assim promover beneficios em longo prazo ao pulmao do recém-
nascido.

Imunomodulagao refere-se a atividade de suprimir a ativagao prolongada dos

sistemas imune e anti-inflamatério, o que pode levar a efeitos adversos no organismo,
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mas sem afetar a resposta imune inata como €& visto com o uso de agentes
imunossupressores. Tem sido relatado que os macrolideos suprimem a producgao de
citocinas pro-inflamatdrias, como IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF- a),
bloqueiam a ativacdo de fatores transcripcdo nuclear, mobilizam e aceleram a
apoptose dos neutréfilos e melhoram o clearence mucociliar (SHINKAI;, PARK;
RUBIN, 2005).

Nos ultimos anos, varios estudos utilizando a azitromicina no tratamento da
fibrose cistica demonstraram que este macrolideo melhorou significativamente a
funcdo pulmonar e diminuiu as exacerbagdes respiratérias quando comparado ao
placebo. Macrolideos sdo agora medicamentos de primeira linha no tratamento da
panbronquilite difusa e recomendados para pacientes com fibrose cistica (EQUI,
BALFOUR-LYNN; BUSH; ROSENTHAL, 2002; SAIMAN et al., 2003; CLEMENT et al.,
2006; FLORESCU; MURPHY; KALIL, 2009; KABRA et al., 2010; SOUTHERN et al.,
2012; SILVA FILHO et al., 2013; MOGAYZEL JUNIOR et al., 2014). Também tem sido
avaliado na terapia da bronquite crénica, na doenca pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC) (UZUN et al., 2012), sinusite cronica, asma e bronquiectasia (ALTENBURG
et al., 2013). Ballard et al. (2011) sugerem que a profilaxia com azitromicina em
prematuros de extremo baixo peso pode reduzir a incidéncia de displasia pulmonar e
0 uso de corticoide pos-natal.

A natureza do dano pulmonar induzido pela ventilagdo mecanica esta
claramente estabelecida, inclusive com a liberacdo de mediadores imunoinflamatorios
(BALLARD; ANSTEAD; SHOOK, 2007; BALLARD et al., 2011; CARVALHO et al.,
2018). No entanto, uma terapia medicamentosa segura que diminua a sua severidade
nao esta disponivel. A azitromicina € um antibiético macrolideo com potentes efeitos
anti-inflamatérios, mas foi pouco estudada em prematuros, salvo alguns estudos em
prematuros extremos para a prevencdo da displasia broncopulmonar (BALLARD;
ANSTEAD; SHOOK, 2007, SEVILLA-SANCHEZ; SOY-MUNER; SOLER-PORCAR,
2010; BALLARD et al., 2011, HASSAN et al., 2011; GHAREHBAGHI et al., 2012;
VISCARDI et al., 2013; CHAKKARAPANI; PAES; SHIVANANDA, 2015; MERCHAN et
al., 2015).

Com poucas excecdes os estudos ndo foram desenhados para explorar os
efeitos colaterais causados pelos macrolideos e raros estudos disponiveis na literatura

descrevem os efeitos adversos desta medicacdo na populacdo neonatal
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(CHANDRUPATLA; DEMETRIS; RABINOVITZ, 2002; MERCHAN et al., 2015; SMITH
et al., 2015).

Sabe-se que a ventilagdo mecanica, embora necessaria como suporte ao RN
com insuficiéncia respiratéria grave, induz resposta inflamatéria pulmonar importante.
O papel do Ureaplasma antenatal e pds-natal ainda precisa ser determinado, mas ha
evidéncias de que a infeccéo e a colonizagao por este agente podem levar a ativagéo
da resposta pré-inflamatéria pulmonar (SEVILLA-SANCHEZ; SOY-MUNER; SOLER-
PORCAR, 2010). Os antibidticos macrolideos apresentam propriedades anti-
inflamatorias e pressupde-se que sejam capazes de inibir inflamagao (SHINKAI,
PARK; RUBIN, 2005; BALLARD et al., 2011).

Nao é conhecido o comportamento das interleucinas pré-inflamatérias IL- 183,
IL- 2 IL-6, IL-8, TNF-a e da citocina anti-inflamatdria IL-10, pré e apds uso de
azitromicina em prematuros sob VM. A dosagem destes mediadores e o
acompanhamento dos pacientes em relacdo ao desfecho pulmonar podera nos
auxiliar nessa questao, especialmente comparando o efeito da intervengao versus

placebo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O PULMAO DO PREMATURO

O pulmao humano se desenvolve em periodos cronoldgicos que podem ser
subdivididos em trés: embrionario inicial; periodo fetal propriamente dito e periodo
pos-natal. O chamado periodo fetal, se subdivide ainda em trés estagios:
pseudoglandular, canalicular e sacular (figura 1), os quais descrevem pelos seus
nomes a morfologia das vias aéreas e dos espagos aéreos. Ainda se sabe que ha
uma sobreposigcao entre o comeco e o fim de cada periodo. Geralmente € aceito o que
compreende (BURRI, 1997):

a) periodo embrionario inicial (3a 6 semanas);

b) periodo pseudoglandular (6 a 17 semanas);

c) periodo canalicular (17 a 27 semanas);

d) periodo sacular (27 a termo — 36 semanas).

e) periodo alveolar (36 semanas aos 2 anos) (RANGANATHAN, 2010;
WOODS; SCHITTNY, 2018).

Paralelamente ao desenvolvimento dos pulmdes, ocorre o desenvolvimento da
circulagdo pulmonar. O crescimento vascular pulmonar se constitui por dois
processos: vasculogénese — formagao de novos vasos sanguineos desde células
endoteliais— e a angiogénese — formagdo de novos vasos desde capilares por
brotagao (BURRI; TAREK, 1990; CARVALHO et al., 2018).

2.1.1 Periodo embrionario inicial (3 a 6 semanas)

Apos a fertilizagao, entre as 5-7 semanas é que se inicia o desenvolvimento
dos pulmdes. Posteriormente ao intestino primitivo se formar, o pulméo se apresenta
no fim da quarta semana através do eséfago como um broto do mesmo; logo, o
conteudo do epitélio pulmonar deriva do endoderma e do tecido conjuntivo da
mesoderma germinativo, o que faz com que por¢des dos Iébulos e dos segmentos da
arvore das vias areas comecem a se formar; tomando o aspecto de tubos colunares

altos do epitélio (BURRI, 1984). No mesénquima imaturo ocorre a vasculogénese, de
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onde artérias pulmonares se desenvolvem até circundarem os tubulos pulmonares, tal
qual um entrelagcamento vascular. No fim desse periodo, os vasos centrais e das vias
areas se assemelham ao padrao adulto (RANGANATHAN, 2002). A veia pulmonar
tem sua formacgao a partir do atrio esquerdo do coragado. Ao chegar no fim das sete
semanas, o pulmado parece uma glandula tubulo-acinar (com tubos e porg¢des
secretoras que se assemelham a um cacho de uvas), dando inicio ao seu periodo
pseudoglandular (JOSHI; KOTECHA, 2007).

Figura 1 - Estagios do desenvolvimento pulmonar
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Fonte: Modificado de Centre de Reference des Maladies Respiratoires Rares (2012).

2.1.2 Periodo pseudoglandular (6 a 17 semanas)

Nesse estagio, ocorre a formagao das vias aéreas condutoras e dos contornos
acinosos, devido ao crescimento e processo de ramificacdo continuos na periferia da
parte externa dos tubos do epitélio. O desenvolvimento vascular se completa até o
final dessa fase. No epitélio cubico, na regido distal, inicia-se a diferenciagao celular
(SILVEYRA, 2016). As células epiteliais cubodides s&o preenchidas com glicogénio,
importante para a diferenciagdo celular e componente essencial do sistema
surfactante — o qual mais tarde se constituira dos alvéolos (TREMBLAY; PROVOST,
2013). O papel desse sistema € de diminuir a tensdo superficial que se encontra na
interface ar-liquido, fazendo com que a expansao dos pulmdes ocorra de forma
facilitada, o que é crucial para a manutencéo integra da funcionalidade dos alvéolos.
A fina cama de liquido que se encontra no pulmao apds a primeira respiragcao —

quando a maioria ja foi reabsorvida — é revestida pelos lipidios surfactantes, os quais
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proporcionam estabilidade aos alvéolos, diminuem o trabalho respiratério e nao
permitem o colapso alveolar (JOSHI; KOTECHA, 2007).

2.1.3 Periodo canalicular (16 a 27 semanas)

Na sequéncia temos o estagio o canalicular, o qual se resume ao
desenvolvimento inicial do parénquima pulmonar e a multiplicacdo de capilares. No
final da 172 semana, encontramos estruturas em tubo que representam os
prospectivos acinos do parénquima de troca de gases. Encontra-se, entdo, o acino
bem delineado juntamente a um tubulo-tronco que sera um bronquiolo terminal com
bronquiolos respiratorios (SILVEYRA, 2016). Em 20 semanas, é possivel se observar
que o epitélio alveolar sofre um achatamento, o que significa que as células cubdides
se diferenciam em células epiteliais do tipo | e do tipo Il — precursoras da producao e
secrec¢ao de surfactante. Por esse motivo, as células epiteliais alveolares do tipo |l
possuem uma importancia significativa para os pulmdes se desenvolverem
normalmente, constituindo um marco importante para o aumento da sobrevivéncia de
prematuros extremos (JOSHI; KOTECHA, 2007).

2.1.4 Periodo sacular (27 a 36 semanas)

Apds, inicia-se o estagio compreendido entre a 24 e a 362 semana de
gestacéo, denominado de periodo sacular. Existe um aumento da area superficial de
trocas gasosas devido ao alargamento das vias aéreas periféricas com dilatagao das
estruturas tubulares acinares que formam “saculos”, em que as vias areas terminam
em grupos de saculos com paredes relativamente finas, razao pela qual essa fase é
chamada de sacular e essa se inicia a partir da 24® semana (STOCKS; HISLOP;
SONNAPPA, 2013). Nesse momento € que ocorre a formagéo da elastina, a qual
possui um papel significativamente importante para o desenvolvimento do pulmao,
sendo o passo inicial para formar os alvéolos pulmonares (HISLOP, 2002; COPLAND;
POST, 2004; JOSHI; KOTECHA, 2007).

2.1.5 Periodo alveolar (36 semanas a 2 anos)
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Finalmente, chegamos no estagio alveolar, onde novas cadeias de tecido
levantam os septos primarios existentes e se estendem aos espagos aéreos, onde se
subdividem os sacos em alvéolos menores (septagdo secundaria) (ROTH-KLEINER;
POST, 2005). Portanto, com o desenvolvimento e maturagdo dos alvéolos — que
compreendem o sistema surfactante —aumentam, a cada dia de gestagéo, as chances
dos nascidos pré-termos de sobreviverem. O papel desse sistema € de diminuir a
tensdo superficial que se encontra na interface ar-liquido, fazendo com que a
expansao dos pulmdes ocorra de forma facilitada, o que é crucial para a manutencao
da funcionalidade dos alvéolos. Esta etapa final comega nas 36 semanas de gestagéo
e permanece durante toda a infancia e adolescéncia (STOCKS; SONNAPPA, 2013).

Quando o nascimento ocorrente entre as 24-32 semanas de gestagdo, o
desenvolvimento dos pulmdes se encontra no estagio sacular (JOSHI; KOTECHA,
2007; STOCKS; HISLOP; SONNAPPA, 2013).

Levando-se em consideracao este padrao de desenvolvimento, € naturalmente
esperado que fatores pré-natais e pds-natais precoces exergam efeitos importantes
sobre o crescimento pulmonar posterior (FRIEDRICH; CORSO; JONES, 2005). Sabe-
se que qualquer estagio do desenvolvimento do sistema respiratério pode ser
suscetivel a danos por diversos mecanismos, acarretando, assim, um risco de
modificagdo do seu padrdo normal de desenvolvimento (STICK, 2000).

Como os prematuros nascem antes de completar o desenvolvimento e
maturagao pulmonar, apresentam espessamento da barreira hemato-alveolar, epitélio
das vias aéreas indiferenciado ou imaturo e redugdo na capacidade de produzir o
surfactante. Podem apresentar também dificuldade em eliminar o liquido pulmonar,
apresentando pulmdes pouco complacentes, susceptiveis ao colapso e com
dificuldades nas trocas gasosas (JOBE et al., 2008), redugdo na produgdo de
surfactante, troca gasosa prejudicada e respiracdo espontanea e independente
ineficiente resultam, muitas vezes, na necessidade de VM.

Todas essas caracteristicas, somadas as menores quantidades de colageno e
elastina, disfungcdo quantitativa e qualitativa do surfactante pulmonar, e menor
capacidade residual funcional (CRF) (FORONDA, 2011), deixam o sistema
respiratorio do RN prematuro mais suscetivel a lesdo pulmonar induzida por ventilagao
ou a VILI (do inglés ventilator-induced Ilung injury). Qualquer dano nos estagios
precoces do crescimento pulmonar pode resultar em sequelas a longo prazo
(CARVALHO et al., 2018).
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2.2 VENTILAGAO MECANICA

Houve um aumento na sobrevida neonatal, nos ultimos 50 anos, devido ao
desenvolvimento das terapias na assisténcia perinatal. Entre os varios avancos
podemos destacar a descoberta (AVERY; MEAD, 1959), a utilizagdo com sucesso
(FUJIWARA, 1980) e a aprovacao (GOLDSMITH; KAROTKIN, 1990) do uso de
surfactante exégeno para o tratamento da doenga das membranas hialinas, o uso
antenatal de corticosterodides (LIGGINS; HOWIE, 1972), bem como o progresso nos
aparelhos e técnicas utilizadas no suporte ventilatério do recém-nascido de risco.

A ventilacdo assistida € uma das principais técnicas utilizadas em cuidados
intensivos neonatais. Esta tem como principal objetivo otimizar as trocas, diminuir o
trabalho respiratério, e reexpandir as areas atelectasiadas (GUINSBURG; MIYOSHI,
2005).

A indicagdo da VM em neonatologia ocorre quando ha inabilidade dos pulmbes
em manter a ventilagdo adequada. A escolha das estratégias respiratérias deve ser
baseada em principios fisiopatolégicos (MORETTI; PAPOFF, 2012).

Prematuros extremos nascem durante o final do estagio canalicular do
desenvolvimento pulmonar fetal (24-26 semanas). Durante esse estagio ocorre o
desenvolvimento das vias aéreas distais e dos primeiros acinos (bronquiolos
respiratorios, ductos alveolares e alvéolos rudimentares). Ja os muito prematuros
nascem no inicio do estagio sacular do desenvolvimento (26-32 semanas). Nesse
estagio, ha maior diferenciagcdo das vias aéreas periféricas e estruturas acinares, as
células epiteliais do tipo | estdo mais formadas, e as do tipo Il estdo imaturas. A
vasculogénese ainda esta incompleta, porém, mais desenvolvida (ZOBAN; CERNY,
2003; MOSS, 2006; CARVALHO et al., 2018). Contudo, nenhum desses estagios de
desenvolvimento € compativel com a respiragao independente, e as criangas cujos
nascimentos ocorrem durante essas idades gestacionais necessitam de algum tipo de
suporte ventilatério e de oxigénio suplementar. A exposi¢ao precoce do pulméo
prematuro ao ambiente extrauterino, a VM e ao oxigénio pode alterar o processo de
desenvolvimento pulmonar (ZOBAN; CERNY, 2003). Isso acontece porque a VM e o
oxigénio, embora fundamentais para a sobrevida dessas criangas, produzem
estimulos mecanicos e bioquimicos diversos, podendo repercutir no desenvolvimento
normal do pulmao prematuro (AMBALAVANAN; CARLO, 2006).
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Do ponto de vista respiratorio, devido a imaturidade pulmonar, os prematuros
apresentam, com frequéncia, sindrome de desconforto respiratério (SDR), apneias e
infeccdes, requerendo a utilizagdo prolongada de oxigénio e/ ou suporte ventilatorio
(ZHANG et al., 2018).

A associagédo entre suporte ventilatorio e uso prolongado de oxigénio no
periodo neonatal, especialmente em recém-nascidos prematuros de idade gestacional
inferior a 30 semanas, esta relacionada ao desenvolvimento de displasia
broncopulmonar (NIWA et al., 2011; CARVALHO; SILVEIRA; PROCIANQY, 2013;
REBELLO; MASCARETTI; MARINI, 2013; MIKUSIAKOVA et al., 2015). Diversos
estudos também observaram que recém-nascidos prematuros submetidos a
ventilagdo mecanica no periodo neonatal apresentaram maior risco de desenvolver
doencas respiratérias, como asma e pneumonia, nos primeiros anos de vida, quando
comparados com aqueles ndo ventilados (DE MELLO; DUTRA; LOPES, 2004;
FRIEDRICH; CORSO; JONES, 2008; CHALFUN et al., 2009; STEVENS et al., 2010;
FAUROUX et al., 2014). Foi verificada ainda, associagao entre ventilagdo mecanica
no periodo neonatal e alteragbes dos parametros da fungédo pulmonar (espirometria)
aos 8-9 anos (KOTECHA et al., 2012) assim como maior chance de apresentar asma
durante a infancia e a vida adulta (GREENOUGH, 2008; KOTECHA; KOTECHA, 2012;
GIBSON; DOYLE, 2013).

No desconforto respiratério grave, a ventilagdo mecanica invasiva € indicada,
no entanto, a ventilagdo mandatdria intermitente (IMV), do inglés Intermittent
Mandatory Ventilation, além de estar associada a DBP como ja citamos, esta
fortemente ligada a desfechos desfavoraveis no neurodesenvolvimento,
especialmente nos prematuros (NATARAJAN et al., 2012; STOLL et al., 2015;).

A ventilacdo mecanica convencional, ciclada a tempo e limitada a presséo, é
vastamente utilizada na neonatologia ha varias décadas. Esta modalidade de
ventilacdo € de facil manuseio e acessivel a todas as UT| neonatais, porém, se o
recém-nascido nao apresenta uma sincronia com o respirador, ha risco de leséo
pulmonar. Os respiradores utilizados para este tipo de ventilacdo dispdem de
equipamentos microprocessados acoplados, que detectam o inicio da respiragao
espontanea através de uma variacdo de fluxo ou de pressao, e, tal estimulo
desencadeia uma respiragdo mecanica. A ventilagdo sincronizada permite que o
recém-nascido participe do trabalho respiratério. As vantagens da ventilagao

sincronizada sobre a ventilagdo convencional sdo: ajuste do volume corrente a cada
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respiracdo, propiciando uma melhor ventilacdo alveolar e permitindo diminuir a
pressdo positiva inspiratoria (PIP); melhor oxigenacdo; diminuicdo do risco de
barotrauma; reducédo da variacdo do fluxo sanguineo cerebral e aceleragdo do
desmame da ventilagdo (LESSA; SUGUIHARA, 2004; CARVALHO; SILVEIRA;
PROCIANQY, 2013).

Nos ultimos anos varios métodos de ventilagdo ndo invasiva, incluindo pressao
positiva continua nas vias aéreas (nCPAP), ventilacdo intermitente com pressao
positiva nasal e canula nasal de alto fluxo, tém sido utilizados com a esperancga de
prevencdo da lesdo pulmonar (CUMMINGS; POLIN, 2016). Infelizmente, estudos
clinicos mostraram que até 38-42% dos bebés com muito baixo peso ao nascer sofrem
fracasso no tratamento e requerem IMV (BARRINGTON; BULL; FINER, 2001;
STEFANESCU et al., 2003). Além disso, embora o nCPAP seja cada vez mais usado,
as taxas de DBP nao diminuiram (SHAH, 2012; STOLL et al., 2015). A ventilagao de
alta frequéncia (VAF) surgiu com uma promessa de ventilagdo protetora, mas os
estudos mostram que ela nao é superior a ventilagdo convencional em relagdo aos
desfechos pulmonares (COOLS; OFFRINGA; ASKIE, 2015).

Nao é necessario ventilar um recém-nascido prematuro por muito tempo para
causar lesdo pulmonar. Carvalho, Silveira e Procianoy (2013) realizaram um estudo
de coorte incluindo 43 recém-nascidos com dificuldade respiratoria grave e idade
gestacional 32,2 + 3 semanas. Esse estudo teve como objetivo analisar qualquer
associagao entre os niveis de oxigénio na amostra sanguinea e os niveis plasmaticos
das interleucinas IL-6, IL-18, IL-10 e IL-8 e TNF-a em recém-nascidos pré-termo sob
ventilagdo mecanica (VM) em seus primeiros dois dias. As amostras de sangue foram
coletadas antes e 2 horas apds a VM invasiva. Para fins de analise, os recém-nascidos
foram separados de acordo com a necessidade de oxigénio: grupos de baixa
necessidade de oxigénio (£30%) e alta necessidade de oxigénio (> 30%). Os
resultados mostraram que no grupo que recebeu altas concentragdes de oxigénio, o0s
niveis plasmaticos de IL-6, IL-8 e TNF-a aumentaram significativamente apds duas
horas sob VM, ou seja, apenas alguns ciclos ventilatorios ja podem desencadear uma
reacao inflamatoria (COOLS; OFFRINGA; ASKIE, 2015). Portanto, uma ventilagao
gentil &€ fundamental para tentar diminuir a incidéncia dessas les6es. A UT| Neonatal
do Hospital Jackson Memorial, da Universidade de Miami, apresenta um dos indices
mais baixos de DBP entre as UTls que participam da rede neonatal do National

Institute of Health (NIH), embora optem por intubagao e ventilagdo mecéanica precoces
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(NAIK et al., 2001). Isso se deve, provavelmente, ao emprego de estratégia de
ventilagdo gentil, com volume corrente e tempo inspiratorio baixos, com controle da
oferta de oxigénio e tolerancia a niveis mais elevados de PaCO2 (SUGUIHARA;
LESSA, 2005).

A utilizagdo de ventilagdo mecanica no periodo neonatal poderia causar
alteracdes das vias respiratérias, principalmente através do barotrauma e volutrauma,
atelectotrauma e biotrauma. Esse tipo de ventilagdo também induz a liberacdo de
mediadores pré e anti-inflamatérios (IL-1, IL-6, IL-10 e TNF-a), produzindo lesdo as
células do epitélio e do endotélio pulmonar, o que pode levar a edema alveolar e
alteracdo morfolégica da estrutura broncoalveolar. Essas lesdes produzidas num
periodo precoce da vida podem ser irreversiveis, mesmo apos a maturagao pulmonar
e o remodelamento das vias aéreas em etapas posteriores (TURNER; BRADSHAW;
BRANDON, 2005; NARDELLI et al., 2007; ABMAN, 2010).

Evidéncias recentes indicam que algumas abordagens ventilatorias, como a
“estratégia do pulmao aberto” e a ventilagdo direcionada por volume, sdo capazes de
reduzir os danos aos pulmdes causados pela VM e melhorar os resultados
respiratorios de bebés extremamente prematuros. No entanto, ainda existe uma
enorme heterogeneidade entre as diferentes unidades de terapia intensiva neonatal
(UTIN) em relagao as estratégias e dispositivos de ventilagdo adotados (PETRILLO et
al., 2019).

O Grupo de Trabalho em Pneumologia Neonatal da Sociedade Italiana de
Neonatologia promove fortemente a implementagdo de Diretrizes de Boas Praticas
em ventilacdo em todo o pais, organizando intervengdes focadas, como cursos
tedricos / praticos e treinamentos, com o objetivo de atender as necessidades de
aprimoramento de médicos e enfermeiros e melhorar os resultados nessa categoria
especifica de bebés recém-nascidos e de fato, foi demonstrado que a implementagao
das diretrizes esta associada a uma melhora significativa no controle respiratério dos
bebés (MEHLER et al., 2012; SANT'ANNA; KESZLER, 2012; TEMPLIN et al., 2017).

Apesar desses progressos, as afec¢des do aparelho respiratério constituem-
se, ainda, em causa importante de morbimortalidade neonatal. Com frequéncia
prolongam o tempo de internagdo hospitalar e limitam o prognéstico. Portanto, a
estabilizagcdo das desordens respiratérias continua sendo um dos principais desafios

no periodo neonatal. Tanto os 6bitos como as complica¢gdes ocorrem, em geral, na
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fase aguda da doencga, sendo em grande parte limitados aos RNs prematuros de muito
baixo peso (BRASIL, 2014).

2.3 DISPLASIA BRONCOPULMONAR

A displasia broncopulmonar (DBP) foi primeiramente descrita ha exatos 52
anos por Northway, Rosan e Porter (NORTHWAY; ROSAN; PORTER, 1967) para
definir um grupo de nascidos pré-termos que possuia insuficiéncia respiratdria grave
e que sobreviveram a sindrome do desconforto respiratorio apods o recebimento de
suporte respiratorio com altos niveis de oxigénio e ventilagdo com presséao positiva. A
evolucado clinica desses bebés se caracterizou por insuficiéncia respiratdria cronica
grave e com a presenca de areas de hiperinsuflagdo pulmonar alternadas por
densidades aumentadas adjacentes. Grande parte desses pré-termos foi a 6bito por
insuficiéncia respiratoria e no exame dos pulmodes post-mortem observou-se enfisema
generalizado, fibrose intersticial e alteragdes epiteliais das vias areas (NORTHWAY;
ROSAN; PORTER, 1967).

Apesar dos avangos significativos no atendimento perinatal, a displasia
broncopulmonar (DBP) continua sendo uma das doengas mais comuns, complexas e
intrigantes da medicina perinatal, que acomete aproximadamente 10.000 a 15.000
criangas por ano apenas nos Estados Unidos. Aproximadamente 40% das criangas
com extremo baixo peso ao nascer (peso < 1000 g) desenvolvem DBP (JOBE, 2011;
STOLL et al., 2015). Nas unidades neonatais que compdem a Rede Brasileira de
Pesquisas Perinatais, a incidéncia relatada foi de 19% para RNPT com peso ao nascer
< 1500 gramas (GUINSBURG et al., 2016).

A DBP e suas complicagdes tém implicagcdes importantes para a utilizacdo dos
recursos de saude, pois estudos de acompanhamento demonstraram que bebés com
DBP requerem readmissao hospitalar frequente nos primeiros 2 anos de vida por
infecgdes respiratérias, asma e problemas relacionados; eles também apresentam
anormalidades persistentes da funcdo pulmonar quando adolescentes e adultos
jovens (STOLL et al., 2015).

A DBP é o resultado de processos anormais de desenvolvimento ou reparo
pulmonar durante um periodo critico de crescimento pulmonar, quando os alvéolos
estdo sendo formados. As caracteristicas patolégicas da DBP incluem

desenvolvimento alveolar simplificado e vasculatura pulmonar anormal (OKAMOTO et
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al., 2009; JOBE, 2011; HWANG; REHAN, 2018). Por analises multivariadas, os
principais preditores de DBP nao foram surpreendentes: menor idade gestacional e
ventilagdo mecanica no dia 7.

Bebés prematuros nascidos entre 23 e 32 semanas de gestacédo estado
particularmente em risco de DBP porque nascem no estagio sacular do
desenvolvimento pulmonar, antes do desenvolvimento alveolar e sao vulneraveis a
lesdes pulmonares por varios fatores ambientais. A sobrevivéncia de RNs mais
imaturos levou a alteragbes consideraveis na epidemiologia, no curso clinico € no
quadro patolégico da DBP, a qual foi chamada de “Nova DBP” (JOBE, 2011). Essa
situagdo conduziu a novos desafios aos clinicos e maiores investimentos dos
pesquisadores para a melhoria do resultado para os nascidos pré-termos. Esses
bebés descritos com a “Nova DBP” nascem no estagio precoce do desenvolvimento
pulmonar e sao expostos a varios danos pré-natais e pés-natais que podem causar a
interrupcao do desenvolvimento alveolar e vascular normal. Contrariamente a a DBP
original, o quadro patolégico dos bebés com a Nova DBP se caracteriza por
simplificacdo alveolar e uma menor quantidade de capilares, os quais também se
apresentam na forma dismorfica, com menores evidéncias de enfisema e fibrose
(OKAMOTO et al., 2009).

Apesar das melhorias e novas tecnologias no cuidado neonatal, a incidéncia
geral de DBP em pré-termos extremos nao teve alteragcédo significativa na ultima
década. Supdbe-se que isso se deva ao aumento da sobrevida das criangas mais
doentes e com idades gestacionais menores. Os nascidos com idade gestacional
superior a 28 semanas de gestagcdo possuem menor incidéncia de DBP e, quando
essa ocorre, normalmente se mostra mais leve. A incidéncia de DBP em pré-termos
com mutio baixo peso é de cerca 40%, como ja foi dito anteriormente; contudo, ha
diferengas dentre os diversos centros; em consequéncia das variagdes nas praticas
clinicas, das caracteristicas populacionais e das definicbes utilizadas para a DBP
(McEVOY:; et al., 2014; TOME, 2018).

2.3.1 Curso clinico da DBP
Apesar de ser usada como estratégia-chave no tratamento de RNPT em

Unidades de Tratamento Intensivo Neonatal (UTINeo), a ventilagdo mecanica esta

diretamente relacionada a lesdo tecidual no parénquima pulmonar imaturo (BALANY;
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BHANDARI, 2015). A DBP ocorre mais comumente em bebés prematuros que
necessitam de ventilagdo mecéanica e oxigenoterapia para problemas respiratérios
agudos, chegando atualmente a acometer 40% dos prematuros extremos (STOLL et
al., 2015).

Quando os pulmdes sédo expostos a volumes correntes elevados, a excessiva
distensdo leva a produgao de citocinas pré-inflamatoérias e reduz a expressao de
citocinas anti-inflamatoérias. Mesmo a ventilagdo em volumes correntes baixos é
prejudicial causando lesao por estiramento pelo colapso pulmonar do parénquima
imaturo e pouco ventilado (BALANY; BHANDARI, 2015).

Multiplos estudos observacionais associam a sepse neonatal como fator de
risco independente para o desenvolvimento de DBP. Esses achados sugerem que a
infeccao pds-natal pode ser o preditor mais importante para DBP (BANCALARI, 2006).
Dados americanos apontam que 36% dos neonatos nascidos antes de 28 semanas
de |G apresentam pelo menos um episédio de sepse, com até 50% de mortalidade
associada. Na comparagao com bebés a termo, a sepse em prematuros € cerca de
mil vezes mais frequente, sendo causa de mortalidade e prejuizo no desenvolvimento
neurolégico (WYNN, 2016).

A corioamnionite aumenta o risco de sepse neonatal precoce, desencadeando
uma cascata inflamatoria pulmonar ja muitas vezes até antes do nascimento. Os
patdégenos bacterianos que sdo mais frequentemente isolados nos casos de
corioamnionite incluem as espécies humanas de Ureaplasma (Ureaplasma parvum e
Ureaplasma Urealyticum), Fusobacterium spp., Streptococcus spp. € menos
frequentemente, Gardnerella spp., Mycoplasma spp. e Bacteroides spp. (DIGIULIO et
al., 2008; COX et al., 2016; SWEENEY et al., 2016; SWEENEY et al., 2017) ou seja,
organismos vaginais de baixa viruléncia. Contudo, dos microrganismos citados, o
Ureaplasma spp. € identificado como o mais comuns no liquido amnidtico e nas
placentas de mulheres com corioamnionite (GERBER et al., 2003; NAMBA et al.,
2010; COX et al., 2016) e parto prematuro (SWEENEY et al., 2017).

A persisténcia do canal arterial (PCA) € um fator associado ao desenvolvimento
de DBP. Um amplo estudo epidemiolégico realizado na América do Sul identificou
alguns dos fatores de risco associados ao desenvolvimento da DBP em bebés de peso
extremamente baixo ao nascer. Entre eles destacam-se a PCA, além da sepse (TAPIA

et al., 2006). O shunt esquerda-direita no canal arterial patente produz um aumento
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no fluxo sanguineo pulmonar e na quantidade de fluido pulmonar, o que afeta
negativamente a fungdo pulmonar e a troca gasosa (BANCALARI, 2006).

Além desses fatores, acredita-se que haja uma predisposi¢cao genética para o
desenvolvimento da DBP. O mecanismo ainda nao esta bem estabelecido, mas ha a
sugestdo de que os genes reguladores do desenvolvimento pulmonar sofram
interferéncia dos mediadores inflamatdrios presentes no pulméao lesado, estimulando
a expressao génica de mediadores que favorecem o surgimento de fibrose pulmonar
(BANCALARI, 2006). Em estudo que envolveu 751 criangas, das quais 428
desenvolveram DBP, foi possivel identificar o envolvimento de varias vias genéticas
relacionadas ao desenvolvimento e reparo pulmonar, associadas a DBP grave
(AMBALAVANAN; CARLO, 2006). No entanto, mais estudos sado necessarios para
determinar se ha ou ndo uma predisposigcao genética e determinar quais sao os fatores

genéticos envolvidos.

2.3.2 A Evolugao na definicao da DBP

Varias definicdes tém sido propostas para a DBP numa busca continua para
definir a gravidade da doenga pulmonar da melhor forma e, assim, prever os
resultados a longo prazo. Em 2001 Jobe e Bancalari (JOBE; BANCALARI, 2001)
(Tabela 1) em consenso com o National Institute of Child Heath and Human
Development (NICHD), dos Estados Unidos, e validado posteriormente por
Ehrenkranz et al. (2005), prop6em uma nova definigdo para displasia. De acordo com
essa definicdo, considera-se como apresentando DBP todo RN que tenha utilizado
oxigénio suplementar por um periodo = 28 dias. Estes RN s&o reavaliados com 36
semanas de |G corrigida (se IG < 32 semanas) ou no 56° dia de vida (se IG = 32
semanas) ou na alta hospitalar. Nesta revaliacdo, aqueles em ar ambiente s&o
classificados como DBP leve; os que ainda estdo recebendo uma fracéo inspirada de
oxigénio (FiO2) < 0.3, como DBP moderada; e aqueles com FiO2 > 0.3 e/ou pressao
continua em vias aéreas (CPAP) e/ou ventilagdo mecanica, como DBP grave (Tabela
1). Esta definicdo permitiu identificar o espectro de gravidade (JOBE; BANCALARI,
2001).
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Tabela 1 - Critérios diagnosticos para displasia broncopulmonar

IG ao nascer Leve

Moderada

Grave

02 suplementar
por 28 dias e AA com 36

sem IGC ou na alta

<32 semanas

02 suplementar
por 28 dias e AA com 56

dias ou na alta

>32 semanas

02 suplementar
por 28 dias e FiO2 <0,3
com 36 sem IGC ou na
alta

02
por 28 dias e FiO2 <0,3

com 56 dias ou na alta

suplementar

02 suplementar
por 28 dias e FiO2 = 0,3
com 36 semanas IGC ou
na alta

02
por 28 dias e Fi02=0,3 ou

sem suporte de pressdo

suplementar

positiva com 56 dias ou na

alta

Fonte: JOBE; BANCALARI, 2001.

Embora ainda utilizada na atualidade a definicdo do NICHD vem sendo
questionada por alguns autores. Existe alguma evidéncia de que a idade gestacional
corrigida (IGC) de 36 semanas, talvez, ndo seja o momento ideal para diagnosticar a
DBP. Outro aspecto levantado é o fato desta definicdo nao considerar o uso de novas
estratégias de suporte respiratério que vem ganhando espago em Neonatologia, como
a canula nasal de alto fluxo, por exemplo. Além disso, tal definicdo esta baseada
apenas no tratamento, isto €, no uso de oxigénio suplementar, ndo considerando a
fisiopatologia da doenga (EHRENKRANZ et al., 2005; POINDEXTER et al., 2015).
(2017),

dependéncia de oxigénio com 40 semanas de IGC seria um melhor preditor de

Recentemente, Isayama e colaboradores mostraram que a
desfecho aos 18-21 meses de idade do que a dependéncia as 36 semanas de IGC.
Assim, pelo exposto, é possivel que, em breve, a definicdo atualmente considerada,

por consenso, venha a ser modificada (ISAYAMA et al., 2017).

2.3.3 Alteragdes no quadro patolégico da DBP

Concomitante as mudangas epidemioldgicas; no quadro clinico e no manejo
pré- e pds-natal dos pré-termos, ao longo dos anos surgiram significativas mudancgas
no quadro patolégico da DBP. A DBP observada hoje — a chamada “nova DBP” —
resulta de altera¢des no desenvolvimento alveolar e vascular (JOBE, 2011).

A imaturidade é considerada o fator de risco mais significativo para a DBP, com
a incidéncia da doenga sendo inversamente relacionada a idade gestacional
(DUARTE, 2010).
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Além da imaturidade, a Ventilator Induced Lung Injury (VILI) causada pela VM
€ um dos fatores principais para o desenvolvimento de DBP (LISTA et al., 2006;
KESZLER; ABUBAKAR, 2007; KESZLER, 2009; DARGAVILLE; TINGAY, 2012). A
tensao de cisalhamento, o volume inspirado, a pressao do ar e a concentragao de
oxigénio estdo todos envolvidos no dano das células epiteliais, contribuindo para o
extravasamento de proteinas nas vias aéreas, inibindo a funcdo do surfactante e
aumentando a infiltragdo de células inflamatérias como os neutréfilos. Além disso, a
VM pode causar uma resposta inflamatéria sistémica, com ativacéo de fagocitos na
circulagao e de linfécitos T, CD4 e CD8, ativacdo essa que também ocorre na DBP
(MELVILLE; MOSS, 2013). As infe¢des sistémicas ou pulmonares aumentam o risco
de DBP. Estudos realizados em animais demonstraram que a colonizacdo dos
pulmdes fetais pelo Ureaplasma levou a um aumento da inflamagéo e a alteragéo do
desenvolvimento alveolar (LI et al., 2014). Adicional a isso, diversos estudos
epidemioldgicos tém sugerido a forte associagao entre a colonizagao por Ureaplasma
no trato respiratério e um aumento significativo no risco de desenvolvimento de DBP.

Estudos também demonstram que ha alteracdo do microbioma pulmonar por
fatores pré- e pds-natais, como pelo uso de antibiéticos por exemplo, o que traz um
crescente interesse na possibilidade de haver uma associagdo entre microbiota
pulmonar alterada e risco de DBP (CASSELL; WAITES; CROUSE, 2001; RIVERA,;
SIDDAIAH; OJI-MMUOQ; SILVEYRA; SILVEYRA, 2016).

Resh, Gutmann, Reiterer, Luxner e Urlesberger (RESCH; GUTMANN;
REITERER; LUXNER; URLESBERGER, 2016) afirmam que um fator de risco
antenatal é a corioamnionite materna, pois estd associada a posterior
desenvolvimento de DBP, sendo o Ureaplasma urealyticum o agente etiolégico mais
encontrado nos menores de 30 semanas de IG.

Esta bem estabelecido que a intubacao e ventilagdo com pressao positiva em
neonatos pré-termos sao fatores preditivos para DBP (VAN MARTER et al., 2000). As
pressdes altas nas vias aéreas, associadas aos volumes correntes elevados
aumentam a produgdo de citocinas pro-inflamatérias nos pulmdes em modelos
animais e em aspirados de traquéia de neonatos humanos.

Essa ativacdo de leucdcitos esta relacionada ao aumento da produgado de
citocinas, com reagdes inflamatérias associadas ao crescimento vascular anormal e
dano as vias aéreas distais do pequeno paciente (BOSE; DAMMANN; LAUGHON,
2008).
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2.4 CITOCINAS INFLAMATORIAS

As citocinas sao polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares, hidrossoluveis,
que sao produzidas por diversos tipos de células no local da lesédo e por células do
sistema imunoldgico através da ativagédo de proteinoquinases ativadas por mitdbgenos.
Diferentemente dos horménios classicos, as citocinas ndo sdo armazenadas como
moléculas pré-formadas e atuam especialmente por mecanismos paracrino (em
células vizinhas) e autdcrino (nas proprias células produtoras) (LIN; CALVANO;
LOWRY, 2000). As citocinas atuam como mensageiros quimicos entre as células.
Essas proteinas operam em uma abordagem complexa e gradual, produzindo uma
cascata de efeitos que contribuem para o desenvolvimento e a fungcado do sistema
imunoldgico. As citocinas regulam as respostas inflamatdrias estimuladas por um
desafio antigénico. De acordo com seu papel na resposta inflamatoria, as citocinas
podem ser divididas naquelas que promovem inflamagcdo ou protegem contra
infeccdes e naquelas que diminuem a inflamagéo (DINARELLO, 2003).

Concentragdes elevadas de citocinas sdo observadas nos prematuros com
sindrome do desconforto respiratorio que subsequentemente desenvolvem DBP
(VISCARDI et al., 2004; VENTO et al., 2006).

As citocinas inflamatdrias possuem a habilidade de causar a liberacdo de
outros mediadores inflamatérios, o que faz com que elas cooperem para a patogenia
de diversas doencas (LAL; NAMASIVAYAM, 2015). As citocinas pro-inflamatérias tém
participagdo na patogénese de praticamente todos os processos de doenga nos
nascidos prematuros, sobretudo na modulagao de danos no Sistema Nervoso Central,
nos intestinos e nos pulmdes. Ha um aumento nos niveis de citocinas na sepse e nas
formas moderadas a graves de displasia broncopulmonar (DBP) (BERNER et al.,
1998; RIVERA; SIDDAIAH; OJI-MMUQ; SILVEYRA; SILVEYRA, 2016).

Ha trés citocinas de fase aguda que sinalizam a presencga de dano pulmonar: o
fator de necrose tumoral-a (TNF- a), a interleucina 1- (IL-1B) e a interleucina-6 (IL-
6). A IL-6 € uma citocina com fung¢des pro e anti-inflamatdrias importantes para o
sistema imunoldgico. As citocinas atuam sobre varias outras células que ndo possuem
uma resposta imediata ao insulto inicial, fazendo com que elas iniciem programas de
transcricdo e, deste modo, multipliquem a resposta inflamatéria. Além disso, sao
responsaveis por estimular a vinda de células inflamatérias ao sitio de lesao, por meio

de up regulation nas células endoteliais e leucocitarias (KOTECHA; CHAN; AZAM;
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SILVERMAN; SHAW, 1995; KOTECHA; SILVERMAN; SHAW; KLEIN, 1998). A IL-1
precede o aumento de IL-6 e IL-8, e isso parece anteceder o influxo de células
inflamatdrias através da atracdo de neutréfilos ao foco inflamatério. As células
inflamatdérias no espago alveolar amplificam os danos aos pulmdes (BHANDARI;
ELIAS, 2006).

A IL-2 é uma citocina envolvida na ativagao, crescimento e diferenciacdo das
células T, assim como na inducdo do crescimento, diferenciacéo e ativagao funcional
de uma variedade de outras células que participam da resposta imune. A IL-2
produzida por uma célula T ativada de maneira autdcrina estimula o crescimento e a
proliferagédo de linfécitos T antigeno-especificos, assim como de células B (SPOLSKI,
LI; LEONARD, 2018).

A partir da secrecao de IL-2, inicia-se uma ativacdo em cascata de diversas
citoquinas incluindo outras interleucinas, interferons e fatores de necrose tumoral, com
efeitos sinérgicos e inibitorios sobre a sua prépria atividade no sistema imune. A
grande funcgédo da IL-2 no sistema imune é na proliferagdo clonal das células T e
células B antigeno (Ag) dependentes (especificas); timdcitos jovens; natural
assassinas (NK); macréfagos (M@Q), células assassinas (CK) ativadas por linfocinas
(DE ANDRADE; BASTOS, 1992; GIUGNO; MACHADO; AMANTEA; MENNA-
BARRETO, 2004).

Sendo uma citocina de agao anti-inflamatéria, a interleucina-10 (IL-10) se
expressa de modo tardio apds a lesédo, seguidamente ao aumento dos niveis de IL-8
(MALEFYT; ABRAMS; BENNETT; FIGDOR; DE VRIES, 1991). Recém-Nascidos pré-
termos podem vir a ter uma producédo baixa de interleucinas regulatérias, como a IL-
10; com isso, tornam-se mais predispostos a uma resposta inflamatoria exacerbada
(BERESFORD; SHAW, 2002).

Sao caracteristicos da DBP a simplificacdo e o aumento de diametro das
estruturas alveolares, o desequilibrio entre a atividade proteolitica neutrofilica e a
reducao dos inibidores (SPEER, 2006). A apoptose de neutréfilos também é
comprometida nesses bebés que desenvolvem DBP (KOTECHA et al., 2003).

A interacao fisiopatologica entre desenvolvimento pulmonar e inflamagéo foi
estudada em modelos animais. A exposicdo intrauterina a endotoxina no liquido
amnidtico de cordeiros prematuros alterou a expressao de fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), com consequente remodelamento vascular, o qual

precederia a simplificacdo alveolar (KRAMER, 2009). Experimentos em adultos e in
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vitro mostraram que a distensao alveolar sozinha produz resposta pro-inflamataria,
aumentando a expresséo de IL-1j3, IL-6, IL-8 e TNF-a, o que provavelmente contribui
para a patogénese de displasia (FRANK; PARSONS; MATTHAY, 2006). Alisson et al.
(2008) desenvolveram um modelo animal de ventilagao intrautero que comprovou
desenvolvimento pulmonar alterado devido a VM, de forma dissociada de outros
fatores iatrogénicos que poderiam contribuir.

Como ja discutimos no capitulo sobre ventilagdo mecanica, existem
controvérsias a respeito do exato momento de liberagcao dessas citocinas na resposta
inflamatdria pulmonar; os mecanismos precisos de dano pulmonar pelo ventilador sdo
complexos e nao totalmente entendidos.

Quinn, Moufarrej, Volokhov e Hales (2002) ventilaram ratos adultos por duas
horas e detectaram que os niveis de |IL-8 em lavado broncoalveolar eram os mesmos
gue nos controles, mas quatro horas depois aumentavam bastante, sugerindo uma
expressao retardada de citocinas. Ja Hillman et al. (2007) demonstraram em cordeiros
que a ventilagao breve por 15 minutos induziu aumento das citocinas nos pulmdes.

Capoluongo e colaboradores (2005) reportaram que as citocinas séricas nos
dias um, trés e cinco em lactentes em ventilagao de alta frequéncia oscilométrica eram
menores do que naqueles em ventilagdo intermitente mandatoria.

Os estudos em prematuros muito pequenos que documentam a inflamacgao
sistémica associada a ventilagdo tém sido limitados a um numero pequeno de sujeitos
e de mediadores inflamatorios (CAPUOLONGO et al., 2005; TURUNEN et al., 2011).
Estudo realizado no Hospital de Clinicas De Porto Alegre (HCPA), com RNs a termo
e prematuros tardios mostrou que a VM, como um estimulo Uunico e mesmo por curto
periodo, induz a liberagcao plasmatica de citocinas pré-inflamatérias (IL- 6, IL-8 e TNF-
a) duas horas apdés serem submetidos a ventilagdo (BOHRER; SILVEIRA; NETO;
PROCIANQY, 2009), sugerindo que a cascata de eventos que leva a inflamagao
pulmonar e remodelamento nos neonatos possa comecar dentro de duas horas apos
o inicio da ventilacdo. Nos pacientes desse estudo, a IL-10 reduziu de modo
significativo apdés duas horas de ventilagdo. O estudo de Carvalho, Silveira e
Procianoy (2013), ja citado anteriormente, confirma os estudos acima e acrescenta
que o tempo de ventilagdo associado as concentragbes maiores de oxigénio s&o
responsaveis por aumentar significativamente os niveis plasmaticos de IL-6, IL-8 e
TNF-a apds duas horas sob VM desencadeando uma reacado inflamatdria
(CARVALHO; SILVEIRA; PROCIANQY, 2013).
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2.5 UREAPLASMA UREALYTICUM E PARVUM

Os micoplasmas genitais Ureaplasma urealyticum (Uu) e Ureaplasma parvum
(Up) estdo entre os menores organismos de vida livre e auto-replicantes. Eles nao
possuem parede celular, possuem capacidades biossintéticas limitadas e colonizam
as superficies mucosas do trato geniturinario e respiratério (WAITES; XIAO;
PARALANOV; VISCARDI; GLASS, 2012).

As espécies de micoplasma genital, o Up e Uu sdo os organismos mais comuns
isolados do liquido amnidtico infectado e das placentas (SWEENEY, 2017) e
contribuem para resultados adversos da gravidez, incluindo a corioamnionite, o
nascimento prematuro e morbidades neonatais como pneumonia, meningite e DBP
(VISCARDI; HASDAY, 2009; VISCARDI, 2014).

Eles sdo transmitidos em humanos através de contato direto entre hospedeiros
(venereamente por contato genital-genital ou genital-oral), verticalmente da mé&e para
o feto ou recém-nascido ou nosocomialmente através do transplante de tecidos
(WAITES, 2008).

A infeccao por Ureaplasma € comum em recém-nascidos de muito baixo peso,
principalmente entre os nascidos de trabalho de parto prematuro, reforcando a
hipétese de associagcado entre prematuridade e infeccao por Ureaplasma. Fonseca
(2011), em seu estudo realizado em um hospital universitario de Porto Alegre
constataram que a prevaléncia da infeccao por Ureaplasma foi de 12,63% em recém-
nascidos de muito baixo peso, sendo que destes, 5,26% eram Uu, 5,26% Up e 2,11%
ambos. A presencga de Ureaplasma foi associada a infeccado ovular e ao trabalho de
parto prematuro.

Kataoka et al. (2006) encontraram evidéncias de que a colonizagao vaginal por
Up, mas nao por Uu, esta associada ao aborto tardio e nascimento prematuro. Biernat-
Sudolska, Rojek-Zakrzewska e Lauterbach (2006) observaram que prematuros
infectados por Uu necessitavam mais suporte ventilatorio, surfactante e antibioticos,
além de apresentarem maior mortalidade em relacdo aos infectados por Up. Ja Katz,
Patel, Duffy, Schelonka, Dimmitt e Waites (2005) n&o encontraram diferenca
significativa quanto a prevaléncia das espécies entre recém-nascidos com ou sem
DBP.

Olomu et al. (2009) encontraram em seu estudo que a presenca de Ureaplasma

no parénquima placentario antes das 28 semanas de idade gestacional aumentou o
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risco de hemorragia intraventricular e lesbes cerebrais em neonatos prematuros. O
papel do Ureaplasma como causador de dano cerebral neonatal também apareceu no
modelo experimental em camundongos realizado por Normann et al (2009).

Clifford et al (2010) revisaram as publicacbes relevantes sobre o assunto e
encontraram que apesar de alguns estudos sugerirem que a detec¢ao de Ureaplasma
no liquor (LCR) de neonatos com clinica de meningite ou sepse seja de até 9% dos
casos, a proporgao na maioria dos estudos € de menos de 1%. Ha dificuldades em se
estabelecer a patogenicidade do Ureaplasma na meningite neonatal, ja que em uma
proporgcao significativa de pacientes com tal infecgdo o organismo € contido pelo
sistema imune sem tratamento antibidtico especifico. Apesar de nao estarem
necessariamente relacionadas etiologicamente, complicagbes como hemorragia
intraventricular, hidrocefalia e atraso de desenvolvimento parecem ser comuns nesse
grupo de pacientes.

Berger et al. (2009) estudaram uma coorte de 114 prematuros nascidos entre
23 e 33 semanas de idade gestacional de maes que tiveram cultura de liquido
amnidtico obtida durante a cesariana. Essas criancas foram subsequentemente
avaliadas com 24 +/- 1,1 meses de idade corrigida através da escala de
desenvolvimento infantil de Bayley |l e exame neurolégico padronizado. Um grupo de
67 criangas com cultura de liquido amni6tico negativa foi comparado a 47 criangas
com cultura positiva, sendo positiva para Uu em 32 casos e para outras bactérias em
15 casos. Pacientes com cultura positiva apresentaram um risco significativamente
maior de apresentar um escore PDI (indice de desenvolvimento psicomotor) adverso
(OR 3,1; Cl 1.3-3.7), um desfecho neurolégico anormal (OR 4,8; Cl 1,4-16,4) e uma
maior probabilidade de diagndstico de paralisia cerebral (OR 4,8; Cl 1,4-16,4) aos dois
anos de idade corrigida em comparag¢ao aos com os de cultura negativa.

Goldenberg et al. (2008) realizaram cultura de sangue de cordao umbilical para
Uu e M. hominis de 351 prematuros nascidos entre 23 e 32 semanas de idade
gestacional. Esses microorganismos foram encontrados em 23% das culturas de
sangue de cordéao (52% positivo para Uu, 26% positivo para M. hominis e 22% positivo
para ambos). Culturas positivas foram mais comuns nos nascimentos prematuros
espontaneos quando comparados aos indicados (34,7% x 3,2%; p= 0,0001) e
naqueles com menor idade gestacional, filhos de mées ndo brancas e com idade
inferior a 20 anos. Inflamagédo e infecgdo intrauterina (evidenciados por cultura

placentaria, aumento de IL-6 no sangue de cord&o e histologia placentaria) também
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foram mais comuns entre os com cultura positiva. Neonatos com cultura positiva
tiveram mais chance de apresentar sindrome da resposta inflamatoria sistémica
(41,3% x 25,7%:; p= 0,007; OR ajustado 1,86; 1,08-3,21) e provavelmente DBP (26,8%
x 10,1%; p= 0,0001, OR ajustado 1,99; 0,91-4,37). Nao foi encontrada diferenca
significativa entre os grupos quanto a outros desfechos neonatais, como sindrome do

desconforto respiratorio, hemorragia intraventricular ou morte.

2.5.1 Associagao com displasia broncopulmonar

A colonizacao do pulmao do pré-termo com Ureaplasma é um achado frequente
nas criangcas de risco para o desenvolvimento de DBP (WAITES; KATZ,
SCHELONKA, 2005; VISCARDI; HASDAY, 2009).

Viscardi et al., (2008) conduziram um estudo para determinar a incidéncia de
doenca invasiva por Up e Uu e sua relagao com desfechos adversos em um estudo
de coorte prospectiva de recém-nascidos de muito baixo peso (RNMBP). Eles
realizaram PCR a partir do DNA extraido do sangue de cordao umbilical ou venoso e
do LCR de 313 neonatos. A colonizagao do trato respiratério também foi investigada.
Ureaplasma foi detectado no soro e/ou LCR de 74 (23,6%) recém-nascidos (19,1% no
sangue de corddo umbilical, 18,1% no sangue venoso e 19,1% no LCR). Up foi a
espécie predominante (70%). A presenga do Ureaplasma foi associada ao aumento
da IL-1B no sangue de cordao (p= 0,039; OR 2,6; IC 1,05-6,45) e a0 aumento no risco
de hemorragia intraventricular grau 23, e esta diferenga permaneceu significativa apos
ajuste para idade gestacional (p= 0,036; OR 2,5; IC 1,06-5,89). Up foi a espécie
detectada em todos os casos de hemorragia intraventricular severa e PCR positivo.
Apesar de a incidéncia de DBP ter sido maior em recém-nascidos com colonizagao
do trato respiratorio (41 x 23%, p=0,003), ndo houve diferenga na incidéncia de DBP
entre neonatos com ou sem Ureaplasma detectados no sangue ou LCR. No geral,
quase metade da coorte foi positiva para Ureaplasma em um ou mais compartimentos
(sangue, liquor ou trato respiratério), confirmando que este microorganismo € o
patdégeno mais comumente encontrado nesta populagao.

A taxa de colonizacdo do trato respiratério com Ureaplasma em recém-
nascidos com muito baixo peso ao nascer (RNMBP, <1500 g) varia de 20 a 45%. Em
uma coorte prospectiva recente do Centro Médico da Universidade de Maryland,
observamos que a colonizagao respiratdria por Ureaplasma estava inversamente

relacionada a idade gestacional (OR, 0,821; IC, 0,720-0,934). Sessenta e cinco por
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cento dos bebés com menos de 26 semanas de gestagédo foram cultura ou positivos
para PCR uma ou mais vezes durante o primeiro més de vida, em comparagao com
31% dos bebés com idade 226 semanas de idade gestacional (SUNG et al., 2011). O
Ureaplasma spp teve uma alta prevaléncia sendo o principal agente causador de
corioamnionite no nascimento prematuro no nosso estudo de (5 em 20 casos)
(KIKHNEY et al., 2017).

Por si s6 a corioaminite ja € um fator de risco para desenvolvimento de DBP.
Nao bastasse, € um fator de risco para o surgimento de outras doengas como que
predispde o desenvolvimento da DBP. Assim podemos concluir que sua presenga
agrava os riscos de o recém-nascido prematuro desenvolver DBP. Em estudos em
humanos, a corioamnionite foi associada a morte neonatal (MALLOY, 2014; ARAYICI
et al., 2014), sepse neonatal de inicio precoce (ARAYICI et al., 2014; STIMAC et al.,
2014), restricdo de crescimento intra-uterino (MOSCUZZA et al, 2011),
comprometimento neuroldgico (KORZENIEWSKI et al., 2014; LU et al., 2016),
hemorragia peri-intraventricular (ARAYICI et al., 2014), displasia broncopulmonar
(HARTLING; LIANG; LACAZE-MASMONTEIL, 2012; PERRONE, 2012; ERIKSSON
et al. , 2014), persisténcia do canal arterial (MOSCUZZA, 2011, PERRONE, 2012;
HARTLING; LIANG; LACAZE-MASMONTEIL, 2012; ERIKSSON et al. , 2014),
retinopatia da prematuridade (CHEN et al. 2011; WOO et al., 2013) e enterocolite
necrosante (BEEN et al. , 2013; MOORE; ARNOLD; WRIGHT, 2013).

Combinando infeccdo pré-natal por Ureaplasma e exposicdo pos-natal ao
oxigénio, a inflamagéo pré-natal pode prejudicar o desenvolvimento cerebral, com
evidéncias de ativacdo microglial, atraso da mielinizacdo e alteragdo do
desenvolvimento neuronal (NORMANN et al, 2009). A infecgado por Ureaplasma pode
estar associada a inflamagao pulmonar mais grave e causar uma pneumonia que
raramente se diferencia clinicamente da sindrome do desconforto respiratério (SDR)
e / ou pode interferir na resposta ao tratamento com surfactante (BEEN et al., 2010).
Normann et al (2009) desenvolveram um modelo em camundongos combinando a
infeccdo pré-natal por Ureaplasma e a exposi¢gao pos-natal ao oxigénio. A presencga
intra-aminidtica do Up aumentou as citocinas proé-inflamatérias na placenta e nos
pulmdes fetais. A inflamagao pré-natal exacerbou os efeitos deletérios do oxigénio no
desenvolvimento pulmonar.

Mourani et al (2011) realizaram identificagdo molecular de bactérias em

amostras seriadas do aspirado traqueal de prematuros intubados, isolando genes de
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rRNA colhidos por PCR para determinar a composi¢do de comunidades bacterianas
e o tempo de aquisi¢do nas vias aéreas desses bebés. Descobriram que, durante as
primeiras 72 horas apds o nascimento, a maioria das amostras de aspirado traqueal
apresentava cargas bacterianas baixas ou indetectaveis, porém dentro de 7 dias de
vida, a colonizagao bacteriana sustentada com diversas espécies esta presente nas
vias aéreas de prematuros intubados. Em 96,9% das amostras a detecgao bacteriana
exibiu um organismo dominante, sendo que Staphylococcus e Ureaplasma foram as
espécies mais frequentemente identificadas. Os métodos moleculares identificaram
todas as espécies detectadas pelas culturas clinicas tradicionais, mas também
identificaram possiveis patégenos, incluindo Ureaplasma, que nao foram detectados
pelos métodos padrao de cultura bacteriana. Assim, uma resolugao melhorada da
deteccdo bacteriana em relagéo a carga bacteriana geral, diversidade de espécies
dentro do microbioma ou identificagdo de organismos especificos para terapia
direcionada, tem o potencial de fornecer mais informagdes sobre a patogénese da
DBP. Esses achados sido importantes porque a infeccdo e a inflamacao pulmonar
precoce tém demonstrado prejudicar o desenvolvimento alveolar e contribuir para o
desenvolvimento da DBP.

O estudo de Wagner et al. (2017) teve por objetivo avaliar o microbioma das
vias aéreas inferiores em prematuros que necessitam de ventilagdo mecanica para
determinar a existéncia de uma relagao entre o microbioma do trato respiratorio inicial
e a gravidade da DBP. Foram analisadas amostras de aspirado traqueal de 79
prematuros com diferentes niveis de DBP (23 DBP leve, 27 moderada e 29 grave)
sendo estas coletadas entre 5 e 9 dias de vida. O resultado foi a presenca de
ureaplasma em 18% destes aspirados perdendo apenas para o Staphylococcus
(68%). O estudo concluiu que a carga bacteriana nas vias aéreas nao revelou um
padrao que estivesse fortemente ligado a gravidade da DBP, isoladamente ou em
conjunto com fatores clinicos. No entanto, como o sistema imunolégico de bebés
prematuros ainda esta amadurecendo, a simples colonizagcao por bactérias pode ser
suficiente para gerar uma resposta inflamatéria que atrapalha o desenvolvimento
pulmonar e predispde a DBP.

Viscardi e Hasday (2009) realizaram uma revisdo sumarizando as evidéncias
que suportam um papel causal do Ureaplasma na DBP. Eles propuseram que a
infeccdo por Ureaplasma iniciada intra-utero e potencializada na vida pos-natal pela

exposicao a volutrauma e ao oxigénio induz a uma resposta inflamatéria desregulada
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e sustentada no pulméo imaturo, que prejudica a alveolarizagdo e estimula a
proliferagdo de miofibroblastos e a deposigdo excessiva de colageno e elastina. A
elucidacédo dos mecanismos pelos quais o Ureaplasma pode contribuir na patogénese
da DBP nao apenas fornece evidéncias de uma relagao causal, mas também identifica
alvos potenciais para intervengao na prevencao e tratamento de RNs colonizados.

A azitromicina, quando administrada profilaticamente, esta associada a
reducdo da DBP e da DBP / morte em prematuros (NAIR; LOGANATHAN;
SORAISHAM, 2014).

2.6 AZITROMICINA NA PREVENCAO DA LESAO PULMONAR

A azitromicina pertence a nova geragao de antibiéticos macrolideos, chamada
azalideos (AMSDEN, 2005; KANOH; RUBIN, 2010); é derivada da eritromicina e
possui muitas vantagens frente a essa, sendo por isso um dos antibidticos mais
comumente prescritos. Dentre essas vantagens, destaca-se a longa meia-vida e a boa
concentracao e penetragao tecidual, maior espectro de agao, maior poténcia e melhor
atividade in vitro do que todos os outros macrolideos contra as bactérias aerdbias e
anaerdbias gram-negativas (AMSDEN, 2005). Sua alta concentragdo nos tecidos,
maior do que no plasma ou soro, deve-se a sua rapida distribuigido tecidual a sua alta
concentracao celular, mantendo-se com os niveis altos por um periodo de 7-10 dias.
Essas caracteristicas permitem que a azitromicina possa ser administrada em dose
unica diaria, o que traz maior comodidade de uso e a melhor adesdo dos pacientes
ao tratamento (GOODMAN, 2012; LAKOS et al., 2012; VISCARDI et al,2013).

Os macrolideos sao farmacos com efeitos antibidticos consagrados
especialmente para patégenos intracelulares (Mycoplasma pneumoniae e Chlamydia
pneumoniae). Agem inibindo a sintese proteica e o crescimento bacteriano do
ribossomo celular, fazendo com que proteinas vitais deixem de ser sintetizadas,
causando a morte do patégeno. Este grupo de antimicrobianos atinge alta
concentragao no interior das células inflamatérias, permitindo a liberagéo da droga no
local da inflamagé&o induzida por macrofagos. Dentre os macrolideos, a azitromicina &
que possui maior tempo de permanéncia no meio intracelular. Os macrolideos podem
ter efeitos bactericidas ou bacteriostaticos, dependendo de concentracbes

plasmaticas e teciduais, tamanho do inéculo e microorganismos infectantes. Podem
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ser utilizados em pacientes alérgicos aos antibioticos betalactémicos, por possuirem
estrutura quimica diferente (CAZZOLA et al., 2006; ZAROGOULIDIS et al., 2011).

Comparada aos outros macrolideos, a azitromicina geralmente possui atividade
maior contra bactérias gram-negativas em relagao as gram-positivas. Possui atividade
in vitro contra muitos organismos gram-positivos e gram negativos aerébios e
anaerobios; ndo é inativada por beta-lactamases produzidas por H. influenza e M.
catharralis (FUCHS; WANNMACHER; FERREIRA, 2010). Contudo, sua estrutura
confere maior estabilidade em meio acido, agindo muito bem contra os gram-positivos.
Desta forma, podemos dizer que este macrolideo possui amplo espectro de acao
(TORKILDSEN; O'BRIEN, 2008; PETROPOULOS et al., 2009).

Apesar dos efeitos in vitro e dos estudos feitos em determinadas populagdes
terem mostrado os efeitos benéficos da agao anti-inflamatdria dos macrolideos nas
doencas respiratérias em neonatos, o impacto causado pelas reagcdes adversas
descritas nas respostas clinicas traz a discussdo do uso a longo-prazo e em quais
populagdes pode-se utilizar os medicamentos de uma forma segura. Smith et al.
(2015) realizaram uma revisao sistematica com o objetivo de identificar o uso e as
reacdes adversas associadas a azitromicina em neonatos. Foram identificados 11
artigos envolvendo 473 neonatos. Foram relatadas 371 reagbes adversas
principalmente de origem respiratéria (358/1000 neonatos), neuroldgica (273/1000
neonatos) e gastrointestinais (196/1000 neonatos). Nao houve diferenga significativa
na incidéncia de elevagao de enzimas hepaticas entre o grupo azitromicina e placebo
(p = 0,76). Houve quatro casos de estenose hipertrofica de piloro.

Alguns estudos apontaram que independente de sua atividade antimicrobiana
potente, os antibidticos (ATBs) macrolideos apresentam propriedades
antiinflamatérias e antivirais (CULIC, O.; ERAKOVIC; PARNHAM, 2001; SHINKAI;
PARK; RUBIN, 2005). Dentre seus efeitos mais relevantes estdo a inibicdo da sintese
e/ou secrecgao de citocinas pro-inflamatdrias; efeitos nos neutréfilos através da inibigcao
da migragdo (quimiotaxia) para os sitios de inflamagéo, inibindo a apoptose,
fagocitose e adeséo. Os macrolideos parecem inibir a degranulagdo dos leucécitos,
reduzir a inflamagao eosinofilica e aumentar o transporte mucociliar, diminuindo a
produgao de muco in vivo e in vitro. Além disso, também podem provocar a reducao
da secrecdo das células caliciformes; reducdo da broncoconstricdo através da
diminuicdo da liberagdo da endotelina-1 e inibicdo de respostas colinérgicas do
musculo liso das vias aéreas (HODGE et al., 2006; BEIGELMAN et al., 2010). Estudos
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tém utilizado essa classe de medicamento como droga de agdo imunomoduladora,
com finalidades antiinflamatérias em varias doencas respiratorias, porém seu uso
nestas situagdes ainda é relativamente recente (KNEYBER et al., 2008; MAZUMDER,
HOSSAIN; KABIR, 2009).

A intervengao benéfica de antibiéticos macrolideos ja vem sendo estudada em
doencas pulmonares tais como a fibrose cistica (FC) (SAMSON et al., 2016), a asma,
as bronquiectasias e a bronquiolite viral aguda (BRUSSELLE; PAVORD, 2017). Além
de sua acgao antimicrobiana comprovadamente efetiva para diversos agentes, eles
possuem uma atividade imunomoduladora antineutrofilica que possibilitam seu uso
também no tratamento da asma e bronquiolite viral aguda (STEIN, 2015).

Uma metanalise que avaliou o uso de macrolideos em pacientes com FC incluiu
8 ensaios clinicos randomizados (ECR) e controlados por placebo (654 pacientes). O
tratamento com azitromicina (focado em 7 dos ECRs deste estudo) resultou em
melhoria significativa da fungdo pulmonar das criangas com fibrose cistica,
principalmente em pacientes cronicamente infectados por P. aeruginosa (CAl et al.,
2011). Um estudo multicéntrico duplo-cego, randomizado e controlado por placebo
realizado nos EUA com uma casuistica de 185 pacientes ndo infectados por P
aeruginosa conclui que a azitromicina ndo tem o mesmo efeito sobre a funcéo
pulmonar, mas que pode reduzir, consideravelmente, a ocorréncia de exacerbagdes
pulmonares agudas no grupo tratado. A incidéncia de efeitos colaterais ndo foi
significativamente diferente entre grupo placebo e tratado com azitromicina (SAIMAN
et al., 2010).

Os resultados encontrados na revisao sistematica realizada por Southern e
colaboradores (SOUTHERN et al., 2012) corroboram com os analisados nos estudos
acima quanto ao resultado do uso de macrolideos em fibrose cistica; porém,
considerando os poucos dados em longo-prazo e a preocupagao de desenvolvimento
de resisténcia bacteriana aos macrolideos, as atuais evidéncias ndo s&o fortes o
suficiente para indicar a azitromicina para todos os pacientes com fibrose cistica.

A azitromicina é a droga de escolha no tratamento de infecgéo por Ureaplasma
e prevencao da DBP pois tem as menores constantes inibitérias minimas, inferiores a
0,6 ug / L para Uu. e Up. Além disso, a azitromicina tem sido avaliada em alguns
estudos recententemente quanto a sua eficacia. No controlado por placebo de
Gharehbaghi et al (2012), realizado em uma populacdo de 108 recém-nascidos

prematuros que receberam azitromicina oral (10 mg / kg por 1 semana e 5 mg / kg por
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1 semana), foi encontrada uma menor taxa de DBP nos pacientes tratados (25% de
DBP vs. 43% no grupo placebo). Ballard, Anstead e Shook (2007) realizaram um
estudo piloto com 43 bebés < 1000 g de peso ao nascer, admitidos na Unidade de
Terapia Intensiva Neonatal da Universidade de Kentucky (nivel lll, centro de referéncia
regional). O estudo piloto foi duplo-cego, randomizado e controlado por placebo. Os
bebés foram randomizados para tratamento ou placebo dentro de 12 horas apés o
inicio da ventilagdo mecanica (VMI) e dentro de 72 horas apds o nascimento. O grupo
de tratamento recebeu azitromicina 10 mg / kg / dia por 7 dias, seguido de 5 mg/ kg /
dia azitromicina ou o placebo até que a criangca ndo necessitasse mais de ventilagao
mecanica ou oxigénio suplementar, até um maximo de 6 semanas. A mortalidade,
incidéncia de DBP, dias de VMI e outras morbidades nao foram significativamente
diferentes entre os grupos. O uso pds-natal de esteroides foi significativamente menor
no grupo de tratamento [31% (6/19)] vs. grupo placebo [62% (10/16)] (p = 0,05). A
duragdo da ventilagdo mecanica foi significativamente menor nos sobreviventes do
tratamento, com uma mediana de 13 dias (1 a 47 dias) vs. 35 dias (1 a 112 dias) (p =
0,02).

Merchan e colaboradores (2015) realizaram uma pesquisa utilizando um curso
de 3 dias com dose de 20 mg / kg de azitromicina administrada por via intravenosa
em 15 recém-nascidos pré-termo para avaliar sua eficacia na erradicacido do
Ureaplasma e determinar sua seguranga nessa populagéo. Este regime de dosagem
mostrou eficacia e seguranga na erradicacdo do Ureaplasma, e os parametros do
modelo farmacocinético foram estimados com alta precisdo. Com base no estudo
atual em recém-nascidos prematuros, um regime de 3 doses intravenosas de 20 mg /
kg / dia de azitromicina parece ser seguro e eficaz, erradicando o Ureaplasma do trato
respiratorio em todos os individuos positivos para a cultura.

Nair, Loganathan e Soraisham (2014) realizaram uma metanalise e
encontraram trés estudos examinando a associacido entre azitromicina administrada
profilaticamente e o desenvolvimento de DBP e observaram uma reducdo modesta
nos casos de DBP (RR 0,83, IC 95% 0,71-0,91, numero necessario para tratar = 10).
No entanto, os autores concluiram que o uso rotineiro de azitromicina nessa
populagdo deve aguardar novos estudos, incluindo farmacocinética e seguranga do
medicamento a longo prazo. Isso é particularmente importante, pois dados recentes
mostram que o uso de antibidticos em bebés com muito baixo peso ao nascer pode

realmente aumentar o risco de desenvolver DBP. Por exemplo, Novitsky, Tuttle,
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Locke, Saiman, Mackley e Paul (2015) observaram que recém-nascidos de muito
baixo peso ao nascer que receberam antibidticos por mais de 48 horas durante a
primeira semana de vida dobraram o risco de desenvolver DBP (OR ajustado 2,2;
IC95% 1,4-3,5) e que cada dia adicional de antibiéticos utilizado na primeira semana
de vida aumentou o risco de desenvolver DBP (OR ajustado 1,2 por dia do antibiético,
IC 95% 1,1-1,2). Da mesma forma, Cantey et al. (2017) relataram recentemente que
a cada dia adicional de uso de antibidticos nas 2 primeiras semanas de vida em bebés
nascidos com menos de 29 semanas de gestagao aumenta, significativamente, o risco
de desenvolver DBP grave (OR 1,15, IC 95% 1,08—1,27).

Uma grande preocupagdo com o0 uso excessivo dos macrolideos, de forma
genérica, € a resisténcia bacteriana que pode induzir. Uma série de estudos tem
demonstrado que o seu uso excessivo induz a resisténcia, principalmente em cepas
de pneumococo. Nesse sentido, novos estudos para determinar sua real importancia
no tratamento das patologias citadas, bem como avaliagdes de dosagem e frequéncia
de uso, sdo extremamente importantes para que a pratica médica nao resulte em mais
problemas do que beneficios para a populacdo (DA SILVA FILHO; PINTO; STEIN,
2015).
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3 JUSTIFICATIVA

Os antibiéticos macrolideos tém propriedades antiinflamatérias e pressupde-se
que sejam capazes de inibir inflamagao em multiplos pontos na cascata inflamatéria.
A ventilagdo mecéanica, embora necessaria como suporte ao neonato com
insuficiéncia respiratéria grave, induz a resposta inflamatéria pulmonar relevante.

Acobes anti-inflamatérias incluem inibicao de citocinas proé-inflamatoérias. Nao é
conhecido o comportamento das interleucinas pro-inflamatérias IL- 1B, IL- 2, IL-6, IL-
8, TNF-a e da citocina anti-inflamatéria IL-10, pré e apds uso de azitromicina. A
discussdo que gera duvida envolve as vantagens e desvantagens do uso deste
antimicrobiano na lesdo pulmonar induzida pela ventilagdo mecéanica. A dosagem
destes mediadores auxiliara nesta questao, especialmente comparando ao efeito (se
positivo) da intervengao versus placebo.

Além disso, o estabelecimento da presenca de um efeito anti-inflamatoério apos
0 emprego da azitromicina € importante para o estudo de fatores de protegao contra

a injuria pulmonar e posteriores sequelas tais como a displasia broncopulmonar.
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4 HIPOTESE

A hipotese desse estudo é de que a azitromicina reduz a inflamagao pulmonar

induzida pela ventilagdo mecanica em prematuros, conferindo um carater protetor.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da azitromicina na prevencdo da lesdo induzida pela VM
mediada por citocinas nos niveis plasmaticos das citocinas (IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8, IL-
10 e TNF- a) em recém-nascidos pré-termo, submetidos a ventilagdo mecénica nas
primeiras 72h de vida, internados na Unidade de Tratamento Intensivo do HCPA, pré

e pos uso de azitromicina.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o efeito da azitromicina nos desfechos perinatais obito e displasia
broncopulmonar;

Avaliar a associagao entre a presengca do Uu no sangue dos RNs pré-termo e
a resposta ao uso de azitromicina, através da dosagem de citocinas e desfechos
neonatais;

Avaliar a associagéo entre a presenga do Uu e das citocinas no sangue dos
RNs pré-termo e os diversos desfechos da sua evolugao clinica.
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6 METODOLOGIA

6.1 DESENHO DO ESTUDO

Ensaio clinico duplo-cego randomizado placebo controlado que encontra-se
registrado no Clinical Trials sob o NCT03485703.

6.2 POPULACAO EM ESTUDO

Constituida pelos recém-nascidos de muito baixo peso admitidos, na Unidade
de Tatamento Inensiva Neonatal, durante o periodo de coleta de daods do estudo
(agosto de 2013 a maio de 2016), em uso de ventilagdo mecénica invasiva nas
primeiras 72h de vida. Estudo restrito a neonatos admitidos na UTIN do HCPA.

6.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Malformagdes congénitas maiores ou sindromes cromossdmicas.

Maes portadoras do virus da imunodeficiéncia humana, HIV e STORCH.

6.4 TAMANHO DA AMOSTRA

No calculo do tamanho da amostra foram considerados os achados publicados
em estudo prévio de Ballard et al. (2011); para detectar uma diferenga de um DP entre
as médias das citocinas nos dois grupos, considerando um a de 0,05 e um poder de
90%, foram necessarios aproximadamente, 44 pacientes em cada grupo (total de 88).

6.5 LOGISTICA

Os pacientes prematuros, logo ao nascer, foram avaliados por medico residente
ou neonatologista plantonista na UTIl Neonatal, encaminhados para internagao,
conforme a evolugao em sala de parto, idade gestacional e peso de nascimento. Para
cada paciente admitido na UTI por prematuridade com sinais de angustia respiratoria,
durante o periodo de estudo, a investigadora foi avisada através de um formulario de
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dados que foi gerado a partir da observacao. A Idade gestacional foi avaliada pelos
dados maternos e confirmada por ultra-sonografia obstétrica precoce e exame clinico
neonatal.

A idade gestacional foi determinada pela melhor estimativa obstétrica ou pelo
exame fisico do recém-nascido. A DBP foi definida como necessidade de oxigénio por
um periodo = 28 dias de vida.

As medidas das citocinas foram realizadas usando o kit disponivel
comercialmente HUMAN CYTOKINE LINCOPLEX (Linco Research; St Charles,
Missouri). E um ensaio de multiplex para a determinacdo quantitativa simultanea
dessas citocinas. As leituras foram realizadas pelo Luminex 100 (Austin, Texas) com
software apropriado.

Todas as amostras foram entéo centrifugadas por 5 minutos em 5000 rotagdes
por minuto (rpm) antes do ensaio a fim de obter 300 mcL de plasma. O plasma foi
congelado a -80°C para analise laboratorial conjunta, identificando-se pelo numero e
momento da coleta da amostra.

Para a identificacdo do Ureaplasma foi utilizada a mesma amostra que foi
centrifugada e congelada, com temperatura de -80°. No momento da analise as
amostras foram descongeladas e realizadas a identificagdo do Uu e Up através do Kit
Ureaplasma parvum/urealyticun Real-TM (Sacace Biotechnologies). Utilizou-se a
estrutura do Centro de Pesquisa Experimental do HCPA para centrifugacao,
congelamento para analise e para a realizagao dos ensaios.

Os pacientes com indicacdo de VM eram submetidos a exames conforme a
rotina do Servigo de Neonatologia, assim, quando da elegibilidade e aceitacdo do
ingresso no estudo, era coletada uma aliquota adicional de 500 uL de sangue em tubo
de EDTA para posterior analise de citocinas e PCR para Ureaplasma. Ao ingressar no
estudo, um grupo de recém-nascidos recebeu azitromicina EV na dose de
10mg/Kg/dia e outro grupo recebeu placebo (SF 0,9%) no mesmo volume por cinco
dias. Nao houve coleta de sangue exclusivamente para o estudo. Os pacientes foram
acompanhados durante a internagéo hospitalar.

Apos 5 dias da randomizacgdo, outra amostra era coletada para exames,
citocinas PCR para Ureaplasma. Nao houve coletas exclusivamente para o estudo. A
pesquisadora (CR) era entdo avisada desses nascimentos, analisava os casos e

preenchia ficha de dados apdés a aplicagdo do termo de consenticmento livre e
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esclarecido (TCLE) dos casos elegiveis conforme visivel no Fluxograma do estudo,
(Figura 2).

Figura 2 - Fluxograma do estudo

Nasce prematuro com IG < 37 semanas que interna na Neo

VM nas primeiras 72h de vida

Na primeira coleta de rotina coletar 500 puL de sangue do RN

Comunicar equipe da CMIV ramal 8177, responsavel pela randomizagdo |

Iniciar com:

Azitromicina5,79 Placebo

Apoés o ultimo dia de Azitromicina/Placebo (no sexto dia) coletar novamente
500 pL de sangue do RN, junto a coleta de rotina.

Fonte: Elaboragao propria (2019)

6.6 DOSAGEM DAS INTERLEUCINAS

Foi utilizada a estrutura da Unidade de Analise de Moléculas e Proteinas do
Centro de Pesquisa Experimental do HCPA para centrifugagado e congelamento das
amostras, com a realizagdo do ensaio no mesmo local, sob a supervisdo do Dr. Hugo
Bock. As medidas das citocinas foram realizadas usando o kit MILLIPLEX® Human
Cytokine / Chemokine HCYTOMAG-60K — ensaio de multiplex para a determinagéo
quantitativa simultdnea de interleucinas ou outras substancias, conforme kit e
protocolos previamente estabelecidos. A leitura foi realizada pelo Luminex 100
(Austin, Texas) com software apropriado.

A tecnologia LuminexTM xMAP (MAP = Perfil de Multiplos Analitos, x = variavel,
como citocinas, oligonucleotideos, etc) dosa multiplos analitos simultaneamente em

um unico pogo de reagdo em microplacas, tecnologia aplicavel a imunoensaios.
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Esse método envolve um processo exclusivo que cora microesferas de
poliestireno com dois fluoréforos. Utilizando proporgdes precisas de dois fluoroforos,
podem ser criados 100 conjuntos diferentes de microesferas — cada uma delas com
uma assinatura baseada em “cédigo de cores” e que pode ser identificada pelo
instrumento Luminex. Os kits sdo comercialmente disponiveis, se fundamentando na
reacao e/ou interacdo do enzimo- imunoensaio; apresentam coeficientes de variagcao
intra e inter ensaio inferiores a 5%.

Anticorpos de captura especificos para cada analito estdo imobilizados nas
microesferas através de ligagdes covalentes nao reversiveis. Depois que o analito se
liga aos anticorpos de captura localizados na superficie das microesferas, é
adicionado um anticorpo de deteccao. A deteccgao final é feita através de um terceiro
marcador fluorescente, Estreptavidina-Ficoeritrina (SAPE) ligada ao anticorpo de
deteccao. O resultado é um ensaio “sanduiche” realizado através de microesferas. O
equipamento Luminex 100 movimenta estas esferas em fila unica através de feixes
de dois lasers diferentes em um citdbmetro de fluxo. O primeiro feixe de laser detecta
a microesfera (o codigo de cor para o ensaio) e o segundo laser quantifica o sinal de
reporte em cada microesfera. Cada kit contém todos os componentes necessarios
(incluindo padrdes, controles de qualidade, microesferas exclusivas conjugadas a
anticorpos, anticorpos de deteccdo, tampao de ensaio e tampao de lavagem) para
ensaio de 96 cavidades em microplaca de titulacdo. O volume minimo de amostra
necessario é de < 50 L.

Os componentes do kit sdo armazenados entre 2 e 8°C, e, uma vez que 0s
padroes e controles tenham sido reconstituidos, sdo armazenados em < -20°C em
tubos de polipropileno. As microesferas conjugadas a anticorpos, anticorpos de
deteccdo e a SAPE nao devem ser congeladas. Para a reagdo ocorrer também é
necessaria a obtencdo do Fluido de Revestimento (sheath fluid), essencial para a
conducao dos feixes de laser. As amostras dos pacientes, que ficaram armazenadas
no freezer a -80 C durante o periodo de coleta, foram descongeladas em temperatura
ambiente 24 horas antes do inicio do experimento.

Preparagcdo das microesferas: cada frasco de microesferas conjugadas foi
agitado no vortex por um minuto, aspirou-se 60 uL de cada um e adicionou-se 2,64 ml
de diluente para formar 3 ml em um frasco de misturas que é disponibilizado no kit.

Preparacao dos Controles de Qualidade: inicialmente os controles 1 e 2 foram

reconstituidos utilizando-se 250 yL de agua deionizada e homogeneizados no vortex.
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Apds dez minutos, foram transferidos a tubos de polipropileno. Preparagéo do Tampao
de lavagem: 30 ml de tamp&o foram diluidos em 270 ml de agua deionizada e
armazenados em frasco adequado.

Preparagao do Soro Matriz: foi adicionado 1 ml de agua deionizada ao frasco
do soro matriz e deixou-se dez minutos em repouso Preparacdo dos padrdes de
citocinas humanas: o padréo foi reconstituido com 250 Ml de agua deionizada para
uma concentragao total de 10000 pg/mL para todos os analitos. Foi misturado em
vortex por dez segundos, depois em repouso por dez minutos para depois ser
transferido ao tubo de polipropileno para ser usado como o padrao de 10000 pg/mL.
A seguir, foram identificados cinco tubos, que se tornariam os padrdes 2000, 400, 80,
16 e 3,2 pg/mL. Em cada tubo, adicionado 200 uL de tamp&o de ensaio. Aspirou-se
50 uL do padrao com 10000 pg/mL e adicionou-se no tubo de 2000 pg/mL, misturou-
se no vortex, depois aspirou-se 50 L desse ultimo tubo e adicionou-se no tubo de
400 pg/mL, até o ultimo tubo. Apds preparados todos os padrdes, controles e tampdes,
foi necessario preparar a microplaca de titulagao: primeiro foi umidificada com 200 uL
de tampéo de ensaio em cada pocinho, selada com o papel-fiime adequado que vem
no kit e agitada por dez minutos no agitador de placas. Apds removeu-se o tampao
por vacuo.

Em seguida, aspiraram-se 25 pL de cada padréo e dos controles, adicionados
a microplaca. Quanto ao padrao zero, adicionaram-se 25 L do tamp&o de ensaio e
depois 25 uL de tampao aos pocos da placa onde ficaram as amostras. Adicionaram-
se aos padrdes e controles 25 pL de soro matriz, e entdo 25 pL de cada amostra aos
seus respectivos pog¢os. Para finalizar, adicionaram-se a todos os pogos 25 pL de
microesferas.

A microplaca foi selada e deixada por 16 horas em geladeira a 4 C sob agitagao.
No dia seguinte, retirou-se a placa da geladeira, removeu-se o liquido por vacuo e se
lavou com 200 uL de tamp&o de lavagem duas vezes, removendo novamente o liquido
por vacuo. Nesse momento, adicionados a cada pocgos 25 pL dos anticorpos de
deteccao, microplaca selada e deixada por uma hora no agitador de placas.

Apos essa etapa, foi adicionado 25 yL da SAPE a placa, que foi selada e
deixada por 30 minutos no agitador de placas. Novamente removeu-se o liquido por
vacuo e se lavou com 200 uL de tampao de lavagem duas vezes, removendo
novamente o liquido por vacuo. Adicionou-se por fim o Fluido de Revestimento - 150

ML, agitando-se a placa por mais cinco minutos no agitador de placas e, entao,
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inserindo-a no leitor do Luminex. Apds a leitura de cada interleucina em cada sitio, o
programa construiu curvas padrdes, através das quais se obtiveram os resultados em
pg/dL para cada paciente, em duplicata, apés a aplicacéo de equagdes polinomiais de
base quatro; o que permitiu as correcoes da leitura dos feixes luminosos de cada

citocina, conforme pressuposto equacional:

P(x) =aox N +al1x n-1 + a2x n-2 + ... + an-1x + an, onde:

P (x)=valor final em pg/ml de cada citocina Numeros complexos ao, a1, ..., an
sao os coeficientes do lumindmetro fornecidos pelo Luminex 100;

X 1 = valores brutos da IL- 1[;

X ,2= valores brutos da IL-6;

X ,3= valores brutos da IL-8;

X 4 = valores brutos da TNF-q;

X ,5= valores brutos da IL-10;

n= 4 (grau do polindbmio aplicado).

6.7 EXTRAGAO DO DNA E PCR TEMPO REAL

Foi utilizada a estrutura da Unidade de Analise de Moléculas e Proteinas
(UAMP) do Centro de Pesquisa Experimental do HCPA para centrifugagdo e
congelamento das amostras, com a realizagdo do ensaio no mesmo local, sob a
supervisao do Dr. Hugo Bock.

O DNA de Ureaplasma parvum / urealyticum foi extraido dos espécimes,
amplificados—usando amplificacdo em tempo real. e detectado usando reflexos
fluorescente sondas de corante especificas para o Ureaplasma Sacace ™ Ur. parvum
/ urealyticum Real-TM VER 04.09.2017 inibicdo. O parvum do Ureaplasma é
detectado no canal FAM (verde), Ureaplasma urealyticum no canal JOE (amarelo) /
Cy3 / HEX e no DNA do IC no ROX (Orange) / Texas Canal vermelho.

O Ur. parvum / urealyticum Real-TM foi armazenado na UAMP a 2-8 ° C, exceto
para PCR-mix-2 e TaqF Polimerase que deve ser armazenada a -16 ° C. O DNA-sorb-
A deve ser armazenado a 2-8 ° C.

As amostras foram preparadas seguindo as recomendacgdes do fabricante:

Primeiramente, a solugdo de lise e solugdo de lavagem (no caso de

armazenamento a + 2-8 ° C) foi aquecida a 60-65 ° C até o desaparecimento dos
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cristais de gelo. Foi preparada a quantidade necessaria de 1,5 ml de tubos de
polipropileno, incluindo um tubo para controle negativo de extragdo, adicionada a cada
tubo 10 pl de controlo interno e 300 ul de solugao de lise, apds, adicionada 100 pl de

amostras ao tubo apropriado. Os controles foram preparados da seguinte maneira:

a) adicionar 100 yl de C- (Controlo Negativo fornecido com o kit de

amplificagdo) ao tubo Cneg.

Agitar os tubos no Vortex e incubar por 5 min a 65 ° C. Centrifugar por 5-7
segundos.

ApOs esse processo misturar no Vortex vigorosamente o Sorbent e adicionar
20 pl para cada tubo. Novamente passar pelo Vortex por 5-7 segundos e incubar todos
os tubos por 3 min em temperatura ambiente repetindo esse passo. Centrifugar todos
os tubos por 30 segundos a 5000g e usar uma micropipeta com um aerossol plugado
ponta de barreira, remover cuidadosamente e descartar o sobrenadante de cada tubo
sem perfurar a massa cimentada no fundo do tubo. Adicionar 500 ul de solucao de
lavagem a cada tubo, Vortex muito vigorosamente e centrifugar por 30 segundos a
10000g. Remover e descartar o sobrenadante de cada tubo repetindo esse passo e
apoés poér para incubar todos os tubos com a tampa aberta durante 5-10 min a 65 ° C.
Ressuspender o sedimento em 100 ul de eluente de DNA. Incubar por5mina 65°C
e agite no Vortex simultaneamente. Centrifugar os tubos durante 1 min a 12000 g.

O sobrenadante contém DNA pronto para amplificacéo. Se a amplificacdo nao
for executada, no mesmo dia de extracdo, as amostras processadas podem ser
armazenadas a 2-8 ° C por no maximo periodo de 5 dias ou congelado a -20 ° / -80 °
C, como foi no caso deste estudo.

A préxima etapa de execugdo da PCR em tempo Real também foi realizada na
UAMP sob supervisdo do Dr Hugo Bock.

1. Inicialmente prepara-se a quantidade necessaria de tubos de reacao para
amostras (N) e controles (N + 2).

Prepare no novo tubo estéril para cada amostra 10 * (N + 1) yl de PCR-mix-1-
FRT, 5,0 * (N + 1) de PCR-mix-2 e 0,5
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* (N + 1) de Polimerase TaqgF. Vortex e centrifugar por 2-3 segundos. Adicionar
a cada tubo 15 pl de mistura reacional e 10 yl de amostra de DNA extraida tubo,
misturando por pipetagem. Preparar para cada painel 2 controles:

e adicionar 10 pl de tampao de ADN ao tubo com controlo negativo de
amplificagao;

e adicionar 10 yl de Controlo Positivo C + ao tubo marcado com Controlo
Positivo de Amplificagao;

Insira os tubos no termociclador realizando a programagao conforme instrugéao

0 quadro abaixo (quadro 1).

Quadro 1 — Manual de Instru¢gées SACACE Biotechonologies

Amplification
1. Create a temperature profile on your Real-time instrument as follows:
Rotor type instruments’ Plate type or modular instruments?
Fiuorescence | Cycle Fluorescence | Cycle
Stage | Temp,C | Time | * joioction | repeats | T€™PC | Time | " etection | repeats
. 15
Hold 95 15 min - 1 a5 R - 1
min
95 5s - 95 58 -
Cycling 60 20s - 5 60 20s - 5
72 15s - 72 15s -
95 5s - 95 5s -
" FAM(Green), FAM,
Cvca""g 60 20s | JOE(Yellow), 40 60 30s | JOEHEX/Cy3, | 40
Rox (Orange) Rox/TexasRed
72 15s - 72 15s .
! For example Rotor-Gene ™ 3000/6000/Q (Corbett Research, Qiagen)

2 For example, SaCycler-96™ (Sacace), CFX/iQ5™ (BioRad); Mx3005P ™ (Agilent), ABI® 7300/7500 Real Time
PCR (Applied Biosystems), SmartCycler® (Cepheid)

Fluorescence is detected at the 2nd step of Cycling 2 stage (60°C) in FAM/Green,
JOE/Yellow/Hex/Cy3 and ROX (Orange) fluorescence channels.

Ureaplasma parvum is detected on the FAM (Green) channel, Ureaplasma urealyticum on the
JOE (Yellow)/Cy3/HEX channel, IC on the ROX (Orange) channel

6.8 VARIAVEIS DO ESTUDO

6.8.1 Variaveis dependentes

Serao consideradas variaveis dependentes: Niveis das citocinas, PCR para

ureaplasma, DBP e obito.

6.8.2 Variaveis independentes

Serao consideradas variaveis independentes:
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Do RN: idade gestacional (determinada pela melhor estimativa obstétrica ou
pelo exame fisico do recém-nascido), sexo, peso de nascimento, Apgar no primeiro e
no quinto minuto, procedimentos de reanimacdo, administracdo de surfactante,
corticoide pds natal, morbidades e intercorréncias do RN como enterocolite
necrosante, pneumonia, sepse precoce e J/ou tardia, PCA, hemorragia
periintraventricular, colestase NPT, tempo de permanéncia na UTI, procedimentos
submetidos, tempo de permanéncia em ventilagao assistida (necessidade de presséo
positiva continua nas vias aéreas, ou CPAP, e/ou ventilagio mecanica),
oxigenoterapia.

Maternas: corioamnionite histolégica, coticoide antenatal e via de parto.

6.9 RANDOMIZACAO

Os pacientes com até 72h de vida em ventilagdo mecanica por no minimo 12h,
foram randomizados e receberam azitromicina EV na dose de 10 mg/Kg/dia uma vez
ao dia, ou placebo (SF 0,9%) no mesmo volume, foi coletada uma aliquota de 500uL
em tubo de ETDA para analise de citocinas e PCR para Ureaplasma. Apos 5 dias do
inicio uso da azitromicina ou placebo uma nova amostra foi obtida para dosagem
citocinas e PCR para Ureaplasma.

A randomizacgdo dos pacientes se deu por sequéncia simples, gerada por

computador no site Randomization.com (www.randomization.com). Os RNs foram

randomizadas em grupo intervengao e grupo controle. Um profissional externo ao
grupo de pesquisa, no caso, o farmacéutico responsavel pela diluicdo e liberagcdo da
medicacao, ficou responsavel pela lista gerada para alocagao dos pacientes.

A prescricao foi realizada pelo médico responsavel.

Houve recolhimento da medicagdo do estudo (azitromicina) pelo fabricante da
medicagéo sob orientagdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por seis
meses devido a um problema com um lote inteiro do produto. Razao pela qual, o estudo ficou

sem alocagdo ou inclusdes de janeiro a junho 2014.

6.10 CONSIDERAGOES ESTATISTICAS

Os dados coletados foram organizados e analisados com auxilio do software

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 21.0. As variaveis
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qualitativas foram expressas por meio de frequéncia e porcentagem. As variaveis
quantitativas foram expressas por meio de média e desvio padrdo ou mediana e
amplitude interquartil.

As anadlises estatisticas inferenciais foram realizadas com um nivel de
significancia alfa = 0,05, portanto, nivel de confianca de 95%. A normalidade da
distribuicdo das variaveis quantitativas foi investigada por meio do teste de Shapiro-
Wilk e Kolmogorov-Smirnov. As variancias das variaveis quantitativas foram
verificadas quanto a homogeneidade por meio do teste de Levene.

A comparagao das médias das variaveis quantitativas entre as categorias das
variaveis qualitativas dicotémicas foi realizada por meio dos testes t de Student e U
de Mann-Whitney nos casos de amostra independente, teste t de Student para
amostras em pares e T de Wilcoxon, nos casos de amostra pareada. Para as variaveis
interleucinas foi utilizada a técnica de logaritimizagao através do teste T-student.

A associagao entre as variaveis qualitativas foi investigada por meio do teste
qui-quadrado de Pearson (x2) para as amostras ndo pareadas e, e teste exato de
Fisher para as amostras pareadas.

O calculo do risco relativo da DBP, do obito e do desfecho composto DBP/obito
da azitromicina vesus placebo no subgrupo Ureaplasma positivo, foi realizado através
do programa WINPEPI, versdo 11.65, estimando-se um intervalo de confianga de
95%. A utilizacdo do programa se deu pela vantagem de ajuste das categorias com

percentuais igual a zero (6bito-AZM).

6.11 CONSIDERAGCOES ETICAS

Atendendo a Resolugdo 466/12, que regulamenta a pesquisa com seres
humanos, o estudo foi submetido para avaliagdo quanto aos seus aspectos
metodoldgicos e éticos pela Comissdo de Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, sendo emitido parecer favoravel, sob o numero 110639 (ANEXO A), com
termo de consentimento informado assinado pelos pais ou responsaveis. O presente
estudo encontra-se registrado no Clinical Trials sob o NCT03485703.

Para o presente estudo foram utilizados dados da ficha clinica, obtidos por meio

de revisao do prontuario eletrénico, foram transcritos para um formulario padronizado
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(APENDICE A), para cada crianca, que foi anonimizada e identificada por cédigo de
namero.

Foi preenchido o Termo de Compromisso para Utilizacdo de Dados, que é
fornecido pelo Grupo de Pesquisa e Pds-Graduagdao do HCPA. Deste modo, foi
assegurada a confidencialidade das informag¢des contidas nos bancos que possam
identificar os individuos. Também foi dado aos pais o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido, para solicitar a autorizagdo para a coleta de sangue e inclusdo no

estudo.
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RESUMO

Introducéao e Objetivo: Macrolideos apresentam efeitos anti-inflamatérios e tém sido
sugerido seu uso para a prevengao da displasia broncopulmonar (DBP) em recém-
nascidos (RNs) prematuros. A infecgéo/colonizagao por Ureaplasma spp. tém sido
associada a DBP em prematuros. O objetivo desta revisdo é avaliar a eficacia e
seguranca do e uso de macrolideos na prevencdo da DBP em
prematuros. Métodos: Foi realizada pesquisa em base de dados MEDLINE, EMBASE
e Cochrane Central Register of Controlled Trials dos ultimos dez anos. Foram
incluidos ensaios clinicos randomizados que avaliaram os efeitos da terapia com
macrolideos na DBP em prematuros. Um modelo de efeito aleat6rio/fixo foi usado para
sintetizar resultados predefinidos. Resultados: Oito estudos envolvendo 599
prematuros foram elegiveis para a analise. Macrolideos quando utilizados
profilaticamente (em 5 estudos) ndo mostraram redugao significativa na DBP ou no
desfecho composto de DBP/morte. Da mesma forma, ndo houve redugéo significativa
da DBP ou no resultado composto de DBP/dbito, quando macrolideos foram usados

em bebés positivos para Ureaplasma. No entanto, a terapia profilatica com
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azitromicina (em 3 estudos) foi associada a uma redugdo significativa da DBP.
Conclusao: Esta revisdo demonstra que a terapia profilatica com azitromicina ainda
se mostar controversa quanto a reducdo de DBP e do resultado composto de
DBP/morte em prematuros. No entanto, dadas as informacdes limitadas sobre
farmacocinética e possiveis efeitos nocivos, mais estudos devem ser realizados antes

do uso rotineiro da azitromicina na populagdo neonatal.

Palavras-chave: Macrolideos. Displasia broncopulmonar. Prematuro. Ureaplasma.

ABSTRACT

Introduction and Objective: Macrolides have anti-inflammatory effects and their use
has been suggested for the prevention of bronchopulmonary dysplasia (BPD) in
premature newborns. Infection / colonization by Ureaplasma spp. has been associated
with BPD in preterm infants. This review aimed to evaluate the efficacy and safety of
macrolide use in preventing BPD in preterm infants. Methods: Research was carried
out on the MEDLINE, EMBASE, and Cochrane Central Register of Controlled Trials
databases of the last ten years. Studies on randomized controlled trials evaluating the
effects of macrolide therapy on BPD in preterm infants were included. A random / fixed
effect model was used to select predefined results. Results: Eight studies involving
599 preterm infants were eligible for the analysis. When used prophylactically (in 5
studies), macrolides showed no significant reduction in BPD or in the outcomes of BPD
/ death. Similarly, there was no significant reduction in BPD or in the outcomes of BPD
/ death when macrolides were used in Ureaplasma-positive infants. However,
prophylactic azithromycin therapy (seen in 3 studies) was associated with a significant
reduction in BPD. Conclusion: This review demonstrates that prophylactic therapy
with azithromycin is still controversial regarding the reduction of BPD and the
composite outcome of BPD / death in premature infants. Nevertheless, given the
limited information on pharmacokinetics and its possible harmful effects, further studies
should be performed before the regular use of azithromycin in the neonatal population.

Keywords: Macrolideos. Displasia broncopulmonar. Prematuro. Ureaplasma.
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INTRODUGAO

Estima-se que a cada ano 15 milhdes de prematuros nasgam em todo o
mundo’. No Brasil, em 2017, a taxa de prematuridade foi de 10,87%, o dobro quando
comparado ao indice de alguns paises europeus. Destes nascimentos, 44.514 nao
haviam completado 32 semanas de idade gestacional (IG) (DATASUS, [201-]). Estes
numeros mostram a prematuridade como um grave problema de saude publica no
Brasil (DE SOUZA et al., 2019). Apos 50 anos da sua descrigdo inicial, apesar dos
avangos significativos no atendimento perinatal, a displasia broncopulmonar (DBP)
continua sendo uma das complicacbées mais comuns da prematuridade, e acomete
aproximadamente 10.000 a 15.000 recém-nascidos (RNs) por ano apenas nos
Estados Unidos. Aproximadamente 40% dos neonatos com extremo baixo peso ao
nascer (peso < 1000 g) desenvolvem DBP (STOLL et al., 2015; JOBE, 2011). Nas
unidades neonatais que compdéem a Rede Brasileira de Pesquisas Perinatais, a
incidéncia de DBP é de 19% RNs com peso ao nascer < 1500 gramas (GUINSBURG
et al., 2016) e de 44-77% para aqueles nascidos com menos de 1000g
(EHRENKRANZ et al., 2005).

O Ureaplasma spp (Ua) € o microorganismo mais comum isolado do liquido
amniotico e da placenta e contribui para resultados adversos da gravidez, incluindo a
corioamnionite (SWEENEY et al., 2017), nascimento prematuro e morbidades
neonatais (VISCARDI, 2014). Estudos em humanos sugerem que a infec¢ao por Ua
estd associada a restricdo de crescimento intrauterino (MOSCUZZA et al., 2011),
morte neonatal (MALLOY, 2014; ARAYICI et al., 2014), sepse precoce neonatal
(ARAYICI et al., 2014; STIMAC et al., 2014), hemorragia peri-intraventricular
(ARAYICI et al., 2014; KASPER et al., 2011; VISCARDI; HASHMI; GROSS; SUN;
RODRIGUEZ; FAIRCHILD, 2008), displasia broncopulmonar (KASPER et al., 2011;
VISCARDI; HASHMI; GROSS; SUN; RODRIGUEZ; FAIRCHILD, 2008; PERRONE, S.
et al., 2012; ERIKSSON; HAGLUND; ODLIND; ALTMAN; KIELER, 2014; HARTLING;
LIANG; LACAZE-MASMONTEIL, 2012; SCHELONKA; KATZ; WAITES; BENJAMIN
JUNIOR, 2005; OZDEMIR et al., 2012), persisténcia do canal arterial (MOSCUZZA, F.
et al., 2011; ARAYICI et al., 2014; PERRONE et al., 2012), retinopatia da
prematuridade (MOSCUZZA, F. et al., 2011; OZDEMIR et al., 2012; CHEN et al., 2011;
WOO et al., 2012) e enterocolite necrosante (MOORE; ARNOLD; WRIGHT, 2013;
BEEN et al., 2013; OKOGBULE-WONODI et al., 2011). Todas essas associagdes
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podem ser atribuidas a capacidade do Ureaplasma de provocar uma reacao
inflamataria.

Macrolideos sao antibidticos bacteriostaticos, podendo apresentar efeitos
bactericidas e que apresentam atividade antiinflamatdria e imunomoduladora, como
demonstrado em estudos in vivo e in vitro utilizando modelos humanos e animais em
diferentes situacdes clinicas. Estas outras propriedades conferem a esta classe de
antibidticos um papel que difere do seu classico uso como antibiético e abre novas
possibilidades terapéuticas (BALLARD; ANSTEAD; SHOOK, 2007; SEVILLA-
SANCHEZ; SOY-MUNER; SOLER-PORCAR, 2010; JAFFE; BUSH, 2001; AGHAI et
al., 2007).

Os macrolideos tém sido utilizados com sucesso no tratamento de doencas
inflamatdrias pulmonares, como doenga pulmonar obstrutiva cronica e fibrose cistica.
Existem evidéncias limitadas sobre o uso de macrolideos para o tratamento da
infeccao/colonizagao por Ureaplasma ou para uso profilatico (independentemente do
status da cultura de Ureaplasma) para a prevengao da DBP em prematuros (NAIR;
LOGANATHAN; SORAISHAM, 2014). Poucos estudos clinicos foram publicados entre
2010 e 2019, usando diferentes macrolideos para prevencdo de DBP (NAIR;
LOGANATHAN; SORAISHAM, 2014; MABANTA; PRYHUBER; WEINBERG;
PHELPS, 2003). Este artigo objetivou realizar uma revisao da literatura abrangendo o

uso de macrolideos na prevencgao da displasia broncopulmonar do prematuro.

METODOS

Trata-se de uma revisao integrativa da literatura, guiada pela seguinte questao
norteadora: “Quais os resultados do uso de macrolideos em prematuros para
prevencao da displasia broncopulmonar?”. Foi realizada uma pesquisa abrangente
quanto as publicagbes dos ultimos 10 anos nos seguintes bancos de dados: Ovid
MEDLINE, EMBASE, Cochrane Central Register of Controlled Trials e Pubmed,
SCOPUS. Foram utilizados os seguintes unitermos: "Ureaplasma and preterm",
"macrolides and preterm" e "bronchopulmonary dysplasia and preterm". Foram
incluidos na amostra os artigos que se enquadravam nos seguintes critérios: artigos
sem restricdo de idiomas, com seus resumos publicados nas bases de dados
selecionadas, no periodo compreendido entre 2010 a 2019 e cuja metodologia

adotada permitisse obter evidéncias cientificas acerca desta terapéutica, quais sejam:
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ensaios clinicos randomizados controlados individualmente, ou estudos com
delineamento de pesquisa quase experimental; artigos que retratassem
procedimentos, intervencbes que contribuissem para responder a questado
norteadora. Foram excluidos estudos do tipo revisao de literatura ou sistematica,
cartas e editoriais, teses, dissertagdes, trabalhos de conclusdo de curso, artigos n&o
referentes ao periodo neonatal, estudos que n&o utilizaram macrolideos na
intervencao e aqueles apenas sobre DBP, ou que a intervencdo nao tenha sido
aplicada no pré-termo. Num primeiro momento, a busca gerou como resultado 2259
artigos, ap6s, foram aplicados os critérios de inclusao/exclusdo, que reduziu para 920,
destes, 600 n&o preencheram os critérios de inclusao, sendo selecionados 8 estudos.
Todo esse processo de selegido esta representado no fluxograma abaixo (Figura 1).
Posteriormente, foram revisados os resumos disponiveis. Adicionalmente, foram
examinadas as listas de referéncias bibliograficas dos estudos relevantes para
identificar outros artigos potencialmente elegiveis. Limitamos nossa pesquisa apenas

a estudos em humanos.

Figura 1 - Fluxograma de selegcdo de artigos para revisao integrativa de
literatura, elaborado a partir do Guideline Prima (GALVA PANSANI; HARRAD,
2015).

o Relatos identificados no banco de dados
1 de buscas MEDLINE, EMBASE,
(;é' Cochrane Central Register of
9 Controlled Trials e Pubmed dos
E tltimos 10 anos: Relatos identificados em outras
% 2359 fontes O
2
N. derelatos excluidos por

»1 nio abordarem o objetivo do
o estudo 1430
‘;)' y v
g N. de relatos rastreados: 929 »| N.derelatos excluidos porndo
“ preencherem critério de

l inclusdo: 889
53]
g N. de artigos em texto completo N. de artigos excluidos (n=20)
| avaliados para elegibilidade: 40 o 9 por delineamento do estudo,
% 1 artigo do projeto depesquisa
0 6 ndo contemplam recém-nascido
g prematuro,
1 ndo estudou seres humanos
o I macrolideos na adaptagdoda
ﬁ dieta VO
a 1 excluido por indisponibilidade
v

= 1 utilizou macrolideos Antenatal
2 N. de estudos incluidos em sintese e

analise: 8

Fonte: Elaboracdo prépria
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Adicionalmente, foram examinadas as listas de referéncias bibliograficas dos
estudos relevantes para identificar outros artigos potencialmente elegiveis. Limitamos
nossa pesquisa apenas a estudos em humanos.

Com afinalidade de minimizar provaveis erros sistematicos ou viés de afericdo
dos estudos, devido a erros na interpretacdo dos resultados e delineamento dos
estudos, dois pesquisadores realizaram a leitura dos artigos e o preenchimento dos
instrumentos de forma independente, os quais foram posteriormente comparados.
Nos casos em que ocorreram discordancias entre eles, houve uma discussao para

chegar a um consenso.

RESULTADOS

Os estudos identificados e incluidos na revisdo, titulo, autores e ano de
publicagdo, objetivo, principais resultados e recomendagdes/conclusbées sao
apresentados no Qadro 1.

Os oito artigos selecionados foram distribuidos o conforme ano de publicacgéo,
e as pesquisas na area predominaram em 2011 (3). Os anos de 2012 (1), 2013(1),
2015 (2) e 2016 (1) tiveram a mesma quantidade de artigos publicados, ndo foram
encontrados artigos publicados em 2010, 2014, 2017, 2018 e 2019 que
contemplassem o objetivo desse estudo.

No que tange o tipo de publicagao referente ao método e a técnica de pesquisa
empregada, tem-se: 6 ensaios clinicos sendo (3 randomizados e 3 farmacocinéticos),
além de 1 caso controle e 1 coorte retrospectivos. Esses possuiam objetivos diversos,

mas todos se relacionavam ao objeto de pesquisa.

Quadro 1 - Principais caracteristicas dos estudos selecionados para revisao

integrativa

Referéncia Objetivos Elspt:;c? 5:3‘0’? N :\;I‘:::I:)oﬂgeo Conclusodes
Clarithromycin ~ * Determinar a * DBP foi maior em
in preventing relagéo da pac!gntes ureaplasa
bronchopulmon colonizagdo de 0-72 h de positivo (15,9% X 36,4%; P
ary dysplasia U.urealyticum com Ensaio vida <0,01).
) DBP em ini e A Unica variavel
in Ureaplasma Clinico Placeb 74 ~ Adunic ‘
urealyticum- prematuros com randomizad acel Claritro- significativa associada ao
positive preter peso de nascimento o o 37/37 micina desenvolvimento da DBP
m infants 1250 g; 10 ma/k foi aAdLgragéo da ventilagéo
(OZDEMIR et e Avaliar, a eficacia e mg g mecanica.
al., 2011). seguranga do por10dias o As culturas de 2 dias

’ tratamento com apos a descontinuagao do

claritromicina na tratamento mostram que a



Use of
azithromycin for
the prevention
of
bronchopulmon
ary dysplasia

in preterm infan
ts:a
randomized,
double-blind,
placebo
controlled trial
(BALLARD et
al., 2011).

Pharmacokineti
cs, safety, and
biologic effects
of azithromycin
in

extremely prete
rm infants at
risk

for ureaplasma
colonization
and
bronchopulmon
ary dysplasia

erradicacédo de U
urealyticum nas
vias respiratorias;

e Prevenir a DBP em
prematuros com
cultura positiva.

e Avaliar o uso da Ensaio

azitromicina na Clinico
prevengdo da DBP randomizad
em prematuros em o

uso de VM

Placeb

e Avaliar a
seguranga e a
farmacocinética da
dose Unica IV da
AZM em recém-
nascidos pré-termo
ventilados
mecanicamente e de
alto risco

para colonizagéo do
trato respiratoério

de Ureaplasma e

farmacocin

" nada
ético

220
109/1
11

14

0-72 h de
vida

10mg/kg/
dose
azitromicina
(AZM)

47horas de
vida £28

10 mg / kg
de
Azitromicina
dose Unica

Claritromicina resultou na
erradicacédo de U
Urealyticum em 68,5% dos
pacientes.

e O estudo concluiu que
o tratamento com
claritromicina para bebés
com muito baixo peso ao
nascer e com cultura
positiva para o U
Urealyticum reduz a
incidéncia de
desenvolvimento de DBP.
e Nenhum evento
adverso grave relacionado
ao uso de claritromicina foi
documentado.

e A mortalidade: 18% (20

de 111) no grupo da

azitromicina X 22% (24 de

109) no grupo do placebo

(P =0,45).

e Aincidéncia de DBP:

76% (69 de 91) no grupo

da azitromicina X 84% (71

de 85) no grupo do

placebo (P = 0,2).

e Orr para DBP/morte
0,46 para DBP ou morte
no grupo da azitromicina e
nao foi estatisticamente
significante.

e O estudo ndo

demonstra nenhum

beneficio no tratamento de
rotina de recém-nascidos
prematuros com terapia
com azitromicina.

e Alincidéncia de DBP

no subgrupo Ureaplasma

foi de 73% no grupo da

azitromicina versus 94%

no grupo do placebo (P =

0,03).

e no subgrupo

Ureaplasma, usando o

modelo logistico exato,

demonstrou uma
diminuigao na DBP ou
morte no grupo da
azitromicina com uma
razdo de chances

estimada de 0,026 (0,001-

0,618, intervalo de

confianga de 95%).

e Porém, a azitromicina

pode ter um papel no

tratamento e/ou profilaxia
de recém-nascidos
prematuros
colonizados/infectados
com Ureaplasma spp.

e 75% de bebés positivos
para Ureaplasma
morreram ou
desenvolveram DBP.

¢ Uma dose unica de 10
mg/kg de azitromicina
n&o suprimiu significativa
mente (p > 0,05) as
citocinas dos neonatos
tratados que
permaneceram intubados.

eEstes resultados sugerem
que 10 mg/kg de



(HASSAN et
al., 2011).

Effi cacy of
azithromycin for
prevention of
bronchopulmon
ary dysplasia
(BPD)
(GHAREHBAG
HI;
PEIROVIFAR,;
GHOJAZADEH,;
MAHALLEI,
2012).

Azithromycin to
prevent
bronchopulmon
ary dysplasia
in ureaplasma-
infected preter
m infants:
pharmacokineti
cs, safety,
microbial
response, and
clinical
outcomes with
a 20-milligram-
per-kilogram
single
intravenous
dose
(VISCARDI et
al., 2013).

Pharmacokineti
c¢s, Microbial
Response, and
Pulmonary
Outcomes of
Multidose
Intravenous
Azithromycin in
Preterm Infants
at Risk

for Ureaplasma

desenvolvimento de
DBP.

e Avaliar as citocinas
inflamatérias
pulmonares
marcadores de
resposta a
azitromicina.

o Avaliar a eficacia
da azitromicina na
prevengdo da DBP
em prematuros com
muito baixo peso

e Avaliar a seguranga

de tal regime de 20
mg/kg IV e
determinar os
resultados
microbiolégicos e
clinicos da dose
Unica mais alta;
Avaliar a reposta
dos prematuros
colonizados por
Ureaplasma ao
tratamento por
AZM nesta dose;
Avaliar se AZM
diminui a resposta
inflamatéria
pulmonar do
prematuro.

Refinar o modelo de
farmacocinética
populacional,
determinar a
depuragao
microbiana e avaliar
os resultados
pulmonares a curto
prazo do tratamento
com azitromicina em
doses multiplas em

Ensaio

-
Clinico 108 Zi d‘:a de
randomizad nada
o] 56+52 ) .
azitromicina
0-72h de
vida
Farmacocin 13
ético 20 mg /kg
dose Unica
azitromicina
Ensaio nada 15 0-72H de
Clinico ndo vida dose
randomizad 20mg/kg dia
o] por 3 dias
azitromicina

azitromicina em dose
Unica ou multipla &,
provavelmente,
inadequado Ureaplasma e
prevengéo de DBP.

o 21 (43%) dos 52
desenvolveu DBP no
grupo-controle, enquanto
14 (25%) fizeram no grupo
de intervencao (P =0,04).
e A duracdo média da
necessidade de oxigénio
suplementar foi 17,7 £ 2,8
e 23,95 + 4,2 dias nos
grupos intervengdo e
controle, respectivamente
(P =0,01).

e O estudo sugere que a
azitromicina em recém-
nascidos de muito baixo
peso podem reduzir
efetivamente a incidéncia
de DBP.

e 7 bebés eram Ua
positivo e 6 negativos. Os
Ua positivo apresentaram
maior duragéo de
ventilagdo mecanica;

e Apods 21 dias do
término do tratamento,
todos negativaram as
amostras de culturais.

e Um dos sete

(14%) individuos positivos
para Ureaplasma
desenvolveu DBP em
comparagao com trés dos
seis (60%) bebés
negativos para
Ureaplasma (p=0,164).

e Todos os sujeitos do
estudo sobreviveram até a
alta.

e Adose Unica de
azitromicina a 20 mg/kg foi
bem tolerada e néo foram
relatados efeitos colaterais
relacionados a
azitromicina.

e Foi relatado no grupo
Ua positivo 3 casos de
HIPV, 3 bebés falharam na
triagem auditiva em ambos
os ouvidos na alta.

e Na&o foram relatadas
ocorréncias de enterocolite
necrosante.

e Dos 15 bebés 7 Ua
positivo (todos negativos
apos 5Sdias da ultima dose
do macrolideos).

e DBP:3em7Ua
positivo/1 em 8 Ua
negativo.

¢ Obito: 1 Ua positivo
decorrente de
complicagbes da DBP.

¢ Na analise
farmacocinética, todas as



Respiratory
Colonization
(MERCHAN et
al., 2015).

Macrolides do
not affect the
incidence of
moderate and
severe
bronchopulmon
ary dysplasia in
symptomatic ur
eaplasma-
positive infants
(CHAKKARAP
ANI; PAES;
SHIVANANDA,
2015).

Neonatal Ureap
lasma urealytic
um colonization
increases
pulmonary and
cerebral
morbidity
despite
treatment

with macrolide
antibiotics
(RESCH;
GUTMANN;
REITERER,;
LUXNER,;
URLESBERGE
R, 2015).

bebés prematuros
com risco de
colonizagao
respiratéria por
Ureaplasma.

e Objetivo comparar
a incidéncia de
displasia
broncopulmonar
(DBP) em prematuros
tratados com
Ureaplasma
sintomatico e
prematuros
assintomaticos.

e Avaliar a influéncia
da colonizagao

por Ureaplasma
urealyticum (Uu) na
morbidade pulmonar
e cerebral neonatal.

Fonte: Elaboragéo propria.

Coorte
retrospectiv
o

Caso-
controle

31 azitromicina
grupo
estudo
162
grupo-
control
e
124 eritromicina
62+62 50 mg/ kg
8/8h
por 10 dias
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culturas pos-tratamento
foram negativas e ndo
houve eventos adversos
relacionados ao
medicamento.

e Um curso de 3 dias de
azitromicina intravenosa de
20 mg/kg/dia mostrou
eficacia preliminar na
erradicagéao

de Ureaplasma spp. no
trato respiratorio
prematuro.

e Aincidéncia de DBP
moderada e grave, foi de
45,2% no grupo de estudo
e de 40,3% nos controles
(p = 0,65).

¢ Nao houve diferenca
significativa nas
morbidades ou mortalidade
entre os grupos.

¢ Uma abordagem
seletiva do tratamento de
bebés prematuros com
Ureaplasma positivo e
sintomaticos com
macrolideos néo afetou a
incidéncia de DBP
moderada e grave.

e A U Urealyticum (UU)
foi significativamente
associada a SDR (79 vs.
61%, p= 0,015),

DBP (24 vs. 6%, p=
0,003), convulsdes (23 vs.
5%, p= 0,002) e HIPV (45
vs. 24%, p= 0,028) grupos
caso e controle
respectivamente.

e Os casos tiveram mais
tempo de ventilagao
mecanica e total de
ventilagdo invasiva e ndo
invasiva (mediana 11 vs.
6 dias p= 0,006 e 25 vs.
16,5 dias p= 0,019,
respectivamente.

e Ainfeccdo por Uu
mostrou associagao
significativa com
morbidade pulmonar a
curto prazo e
comprometimento
cerebral leve a longo
prazo, apesar do
tratamento com
antibidticos macrolideos.
e O estudo concluiu que
eritromicina nao foi eficaz
na prevengao da
morbidade respiratéria a
curto e longo prazo de
prematuros colonizados
com UU

Trés dos estudos dessa revisdo obtiveram resultados positivos no que se refere

a acado dos macrolideos no pré-termo para diminuir a incidéncia da displasia
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broncopulmonar especialmente em prematuros colonizados por Ureaplasma
(OZDEMIR et al., 2011; BALLARD et al., 2011; GHAREHBAGHI et al. , 2012).
Contudo, alguns estudos, como o de Hassan et al. (2011), Viscardi et al. (2013),
Merchan et al. (2015) e de Chakkarapani, Paes e Shivananda (2015), que estudaram
azitromicina, Resch, Gutmann, Reiterer, Luxner e Urlesberger (2016) que avaliou a
eritromicina, ndo encontraram associagdo entre uso de macrolideos em RNs

prematuros e erradicacao do Ureaplasma ou prevengao de DBP.

DISCUSSAO

A presente revisao foi realizada para avaliar o que ha de atual na literatura
sobre o0 uso de macrolideos no tratamento da infecgéo/colonizagéo por Ureaplasma e

na prevencao da DBP em prematuros.

O Ureaplasma no desenvolvimento da DBP em prematuros

A displasia broncopulmonar € uma doengca multifatorial, e ha crescentes
inferéncias na comunidade cientifica, bem como evidéncias experimentais, de um
papel central da infecgao/colonizagdo por Ureaplasma no desenvolvimento da
doenga. Os resultados que encontramos sdo conflitantes pois alguns estudos
corroboram (MABANTA; PRYHUBER; WEINBERG; PHELPS, 2003; OZDEMIR et al.,
2011; BALLARD et al., 2011; GHAREHBAGHI; PEIROVIFAR; GHOJAZADEH,;
MAHALLEI, 2012; VISCARDI et al., 2013) e outros se contrapéem (MERCHAN et al.,
2015; HASSAN et al., 2011; CHAKKARAPANI; PAES; SHIVANANDA, 2015). Ballard
et al. (2011) realizou um estudo randomizado com 220 prematuros administrando
azitromicina ou placebo e encontrou uma incidéncia de 31% (n=33) de Ua positivos
no grupo intervencdo vs. 40% (n=43) no grupo placebo. Ao analisar o subgrupo
Ureaplasma, nao observou diferengca na mortalidade, 21% (7 de 33) no grupo da
azitromicina versus 21% (9 de 43) no grupo do placebo. A incidéncia de DBP foi menor
no grupo da azitromicina, 73% (19 de 26) vs. grupo placebo, 94% (33 de 35) (P =
0,03). Ozdemir et al. (2011), com o objetivo de avaliar a eficacia e seguranca do
tratamento com claritromicina na preveng¢ao da displasia broncopulmonar (DBP) em
prematuros Ureaplasma Urealyticum (Uu) positivos. Observaram que 74 (33%) das

criangas do estudo tiveram uma cultura positiva para U urealyticum nos primeiros 3
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dias de vida, a DBP foi significativamente maior em pacientes Ureaplasma positivo
(15,9% X 36,4%; P <0,01) e a incidéncia de DBP foi significativamente menor no grupo
que recebeu claritromicina (p 0,001) (OZDEMIR et al., 2011). Os resultados de Hassan
et al. (2011) desmostraram que oito dos quatorze bebés incluidos (57%) tinham
cultura e PCR positivos para Ureaplasma spp, € observaram que dose unica de
azitromicina foi inadequada para erradicacdo do Uu e reduzir DBP. Merchan et al.
(2015) encontraram que 7 prematuros (47%) apresentaram cultura de aspirado
traqueal e/ou PCR positivos para Ureaplasma spp. pré-dose de AZM e destes, 3 (43%)
desenvolveram DBP, enquanto que no grupo negativo para Ureaplasma apenas
1prematuro (12,5%) desenvolveu a doenga (p= n&o significante segundo os autores).
Resch, Gutmann, Reiterer, Luxner e Urlesberger (2016) realizou um estudo tipo caso-
controle para avaliar a influéncia da colonizagao por Ureaplasma urealyticum (Uu)
na morbidade pulmonar e cerebral em prematuros, e nos seus resultados encontrou
que o Ureaplasma Urealyticum (Uu) foi significativamente associado a displasia
broncopulmonar: 24% (grupo caso n=62) vs. 6% (grupo-controle n=62), (p= 0,003)
(CHAKKARAPANI; PAES; SHIVANANDA, 2015). No estudo de Viscardi et al. (2013),
7 (n=13) bebés eram Ureaplasma positivo e 6 (n=13) negativos. Contudo, ao contrario
dos demais estudos, o maior numero de displasicos concentrou-se entre os
Ureaplasma negativos, 3 de 6 (50%) contra 14% dos displasicos Ureaplasma positivos
(1 de 7) (VISCARDI et al., 2013). No entanto, Chakkarapani, Paes e Shivananda
(2015), em seu estudo, retrospectivo constataram que uma abordagem seletiva com
macrolideos para bebés prematuros sintomaticos por Ureaplasma nao afetou a
incidéncia de DBP moderada (45,2% no grupo de estudo e de 40,3% nos controles, p
=0,65).

A colonizagdo do trato respiratério com as espécies de micoplasma genital
Ureaplasma parvum e U. urealyticum em prematuros € um fator de risco significativo
para DBP. A descoberta de que bebés com DBP mais grave tendem a apresentar
maior populagao do microrganismo no inicio de seu curso perpetua a possibilidade de
sua contribuicdo para a DBP (VISCARDI; KALLAPUR, 2015). O estudo de Wagner et
al. (2017) teve por objetivo avaliar o microbioma das vias aéreas inferiores em
prematuros que necessitam de ventilagdo mecanica sob a otica das analises
transversal e longitudinal para determinar a existéncia de uma relagédo entre o
microbioma do trato respiratério inicial e a gravidade da DBP. Foram analisadas

amostras de aspirado traqueal de 79 prematuros com diferentes niveis de DBP (23
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DBP leve, 27 moderada e 29 grave), sendo estas coletadas entre 5 e 9 dias de idade.
O resultado foi a presenga de Ureaplasma em 18% destes aspirados, perdendo
apenas para o Staphylococcus (68%). O estudo concluiu que a carga bacteriana nas
vias aéreas nao revelou um padrao impressionante que estivesse fortemente ligado a
gravidade da DBP, isoladamente ou em conjunto com fatores clinicos. No entanto,
como o sistema imunologico de bebés prematuros ainda esta amadurecendo, a
simples colonizagdo por bactérias pode ser suficiente para gerar uma resposta
inflamatoria que atrapalha o desenvolvimento pulmonar e leva a DBP (WAGNER et
al., 2017). Viscardi e Hasday (2009) realizaram uma revisdo sumarizando as
evidéncias que suportam um papel causal do Ureaplasma spp. na DBP. Eles
propuseram que a infecgcao por Ureaplasma ¢ iniciada intrautero e potencializada na
vida poés-natal pela exposicédo a ventilagdo mecanica e oxigénio que induz uma
resposta inflamatéria desregulada e sustentada no pulmao imaturo, que prejudica a
alveolarizagao e estimula a proliferagdo de miofibroblastos, e a deposicdo excessiva
de colageno e elastina. A elucidagao dos mecanismos pelos quais o Ureaplasma pode
contribuir na patogénese da DBP nao apenas fornece evidéncias de uma relagéao
causal, mas também identifica alvos potenciais para intervengé&o na prevengao e no
tratamento de criangas colonizadas (VISCARDI; HASDAY, 2009).

A relagdo entre infec¢ao por Ureaplasma e DBP foi explorada com diferentes
resultados relatados em diferentes estudos (KOH; KIM; KIM; MAENG; LEE, 2009;
KALLAPUR; KRAMER; JOBE, 2013). O Ureaplasma spp. € 0 microrganismo mais
frequentemente associado a corioamnionite e ao parto prematuro (KALLAPUR;
KRAMER; JOBE, 2013). Uma revisdo sistematica da literatura constituida de 39
estudos realizada por Lowe et al. (2014) observou uma associagao significativa entre
Ureaplasma e desenvolvimento de DBP. O estudo afirmou que bebés com
colonizacdo pulmonar com Ureaplasma tinham maior probabilidade de desenvolver
DBP do que aqueles sem colonizagdo com 36 semanas de idade pos-menstrual (OR
2,22, 1C 95% 1,42-3,47) ou aos 28 dias de vida (OR 3,04, IC95% 2,41-3,83).

Efeito dos macrolideos na prevencao da DBP e erradicagao do Ureaplasma
Os antibidticos macrolideos sao amplamente utilizados como drogas

antibacterianas. Dados clinicos e experimentais, no entanto, indicam que eles também

tém propriedades anti-inflamatérias e imunomoduladoras, e suas indicagdes
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terapéuticas foram ampliadas (NAIR; LOGANATHAN; SORAISHAM, 2014;
MABANTA; PRYHUBER; WEINBERG; PHELPS, 2003; KOH; KIM; KIM; MAENG;
LEE, 2009). Embora seu uso em bebés prematuros varie entre paises e unidades, nas
UTIN envolvidas na presente revisdo, trés macrolideos foram prescritos para a
prevencao e o tratamento da DBP.

A maioria dos prematuros testados foi tratada com azitromicina, apenas um
estudo usou eritromicina, outro claritromicina e nenhum evento adverso grave foi
relatado relacionado diretamente ao uso dos macrolideos.

Esta revisdo mostra que a azitromicina, em dose adequada, reduz a incidéncia
de DBP em neonatos infectados/colonizados por Ureaplasma. Uma revisao
sistematica anterior realizada por Nair, Loganathan e Soraisham (2014) também
demonstrou a eficacia da azitromicina na preveng¢ao da DBP e, quando administrada
profilaticamente, esta associada a reducdo da DBP e da DBP/morte em prematuros.
No entanto, segundo os autores da revis&o, nas analises combinando os estudos de
todos os macrolideos, quando utilizados profilaticamente ou terapeuticamente em
prematuros ventilados com colonizagdo por Ureaplasma, ndo houve uma reducgao
significativa da DBP, do o6bito ou do composto DBP/morte (NAIR; LOGANATHAN;
SORAISHAM, 2014).

Ozdemir et al. (2011), relatam que claritromicina usada em dose de 10
mg/kg/dia por 10 dias demonstrou ser benéfica para bebés com muito baixo peso ao
nascer e positivos para o Ureaplasma urealiticum (Uu) na redugao da incidéncia do
desenvolvimento de DBP. Neste estudo refere, ainda, que todos os resultados de PCR
foram negativos apods 2 dias da ultima dose de claritromicina. Dos estudos que usaram
azitromicina, apenas Hassan et al. (2011) refere problemas nos beneficios do uso dos
macrolideos, mas os autores explicam que suas restricdes foram no sentido da
dosagem de 10mg/kg/dia em dose unica, que seria insuficiente farmacocineticamente.
Estes resultados sugerem que 10 mg/kg de azitromicina em dose unica é
provavelmente inadequado para a erradicagdo do Ureaplasma e prevencao de DBP
(HASSAN et al., 2011). No estudo de Ballard et al. (2011), a azitromicina n&o protegeu
contra a morte ou a DBP, mas, no subgrupo de bebés que tiveram Ureaplasma isolado
em aspirados traqueais, a azitromicina diminuiu a DBP de 94% no grupo placebo para
73% no bracgo antibidtico. Resch, Gutmann, Reiterer, Luxner e Urlesberger (2016)
afirmam que a eritromicina néo é eficaz na prevencao da morbidade respiratoria a

curto e longo prazo de prematuros colonizados com U Urealyticum (Uu). A infecgao
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por Uu mostrou associagéo significativa com morbidade pulmonar a curto prazo e
acrescenta o comprometimento cerebral leve a longo prazo. Em um estudo de Baier,
Loggins e Kruger (2003), a eritromicina n&o eliminou o Ureaplasma das vias aéreas
de lactentes e ndo reduziu a incidéncia de DBP nos recém-nascidos de muito baixo
peso (RNMBP). Os achados da revisao realizada por Mabanta, Pryhuber; Weinberg e
Phelps (2003) confirmaram a falta de eficacia da eritromicina no tratamento de
infeccbes por Ureaplasma e nao mostrou diminuigdo na incidéncia ou gravidade da
DBP, dados que confirmam os achados atuais de Resch, Gutmann, Reiterer, Luxner
e Urlesberger (2016).

Merchan et al. (2015), mostram que, em dose de 20mg/kg/dia, a azitromicina
seria eficaz para erradicar o Ureaplasma, apés 5 dias da ultima dose de azitromicina,
nao havia mais nenhum Ureaplasma positivo entre os pacientes do estudo. Viscardi
et al. (2013) afirmam que essa dose 10mg/kg/dia ja seria o suficiente em dose unica
para tratar o microrganismo onde nas culturas aos 21 dias apds tratamento, nenhum
resultado foi positivo para ureapalsma. Gharehbaghi et al (2012) n&o realizaram
cultura para Ureaplasma, mas administraram azitromicina 10mg/kd/dia por 7 dias e,
ao final da intervencdo, seus resultados sugeriram que o macrolideo é eficaz na
prevencao da displasia pulmonar, visto que 21 (43%) dos 52 pacientes desenvolveram
DBP no grupo-controle, enquanto 14 (25%) o fizeram no grupo de intervencgao (P =
0,04). A duragdo média da necessidade de oxigénio suplementar foi 17,7 + 2,8 € 23,95
t 4,2 dias na intervengdo e grupos-controle, respectivamente (p = 0,01). Contudo,
antes do uso rotineiro, os autores sugerem um estudo multicéntrico para avaliar
melhor os efeitos da medicagdo. Os autores alegam que seu estudo teve uma
limitacdo por ndo terem coletado aspirados traqueais para cultura de Ureaplasma
urealyticum (GHAREHBAGHI et al. , 2012). Chakkarapani, Paes e Shivananda (2015)
afirmaram que em seus resultados o uso do macrolideo néo afetou no desfecho DBP.
A incidéncia de DBP moderada e grave foi de 45,2% no grupo de estudo e de 40,3%
nos controles (p=0,65), ou seja, ndo houve diferenga significativa nas morbidades ou
mortalidade entre os grupos, e a abordagem nao afetou a incidéncia de DBP
moderada e grave (CHAKKARAPANI; PAES; SHIVANANDA, 2015).

Nao ha estudos comparando o uso de diferentes os macrolideos entre recém-
nascidos humanos, mas, em modelos animais, a eficacia dos farmacos na profilaxia
ou no tratamento foi avaliada e os resultados mostraram que a inflamacgao pulmonar

foi significativamente menor em camundongos tratados com azitromicina do que
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naqueles tratados com eritromicina, mesmo se n&o houvesse diferenga
estatisticamente significante na sobrevida (WALLS; KONG; LEEMING; PLACENCIA;
POPEK, 2009).

Foi unénime entre autores dos estudos desta revisdo a sugestdo de mais
pesquisas envolvendo o uso de macrolideos em recém-nascidos trazendo
informagdes adicionais sobre a segurancga e eficacia dos mesmos, atualmente usados
off label no tratamento neonatal, e a necessidade de melhorar o conhecimento
terapéutico nesta populagao vulneravel (OZDEMIR et al., 2011; BALLARD et al., 2011;
GHAREHBAGHI; PEIROVIFAR; GHOJAZADEH; MAHALLEI, 2012; VISCARDI et al.,
2013; MERCHAN et al., 2015; HASSAN et al., 2011; CHAKKARAPANI; PAES;
SHIVANANDA, 2015; RESCH; GUTMANN; REITERER; LUXNER; URLESBERGER,
2016).

Eventos adversos do uso de macrolideos e desfechos do prematuro

Resch, Gutmann, Reiterer, Luxner e Urlesberger (2016) com o uso da
eritromicina concluiram que esta ndo tem efeito sobre os desfechos dos prematuros
como sepse tardia 10% caso vs. 14% controle; tempo de ventilagdo mecanica e Cpap
(mediana 11 vs. 6 dias p = 0,006 e 25 vs. 16,5 dias p = 0,019, grupos caso e controle
respectivamente). Gharehbaghi et al (2012) observou que a duragdo média da
necessidade de oxigénio suplementar foi 17,7 + 2,8 e 23,95 £ 4,2 dias no grupo
intervencdo que usou azitromicina e controle, respectivamente (p = 0,01). Nao foi
encontrado nenhum efeito adverso a nivel hepatico ou encontrada nenhuma perda
auditiva em neonatos no grupo intervengao em relagdo ao grupo-controle durante a
hospitalizagdo (GHAREHBAGHI; PEIROVIFAR; GHOJAZADEH; MAHALLEI, 2012).
Hassan et al. (2011) nao relataram eventos adversos ligados ao uso de azitromicina.
Assim como Viscardi et al. (2013), Merchan et al. (2015) e Ozdemir et al. (2011), os
grupos (claritromicina/placebo) ndo apresentaram diferenca significativa na incidéncia
de sepse e pneumonia, enquanto a incidéncia de DBP foi significativamente menor no
grupo da claritromicina (2,9% vs. 36,4%; P < 0,001), nenhum evento adverso grave
relacionado ao uso de claritromicina foi documentado. Da mesma forma
Chakkarapani, Paes e Shivananda (2015) nao relataram diferenga entre desfechos e
nem relato de eventos adversos. Ballard et al. (2011) relatam que as causas de morte

dos pacientes do estudo incluiram insuficiéncia respiratoria, hipdxia (sete no grupo-
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placebo, dois no grupo-azitromicina), sepse confirmada e/ou ECN (16 no grupo-
placebo, 11 no grupo-azitromicina), hemorragia pulmonar (1 grupo placebo, 5 grupo
azitromicina) e a HIV (2 no grupo azitromicina), mas nenhuma ligada ao uso da
azitromicina.

A maioria dos eventos adversos (EAs) relatadas em recém-nascidos
prematuros desta revisdo estava relacionada a prematuridade e era improvavel que
fosse causada pelo uso dos macrolideos. Os resultados de um dos estudos, no
entanto, mostraram que a azitromicina tinha um perfil de seguranga melhor do que a
eritromicina e claritromicina em neonatos. Contudo, cabe ressaltar a escassez de
estudos evolvendo drogas como claritromicina e eritromicina.

Os outros EAs relatados nos ensaios clinicos randomizados controlados por
placebo/sem tratamento foram, geralmente, associados a prematuridade (hemorragia
intraventricular, leucomalacia periventricular, enterocolite necrosante, canal arterial
patente e anormalidades auditivas). Eberly et al (2015) realizaram uma coorte
retrospectiva com lactentes nos primeiros 90 dias de vida e avaliaram a associagao
entre a exposicao a azitromicina oral e eritromicina, e subsequente desenvolvimento
de estenose hipertréfica de piloro (EHP). Os autores observaram que os eventos
adversos, como diarreia, desconforto abdominal e apetite reduzido, foram menos
frequentes em neonatos tratados com azitromicina em relagdo aos tratados com
eritromicina, 2% e 3%, respectivamente, dos neonatos expostos a azitromicina e
eritromicina; nos 14 dias de vida desenvolveram estenose hipertréfica do piloro na
infancia (EHPI). Segundo os autores, a relagcao entre azitromicina e EHPI requer uma
investigacao mais aprofundada (EBERLY et al, 2015). Em um estudo de Lund et al.
(2014), o uso de macrolideos, principalmente eritromicina, durante os primeiros 14
dias de vida, foi significativamente associado a estenose pildrica hipertréfica infantil.
Até que novos estudos estejam disponiveis, é necessario cuidado para o uso clinico
rotineiro de macrolideos na prevengao de DBP.

Na metanalise de Nair, Loganathan e Soraisham (2014) embora a incidéncia
de DBP seja variavel e apenas um tergo dos bebés prematuros eram sao colonizados
com Ureaplasma spp., assim, os autores sugerem cautela ao usar a terapia profilatica
com macrolideos, pois isso pode levar ao tratamento desnecessario de muitos bebés
prematuros.

A antibioticoterapia prolongada deve ser evitada em recém-nascidos

prematuros, visto que a exposigao prolongada a antibioticos tem sido associada a
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taxas aumentadas de ECN, sepse de inicio tardio e morte (2009). Novitsky et al (2015)
mostraram que o tratamento com > 48 horas de antibioticoterapia empirica na primeira
semana de vida foi associado a um risco aumentado de DBP (OR, 2,2; 1C95%, 1,4-
3,5), usando o Score for Neonatal Acute Fisiology para controlar a gravidade da
doenca. O estudo de Cantey et al. (2017) apoia esses achados e demonstra um efeito
da dose, com o0 aumento dos dias de terapia, associados ao risco cada vez maior de
morte ou DBP. Além disso, usando uma definicdo de DBP baseada na gravidade, o
estudo conseguiu demonstrar uma associagao entre a exposi¢cao a antibiéticos e uma
maior gravidade da DBP.

Varios estudos em adultos destacaram a associagdo entre o uso de
macrolideos e eventos cardiovasculares, notadamente arritmias e morte (CHOI et al,
2018). Em 2013, a Administragcdo de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos
emitiu um alerta sobre o uso de azitromicina, especialmente em pacientes de alto
risco, como aqueles com sindromes QTc prolongadas conhecidas, sobre
medicamentos conhecidos por prolongar o QTc e condigbes pro-arritmogénicas.
Esses eventos nédo foram descritos na literatura neonatal.

Embora tenha sido relatado esse intervalo QTc prolongado em adultos tratados
com azitromicina (HOWARD, 2013), nenhum dos estudos revisados relatou arritmia
nos recém-nascidos tratados. Ha um caso documentado de arritmia em uma crianga
apo6s overdose de azitromicina (TILELLI; SMITH; PETTIGNANO, 2006) e a
espiramicina, que € um macrolideo estruturalmente semelhante, foi associada a
arritmia neonatal (STRAMBA-BADIALE et al., 1997). O intervalo QT prolongado pode
ser normal nos primeiros dias de vida em recém-nascidos prematuros, portanto, €
dificil identificar a etiologia induzida por medicamentos durante esse periodo (ULRICH

et al., 2014). Esses eventos ndo foram descritos nos estudos da nossa revisao.

CONCLUSAO

A azitromicina ainda mostra-se controversa no que se refere ao efeitos na
reducdo da incidéncia de DBP em recém-nascidos prematuros. De acordo com os
estudos tem um perfil de seguranga melhor do que a eritromicina e claritromicina para
a populacédo neonatal. Contudo, sugere-se cautela no seu uso e atenta-se para a

necessidade de mais estudos avaliando a farmacocinética e farmacodindmica com
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numero maior de pacientes antes do uso da azitromicina nas unidades de terapia

intensiva neonatais.
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ABSTRACT

Introduction: Macrolides have anti-inflammatory and immunomodulatory properties
that give this class of antibiotics a role that differs from its classical use as an antibiotic,
which opens new therapeutic possibilities.Objective: The aim of this study was to
evaluate the anti-inflammatory effect of azithromycin in preventing mechanical
ventilation (MV)-induced lung injury in very-low-birth-weight preterm neonates.
Methods: This is a randomized, double-blind, placebo-controlled trial of preterm
neonates who received invasive MV within 72 h of birth. Patients were randomized to
receive intravenous azithromycin (at a dose of 10/mg/kg/day for 5 days) or placebo
(0.9% saline) within 12 h of the start of MV. Two blood samples were collected (before
and after intervention) for measurement of interleukins (ILs) and PCR for Ureaplasma.
Patients were followed up throughout the hospital stay for the outcomes of death and
broncho-pulmonary dysplasia defined as need for oxygen for a period of 228 days of
life (registered at ClinicalTrials.gov, No. NCT03485703). Results: Forty patients were
analyzed in the azithromycin group and 40 in the placebo group. Five days after the
last dose, serum IL-2 and IL-8 levels dropped significantly in the azithromycin group.
There was a significant reduction in the incidence of death and O2 dependency at 28
days/death in azithromycin-treated patients regardless of the detection of Ureaplasma

in blood. Conclusions: Azithromycin has anti-inflammatory effects, with a decrease in
cytokines after 5 days of use and a reduction in death and O2 dependency at 28
days/death in mechanically ventilated preterm neonates.

Introduction
The overall incidence of bronchopulmonary dysplasia (bpd) in preterm neonates has not

decreased significantly in recent decades, which may be attributable to the increased survival
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of more ill neonates with lower gestational age. Those born at a gestational age >28 weeks have
a lower incidence of bpd, approximately 19%, and, when it occurs, it is usually mild. The
incidence of bpd in preterm neonates with birth weight <1,000 g is about 40% [1]. Bpd is a
multifactorial disease with prematurity as the main factor; however, the need for endotracheal
intubation/mechanical ventilation (mv), use of oxygen, deficiency of pulmonary antioxidants,
and infections are the factors most commonly associated with bpd [2].

Lowe et al. [3], in a meta-analysis of 39 studies, suggested that colonization of the
respiratory tract with the genital mycoplasma species Ureaplasma parvum and Ureaplasma
urealyticum increased the risk of developing BPD in extremely preterm infants.
Chorioamnionitis is a polymicrobial infection that includes urogenital mycoplasma and
increases the risk of early neonatal sepsis, often triggering a pulmonary inflammatory cascade
even before birth [4]. Among the bacteria most commonly involved in and associated with BPD
are ureaplasmas, which colonize more than 11% of pregnancies with preterm labor [5, 6].

Changes in proinflammatory cytokines have been implicated in the pathogenesis of
almost all disease processes in preterm infants mainly by modulating damage to the brain,
intestines, and lungs. Data have shown increased cytokine levels in sepsis, in mechanically
ventilated patients [7-10] and in moderate to severe BPD [8, 11, 12]. In addition, MV is known
to be directly related to tissue damage in the immature lung parenchyma [13].

Macrolides have anti-inflammatory and immunomodulatory activity, as demonstrated
in in vivo and in vitro studies using human and animal models in different clinical settings [14].
These properties give this class of antibiotics arole that differs from its classical use as an
antibiotic, which opens new therapeutic possibilities [15, 16]. We hypothesized that
azithromycin as an anti-inflammatory agent may reduce pulmonary inflammation by
suppressing the production of MV-induced cytokines and, thus, promoting long-term benefits
to the lungs of preterm neonates. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
effects of azithromycin in preventing MV-induced injury mediated by plasma cytokine levels

in preterm neonates.

Methods

This randomized, double-blind, placebo-controlled trial 1is registered at
ClinicalTrials.gov, No. NCT03485703. The study was conducted from August 2013 to
February 2016 in the neonatal intensive care unit (NICU) of Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, Brazil.
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Participantes

Eligible participants were very-low-birth-weight neonates (<1,500 g) admitted to the
NICU during the study period who received invasive MV within 72 h of birth and, necessarily,
invasive ventilatory support for, at least, 12 h until randomization. Patients with congenital
malformations or chromosomal syndromes and those born to HIV-positive mothers were
excluded. We did not include twins or multiple siblings.

Gestational age was determined by the best obstetric estimate or by physical
examination of the neonate. BPD was defined as the need for oxygen for a period of >28 days
of life [2].

The randomized controlled trial was approved by the Research Ethics Committee of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, No. 110639, in accordance with Brazilian National Health
Council Resolution No. 466/2012.

Randomization

Randomization was by a computer-generated simple allocation sequence
(www.randomization.com). Participants were randomly assigned to receive either azithromycin
or placebo at the time they had completed 12 h of invasive MV. A professional with no
involvement in the trial, in this case, the pharmacist responsible for diluting and dispensing the
medication, was also responsible for the computer-generated list of random numbers for patient

allocation. The medication was prescribed by the attending physician.

Procedures

After the parents/legal guardians of the preterm neonates consented to the study, just
one 500-uL blood aliquot was collected and separated in an EDTA tube for cytokine analysis
and in a PCR tube for Ureaplasma analysis (Real-TM Kit, Sacace Biotechnologies).

Cytokine levels were measured in duplicate using the commercially available Human
Cytokine LINCOplex kit (Linco Research, Inc., St. Charles, MO, USA). This is a multiplex
assay used for the simultaneous quantitative measurement of cytokines, with an intra- and inter-
assay precision of 8-12%. The following cytokines were measured: interleukin (IL)-1f, IL-2,
IL-6, IL-8, and IL-10 and tumor necrosis factor (TNF)-a. The readings were performed by
Luminex 100 (Austin, TX, USA) with appropriate software.

The blood sample used for detection of ureaplasmas was centrifuged and frozen at —80°.
At the time of analysis, the samples were thawed and a U. parvum/urealyticum Real-TM kit

(Sacace Biotechnologies) was used for detection of ureaplasmas.
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One group of neonates received intravenous azithromycin at a dose of 10 mg/kg/day,
and the other group received placebo (0.9% saline) at the same dose. Five days after the first
use of azithromycin or placebo (5 doses of medication or placebo), a second blood sample was
collected 24 h after the last dose of azithromycin or placebo for serum measurement of
cytokines and PCR for detection of ureaplasmas. No blood samples were collected exclusively
for the study; an additional blood aliquot was collected during routine blood draws. Patients

were followed up throughout the hospital stay.

Blinding

Blinding included all those responsible for the neonates participating in the study, the
entire medical team and nursing staff, who were unaware of whether azithromycin or placebo
had been assigned to each patient, and the investigators who guided the nursing staff on the

administration of the medication/placebo and monitored blood collections.

Statistical Analysis

Qualitative variables were expressed as frequencies and percentages. Quantitative
variables were expressed as mean and SD or median and interquartile range. To compare means
between groups, the Student t test was applied. In case of asymmetry, the Mann-Whitney test
was used. When comparing proportions, Pearson’s 2 or Fisher’s exact tests were applied. In
the intra- and intergroup comparisons simultaneously, the Generalized Estimating Equations
model complemented by the Least Significant Difference test was applied. To control
confounding factors, the Multivariate Poisson Regression model was applied. The criterion for
entering the variable in the multivariate model was that the factor had a p value <0.20 in the
bivariate association with the outcome. An intention-to-treat analysis was done. The level of
significance adopted was 5% (p < 0.05), and the analyses were performed using the SPSS

version 21.0 program.

Sample Size Calculation

The sample size was calculated using the WinPEPI program (Programs for
Epidemiologists for Windows) version 11.43 and based on the study by Ballard et al. [16].
Considering a significance level of 5%, power of 80%, incidence of BPD estimated at 80%, and
a relative risk of 0.62 for the group using azithromycin, a minimum total of 38 patients was

obtained by group.
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Results

During the study period, 953 neonates were admitted to the NICU of Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Of these, 222 were assessed for eligibility. However, 142 neonates
were excluded: 58 who had congenital malformations, vertical exposure to HIV or positive
STORCH, 35 whose parents/legal guardians refused to participate in the study, and 49 who did
not require invasive MV or received it for <12 h. The final sample consisted of 80 preterm
neonates, 40 in the azithromycin group (intervention group) and 40 in the placebo group
(control group). Three newborns, 2 in the intervention group and 1 in the control group, died

before completing the 5 days of randomization (Fig. 1).

[ Enroliment ] Assessed for eligibility (n = 222)

Excluded (n = 142)
Not meeting inclusion criteria (n = 58)
Declined to participate (n = 35)
Received MV for <12 h (n = 49)

Y
Randomized (n = 80)

[ Allocation ] y
Allocated to intervention (n = 40) Allocated to control (n = 40)
Received allocated intervention (n = 40) Received allocated control (n = 40)
4 { Analysis } A
Completed (n = 38) Completed (n = 39)
ITT (n = 40) ITT (n = 40)

Fig.1. CONSORT flow chart diagram intention to treat (ITT).

The group that used azithromycin showed gestational age and Apgar scores at 5 min

significantly higher than the control group (Table 1).
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Table 1. Characteristics of neonates included in the study (n=80).

Characteristics Azithromycin Placebo p value
(n=40) (n=40)

Gestational age (weeks) 28.6+2.99 27.1+2.31 0.010°
Birth weight (g) 1090+575 8961268 0.058*
Female 24 (60.0) 21 (52.5) 0.652°
Antenatal corticosteroids 29 (74.4) 27 (67.5) 0.672°
Cesarean section 32 (80.0 27 (67.5) 0.309°
Histological chorioamnionitis 17 (43.6) 22 (55.0) 0.430°
Adequate for gestational age 27 (67.5) 29 (72.5) 0.807¢
Apgar score

5th minute 8(7-9) 7 (6-8) 0.043¢
Resuscitation maneuvers in the delivery room 38 (95.0) 39 (97.5) 1.000°
Positive pressure ventilation 26 (65.0) 23 (57.5) 0.646°
CPAP 29 (72.5) 29 (72.5) 1.000°
Use of surfactants

1st dose 36 (90.0) 38 (95.0) 0.675°

2nd dose 28 (70.0) 30 (75.0) 0.802°

Values are expressed as mean * SD; absolute numbers and percentages, n (%); and median and
interquartile range (p25—p95). CPAP, continuous positive airway pressure. ? Values obtained by Student t
test. ® Values obtained by Fisher’s exact test. ¢Values obtained by the Mann-Whitney U test. ¢ Values
obtained by Pearson’s X2 test

In intra-group comparisons, there was a statistically significant reduction in the levels
of IL-2, IL-8, and IL-10 in the azithromycin group and a significant increase in IL-2 levels in
the control group. In the intergroup comparisons, when adjusted for gestational age, birth
weight, and 5-min Apgar score, the group that used azithromycin showed significantly lower
IL-2 and IL-8 values after the intervention than the control group. The differences between the

groups for the levels of IL-1f and IL-10 were borderline (Table 2).

Table 2. Plasma interleukin levels before and after azithromycin or placebo.

Azithromycin a Placeb 2 Pj
Cytokines y p value acebo p value* Difference between el
/mL) groups

(pg/m Before After Before After

IL-1B 38.5+5.29 34.0 +3.68 0.377 26.2 +3.66 36.4+£6.01 0.071 -14.6 (-29.3t00.2) 0.053
IL-2 50.3+2.91 46.4 £ 2.58 0.044 37.4+335 47.0+3.37 0.033 -13.6 (-23.2t0-3.9) 0.006
IL-6 1616 £ 775 193 £44.4 0.068 938 + 361 518+281  0.092 -1002 (-2604 to 599) 0.220
IL-8 2891 + 547 1476 + 231 0.006 1760 + 339 2249 +296 0.113 -1904 (-3083 to -725)  0.002
IL-10 375+98.3 174 £31.8 0.032 350 £95.1 367+99.4  0.827 -218 (-458 to 21.3) 0.074

TNF-a 227+24.4 187 +£9.98 0.127 172+31.9 193 £18.5 0.486 -61.2 (-139to 17.4) 0.127

Values are expressed as mean + SE. IL (interleukin); TNF (tumor necrosis factor). ? Values obtained by LSD (Least Significant
Difference) test.® Values obtained by Generalized Linear Model (GEE) with gamma model adjusted by gestational age, birth weight
and 5 minute apgar score.
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Table 3. Neonatal characteristics and morbidities in the azithromycin and placebo groups.

Characteristics Azithromycin Placebo p value
(n = 40) (n=40)

Hours of MV at Ist collection

after randomization 2.75 (2.00-4.75) 3.00 (1.25-4.00) 0.973°
Days of MV 8.0 (3.25-24) 15.0 (5.5-39.3) 0.112°
Days of oxygen therapy 15.5 (8.25-56.0) 35.5(11.3-58.5) 0.121°
Days of TPN 14.5 (10.0 — 20.0) 24.0 (12.5-53.0) 0.006°
PDA 26 (65.0) 26 (65.0) 1.000?
Pharmacological closure 19 (47.5) 22 (55.0) 0.655*
Surgical closure 0(0) 4 (10.0) 0.116*
Early sepsis 4 (10.0) 1(2.5) 0.359%
Late sepsis 10 (25.0) 16 (40.0) 0.233¢
Pneumonia 7(17.5) 10 (25.0) 0.5852
Necrotizing enterocolitis 4(10.0) 10 (25.0) 0.1412
Cholestasis 3(7.5) 3(7.5) 1.000*
ICH 12 (30.0) 8 (20.0) 0.4392
Postnatal corticosteroids 10 (25.0) 18 (45.0) 0.101*
Oxygen dependency at 28 days 14/32 (43.8) 22/29 (75.9) 0.022*
Oxygen dependency at 36 weeks 9/32 (28,1) 9/29 (31.0) 1.000*
Death 8 (20.0) 15 (37.5) 0.1382
Oxygen dependency at 28 days/death 22 (55.0) 34 (85.0) 0.007*
Oxygen dependency at 36 weeks/death 17 (42.5) 23 (57.5) 0.264*
Hospital stay in days 53.5(17.0-90.5) 63.5(23.3-86.5) 0.939°

Values are expressed as absolute numbers and percentages, n (%); and median and interquartile range (p25—p95).
MYV, mechanical ventilation; TPN, total parenteral nutrition; PDA, patent ductus arteriosus; ICH; intracranial
hemorrhage. ® Values obtained by Fisher’s exact test or y2 test. ® Values obtained by the Mann-Whitney U test.

Table 3 shows a comparison between the 2 groups of the main characteristics and
neonatal morbidities of preterm neonates. Total parenteral nutrition days were significantly
lower in the azithromycin group when compared to the control group. The proportion of O2
dependency at 28 days and combined O2 dependency at 28 days/death were also significantly
lower in the azithromycin group. It is important to highlight that there was no significant
difference between the groups in duration of MV after randomization at the time the first blood
sample was collected to begin the study.

The PCR for Ureaplasma at the first pre-treatment blood collection was positive in
32.5% (n = 13; 2 U. wurealyticum and 11 U. parvum) of the preterm neonates receiving

azithromycin and in 42.5% (n = 17; 6 U. urealyticum and 11 U. parvum) of those receiving
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placebo, and positivity after 5 days of azithromycin or placebo was 15.0% (n = 6; 1 U.
urealyticum and 5 U. parvum) and 27.5% (n = 11; 2 U. urealyticum and 9 U. parvum) for the
intervention and control groups respectively. It should be noted that the second blood sample
for measurements was collected 24 h after the end of the intervention.

Considering only the patients who had positive ureaplasma and completed the study,
after adjusting for confounding factors, there was no significant effect of azithromycin on the

outcomes shown in Table 4.

Table 4. Outcomes of ureaplasma-positive patients (n= 28).

Outcomes Azithromycin Placebo RR (95% CI) p value
(n=12) (n=16)
Late sepsis 5(41.7) 8 (50.0) 1.22 (0.54 - 2.76) 0.642°
Pneumonia 4(33.3) 5(@31.3) 1.87 (0.51 — 6.86) 0.346°
Necrotizing enterocolitis 2 (16.7) 6 (37.5) 0.49 (0.12 - 2.09) 0.3382
ICH 4(33.3) 8 (50.0) 0.62 (0.22 -1.71) 0.3512
02 dependency at 28 days 6 (50.0) 11/14 (78.6) 0.76 (0.46 — 1.25) 0.280°
02 dependency at 36 weeks 5(41.7) 6 (37.5) 1.60 (0.57 — 4.49) 0.3742
Death 0(0) 2 (12.5) b 0.4922
02 dependency at 28 days/death 6 (50) 13 (81.3) 0.79 (0.48 — 1.30) 0.3442
02 dependency at 36 weeks/death 5(41.7) 8 (50.0) 1.29 (0.56 — 2.94) 0.5482

Values are expressed as absolute numbers and percentages, n (%). ICH, intracranial hemorrhage. * Values
obtained by Poisson Regression adjusted by gestational age, birth weight and 5% minute apgar score.® the
calculation was not performed due to an insufficient number of cases

In the total sample, after adjustment for confounding factors, there was a significant
effect of azithromycin on death and the combined outcome O2 dependency at 28 days/death.
Patients using azithromycin had a 47% reduction in the risk of death and a 29% reduction in

the risk of the combined outcome (O2 dependency at 28 days/death; Table 5).

Table 5. Outcomes of total sample (= 80).

Outcomes Azithromycin Placebo RR (95% CI) p value
(n = 40) (n =40)
Late sepsis 10 (25.0%) 16 (40.0%) 0.80 (0.44 —1.46) 0.458*
Pneumonia 7 (17.5%) 10 (25.0%) 0.69 (0.28 — 1.70) 0.419*
Necrotizing enterocolitis 4 (10.0%) 10 (25.0%) 0.38 (0.11 —1.25) 0.109*
ICH 12 (30.0%) 8 (20.0%) 1.45 (0.63 —3.33) 0.3832
02 dependency at 28 days 14/32 (43.8%) 22/29 (75.9%)  0.77 (0.56 — 1.06) 0.114*
02 dependency at 36 weeks 9/38 (23.7%) 9/39 (23.1%) 1.09 (0.48 —2.48) 0.829*
Death 8 (20.0%) 15 (37.5%) 0.53 (0.28 — 0.98) 0.0442
02 dependency at 28 days/death 22 (55.0%) 34 (85.0%) 0.71 (0.58 — 0.87) 0.001*
02 dependency at 36 weeks/death 17 (42.5%) 23 (57.5%) 0.80(0.54-1.19) 0.267*

Values are expressed as absolute numbers and percentages, n (%). ICH, intracranial hemorrhage. *Values
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obtained by Poisson Regression adjusted by gestational age, birth weight and 5% minute apgar score.

All patients were monitored for prolonged QT interval, brainstem evoked response
audiometry, and hypertrophic pyloric stenosis, and none of them had any of these side effects

from the use of azithromycin.

Discussion

In this randomized placebo-controlled trial, we identified an anti-inflammatory effect of
5-day use of intravenous azithromycin at 10 mg/kg/day in mechanically ventilated preterm
neonates. After adjustment for gestational age, birth weight, and 5-min Apgar score, the group
that used azithromycin showed significantly lower IL-2 and IL-8 values than the control group,
and a borderline significant decrease in IL-1 and IL-10 levels. The occurrence of death and
combined O2 dependency at 28 days/death were significantly lower in azithromycin-treated
patients.

IL-6, IL-1B, and TNF-a are acute-phase cytokines expressed immediately after lung
damage occurs [9]. The anti-inflammatory expression of IL-10 occurs later, after the release of
IL-8, especially in preterm infants born at a gestational age <30 weeks. Preterm infants may
have deficient production of regulatory ILs, such as IL-10, and may therefore be more prone to
an increased inflammatory response [17].

The data from the present study are consistent with those reported in the literature
indicating that there is a relationship between increased cytokine levels and subsequent
development of BPD [18-21]. Merchan et al. [22] administered azithromycin to 15 preterm
infants at 20 mg/kg/day for 3 days. They showed a decrease in IL levels in tracheal aspirates 2
days after the last dose, and no differences 4 days after the last dose. Although at a different
dose, their results were similar to ours in blood in that IL-1f, IL-8, and IL-6 levels decreased.
It is interesting to note that, because post-treatment blood samples were collected at 2 days after
the last dose, 5 days after the last dose, and 21 days’ postnatal age, IL behavior could be ob-
served for a longer time [22].

Azithromycin had a protective effect against combined O2 dependency at 28 days/death.
Similarly, Gharehbaghi et al. [23] used azithromycin at 10 mg/kg/day for 7 days suggesting
prevention of BPD: 21 (43%) of 52 neonates in the control group developed BPD compared to

only 14 (25%) in the intervention group (p = 0.04). A meta-analysis of randomized controlled
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trials assessing azithromycin in the past 10 years concluded that azithromycin when
administered prophylactically is associated with reduction in BPD and BPD/death in preterm
infants [24].

Ballard et al. [16] reported that the use of azithromycin was only effective in protecting
against BPD in the sub-group of preterm infants with Ureaplasma isolated from tracheal
aspirates, with a drop in BPD rates from 94 to 73%. Viscardi et al. [25] in a randomized clinical
trial in volving 121 very preterm newborns with azithromycin showed that mortality was
decreased in those initially colonized with Ureaplasma that became Ureaplasma free after
treatment.

Differently from our findings, Glaser et al. [26] studied very premature newborns who
had Ureaplasma in the respiratory tract or cord blood and they suggested that the increased risk
of lung injury was associated with >5 days of MV. A limitation of our study is the fact that we
did not study respiratory tract Ureaplasma colonization, but rather the presence of bacteremia.
Ureaplasma infection rates were high before treatment with azithromycin or placebo compared
with those reported in previous studies [27, 28]. Fonseca et al. [27] and Viscardi et al. [28]
included in their investigation all ill and non-ill neonates born at a gestational age <32 weeks,
unlike the sample analyzed in the present study, which included only preterm neonates who
required MV.

We suggest that azithromycin, due to its anti-inflammatory action, decreases the risk of
lung injury secondary to MV in very-low-birth-weight preterm infants regardless of the
presence of Ureaplasma bacteremia.

Although azithromycin decreased the inflammatoryresponse to MV in extremely
preterm newborns, we did not find an association between use of azithromycin and lower
occurrence of combined O2 dependency at 36 weeks/death. We speculate that either a higher
dose (20 mg/kg) or a longer treatment period (7—10 days) could have resulted in a significant
result on the combined O2 dependency at 36 weeks/death. The small sample size and the single-
center source of data can be seen as limitations
of this study.

The potential of azithromycin as a chemoprophylactic agent for oxygen dependency in
neonates is still being explored. Treatment with azithromycin reduced death and combined O2
dependency at 28 days/death in preterm neonates who received invasive MV within 72 h of
birth. We suggest that a large, multicenter study be conducted to evaluate treatment in
Ureaplasma-colonized/-infected preterm neonates before azithromycin can be recommended as

a routine therapy in extremely preterm infants in MV.
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8 CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

Em nosso estudo observamos que os niveis plasmaticos de todas interleucinas
foram mais reduzidos apdés 5 dias de intervengao no grupo azitromicina em relagéao ao
grupo placebo. As citocinas pro inflamatdrias IL2, IL-6 e IL-8 foram as que tiveram
reducdo mais significativa em relagdo ao placebo. Além disso, nos prematuros que
receberam placebo, os niveis plasmaticos de IL1-p e IL-8 foram significativamente
maiores apos 5 dias de tratamento, demonstrando uma acao inflamatéria sustentada.

N&o encontramos uma diminui¢cdo estatisticamente significativa na DBP nos
pacientes tratados com azitromicina, embora a incidéncia tenha sido menor do que
nos bebés tratados com placebo. A mortalidade foi menor no grupo azitromicina
quando comparado ao grupo do placebo. Observamos que a azitromicina agiu
positivamente em varios aspectos analisados no estudo, como menor tempo de VM,
menos dias de uso d NPT (que pode ser importante para reduzir o risco de colestase
associado ao uso prolongado da NPT), menos tempo de uso de oxigenoterapia e
internacdo hospitalar menor, reduzindo a exposi¢cao do pré termo, aos riscos da
permanéncia prolongada no ambiente hospitalar. Ndo observamos eventos adversos
em nenhum paciente relacionado ao uso de azitromicina, confirmando que esta
apresenta-se como droga segura para uso em RNPT.

A azitromicina demonstrou um efeito protetor para DBP/morte, pois a nossa
incidéncia de DBP/morte foi significativamente menor com o uso de azitromicina por
5 dias.

De modo geral todos dos resultados do estudo nos apontam que o grupo
azitromicina teve melhores desfechos dos prematuros durante o seguimento da
internacdo neonatal, mesmo que estatisticamente nao significativos. Podemos pensar
que o nosso tamanho de amostra dificulta uma conclusdo mais concreta quanto os
benéficos da azitromicina, mas é inegavel que eles existem.

A corioamnionite materna esta associada com desenvolvimento da displasia
broncopulmonar, sendo o Ureaplasma urealyticum (Uu) um dos principais agentes
associados. Tivemos uma alta incidéncia de Ureaplasma na nossa amostra, sendo
que a positividade de Ua pods-intervencdo com azitromicina cairam 24 horas depois
da ultima dose apesar de ndo havermos encontrado significancia estatistica. Cabe
ressaltar que nosso estudo coletou a apenas uma amostra pos intervencao e foi 24

horas apds o término. Confirmando o achado de que Ureaplasma spp € um dos
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principais agentes causadores de corioamnionite e nascimento prematuro, no nosso

estudo, tivemos 16 casos de corioamnionite com Ua positivos.

Os nossos dados vao ao encontro com os da literatura que afirmam existir uma
relagao entre niveis elevados de citocinas, infeccédo/colonizagéo por Ureaplasma e o

subsequente desenvolvimento de DBP.

Apesar dos avancos na medicina perinatal terem melhorado muito a
sobrevivéncia dos prematuros com idade gestacional cada vez menores, as
complicagbes inerentes da prematuridade n&o tiveram redugdo nas suas taxas,
fazendo do nascimento pré-termo um fator muito preocupante para as equipes

assistenciais.
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APENDICE A - PROTOCOLO DE REGISTRO DE DADOS PROJETO 110639
CADASTRO amostra( )....

NOomMeE: RN . Registro:......ccoovvvviiiiiiiiiinn,
DN LocCali. ..o Sexo:............
MAE: ... ldade.:.......... Gesta:.....P.....A.....C..
=
LI =3 o] = S PEPRPRPPUPUPPR
[0 =T =Yoo Lo PSPPSR
Pré-natal: nr.cons.( ) exames alterados:..............uuueiiiiiiiiiiiiiiii
Medicagdes ULIIZATAS .........coeeriiii e et eaae s
( ) Pré-eclampsia ( ) HAS Previa a Gestagao; () Corioamnionite

( ) DMG; ()ITUY; ( ) Fumo;

() Uso de corticoide: nr. de doses......; QUANAO........cooeriiiiiiiiiiiiiiee e
IGO: .. ECOi i DUM.....coieeeeeee
Parto:........cccoeeeeennnin. apresentacao................... BR:....cccooooee LA,
Atend. sala de parto (ODS).........ooiiiiiiii e

Equipe ( ) neonatologista TEN ( ) r3/r4 de NEO ( ) enfermeira ( ) enf obstetrica ( )
tecnica. () r1/r2 ped

PN Apgar: 1'........... 5.
surfactante sala de parto ( ) VPP baldo mascara ( ) TOT
IGP: . ( )AIG ( )GIG ( )PIG

Internacao

SNAPPE................. (colocar valor do escore)

Temperatura do RN na admissao........

Sinais vitais:PAM, Sat de oxigenio, avaliagao da dor:........

DT E=To o] (o7 1= TSRS RTRORPRRPIN
Foi a ventilagao............. hrs. de vida, POr.......ccooiiiiie e,
Uso de surfactante: 12 dose.......... hs de vida; 2%dose........ hs de vida;
3%dose.:....... hs

Suporte ventilatério/oxigénio:
CPAP e ou VNI: descrever




Dias em ventilagdo mecanica:

Dias em CPAP:

Dias em oxigenoterapia:

Pior resultado de gasometria durante randomizacao (5 dias placebo/AZl):
Ph..... PCO2..... HCO3....... BE....... 0o2........ Sat O2........

Suporte: CPAP/VM........ descrever parametros: PIP, PEEP e oxigenio ofertado.
Melhor resultado de gasometria durante randomizacao (5 dias placebo/AZI):
Ph..... PCO2..... HCO3....... BE....... O2......... Sat O2........

Suporte: CPAP/VM........ descrever parametros: PIP, PEEP e oxigenio ofertado.

Necessidade de inotropicos (dopa/dobuta) durante randomizagao (cinco dias):

Diagnosticos/Complicacoes:

Sepse: Precoce () Tardia( ) Clinica () HMC positiva ( ).....ceeeeeeieniiinieeeeeeeeeee.

Meningite ()
Enterocolite necrosante: ( )
Pneumonia: ( )

Persisténcia do canal arterial: Clinica ( ) Ecocardiograma( )

Hemorragia intra/peri-ventricular: () Grau ....oeeeiiiiiiiieieeeec s

LPV: ()
Convulsoes ()

Pneumotérax: ( ) Enfisema Intersticial ( )

Desfechos

Alta ou .6bito
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO ESTUDO: Ensaio Clinico Randomizado: Uso de azitromicina na prevengdo de

dano pulmonar em recém-nascidos pré-termo submetidos a ventilagdo mecénica.

O bebg que nasce prematuro muitas vezes necessita de cuidados especiais na UTI Neonatal,
sendo que muitos precisam da ajuda de um aparelho (chamado aparelho de ventilagdo
mecénica) enquanto estio doentes e com dificuldade para respirar. A ventilagdo mecénica €
necessaria, mas também pode provocar problemas no pulméo do recém-nascido prematuro,
que é mais fragil.

Seu filho(a) est4 sendo convidado(a) a participar deste estudo, em que o objetivo € avaliar o
efeito de um antibidtico, a azitromicina, na prevengao dos problemas pulmonares causados
pela ventilagio mecanica. Para isso, serdo necessdrias amostras de sangue que serao
coletadas juntamente com os exames solicitados de rotina. N&o haverd coleta de sangue
exclusiva para o estudo. O volume de sangue coletado € de cerca de 0,5 mL, que
corresponde 10 gotas de sangue. Esse volume ndo acarreta riscos adicionais ao bebé. Seu
filho poderd receber tratamento com o antibiético Azitromicina durante cinco dias ou
apenas receber soro fisiologico durante cinco dias, isso serd determinado por sorteio
simples. O soro fisiolégico € utilizado habitualmente quando se administram as medicagGes
e ndo causa nenhum prejuizo ao seu bebé. A Azitromicina é uma medicagdo que jd estd
liberada para uso assistencial. Neste estudo os bebés receberao este medicamento em doses
habituais. Os riscos associados a0 uso deste medicamento sdo raros. Os bebés receberdo
todo o tratamento de que necessitam, e a Azitromicina estd sendo utilizada como possivel
prevengio dos problemas pulmonares. Este estudo € importante para permitir aprimorar a
assisténcia de bebés prematuros.

Vocé podera obter todas as informages que quiser e poderd ndo participar da pesquisa ou
retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no atendimento do seu filho.
Pela participacio de seu filho(a) no estudo, vocé ndo terd qualquer custo ou remuneragio
associada. O nome de seu fitho(a) ndo aparecerd em qualquer momento do estudo,

preservando sua identidade.

Comité de Etica em Pesquisa
GPPG/HCPA
VERSAO APROVADA

e, 0% 8018y
n: 110639 2=




ANEXO B - TERMO DE COMPROMISSO PARA UTILIZAGAO DE DADOS
INSTITUCIONAIS

g? Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Grupo de Pesquisa e Poés-Graduagho

-t

Termo de Compromisso para Utilizagio de Dados Institucionais

Titulo do Projeto .
Ensailo clinico randomizado: uso de azitromicina na

pravenglo de dano pulmonar em recém-nascidos pré- bl
termo submetidos a ventilagio mecénica

| Cadastro no GPPG

Os pesquisadores do presenie projelo se compromalem a presorvar os
Informagdes institucionals que serfio colatadas em bases de dados do Hospital de
Clinicas do Porto Alegre. Concordam, igualmente, que estas informagbes serdio
utiizades (nica e exclusivamente para execugio do presenie projelo. As
nformagtes somente poderio ser divulgadas em atvidades académicas e
clantificas, no contexto do projelo de pesquisa aprovado.

Porto Alegre, | §de 0.0 de 2012
Nomae dos Pesquisadores .!g.
Rita do Cassia dos Santos Silveira Jﬂ‘()\-‘“ '::)
Renato S, Proclanoy be— | -~
Andrea Lucia Corso Madai L Ao

Cristiane Raupp Nunes 'f-'?éﬁdé; off s aes )
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ANEXO C - TERMO DE APROVAGAO DO PROJETO PELO COMITE DE ETICA
HCPA

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAO CIENTIFICA E COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A Comissdo Cientifica e o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(CEP/HCPA), que é reconhecido pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEPYMS e pelo
Office For Human Research Protections {OHRPYUSDHHS, como Insfitutional Review Board
(IRBOO000921) analisaram o projeto:

Projeto: 110639

Data da Versfio do Projeto:  16/04/2012
Data da Vers#io do TCLE: 16/04/2012
Pesquisadores:

RITA DE CASSIA DOS SANTOS SILVEIRA

RENATO SOIBELMANN PROCIANOY

ANDREA LUCIA CORSO

PAULA ELEXINA CORNELIO

Titulo: Ensailo clinico randomizade: uso de azitromicina na prevengéio de dano pulmonar em
recém-nascidos pré-termo submetidos a ventilagdo mecanica

Este projeto foi APROVADO em seus aspecios élicos e metodolbgicos, bem como o respectivo
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as diretrizes e normas nacionais e
internacionais de pesquisa clinica, especialmente as Resolugbes 196/96 e complementares do Conselho
Nacional de Salde.

- Os membros da Comiss#o Cientifica e do Comité de Elica em Pesquisa néo participaram do processo
de avaliagio dos projetos nos quais constam como pesquisadores.

- Toda e qualquer alteraciio do projeto, assim como os eventos adversos graves, deverSo ser
comunicados imediatamente ao CEP/HCPA.

- O pesquisador devera apresentar relatdrios semestrais de acompanhamento e relatério final ac
CEP/HCPA.

- Somente podera ser utilizado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido no qual conste o carimbo
de aprovagio do CEP/HCPA.

Porto Alegre, 24 de abril de 2012,

F o
Clausell
e CEP/HCPA



ANEXO D - MAPA DE REAGAO MULTIPLEX. (IL)
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