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RESUMO

Introdugdo: A identificagdo precoce de citocinas pode favorecer a
condugao clinica e ado¢io de medidas preventivas na populacio
neonatal. Objetivo: Avaliar os niveis séricos de Interleucinas (IL) 2,
IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, Interferon gama (IFN-y), Fator de Necrose
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Tumoral alfa (TNF-a) e Fator Estimulador de Coldnias de Granulécitos
e Mastécitos (GM-CSF) nas primeiras trés horas de vida de recém-
nascidos prematuros através de coleta de sangue em papel filtro.
Métodos: Estudo analitico observacional prospectivo desenvolvido com
34 recém-nascidos prematuros com idade gestacional entre 28 e 32
semanas. As dosagens foram feitas com 10, 60 e 180 minutos de vida
em papel filtro. Utilizado o reagente Bio-Plex ProT Human Cytokine
Standard 8 plex, Group I BIO-RAD e as leituras realizadas com
Luminex 100. Resultados: Houve associagio entre sepse e a presenca
de IFN-y e TNF-a com 10, 60 e 180 minutos de vida. A associagao
entre sepse ¢ a presenga de IL-6 foi observada com 180 minutos de
vida. Niveis reduzidos de GM-CSF na primeira hora de vida foram
relacionados a hipotermia (p=0,005) & admissao na unidade neonatal.
Conclusao: A detecgao dos niveis de citocinas em papel filtro é vidvel
nas primeiras horas de vida de recém-nascidos prematuros. As vantagens
sdo a facilidade de coleta, armazenamento, transporte e utilizagio de
pequenos volumes. O IFN-y e TNF-a e IL-6 podem ser considerados
marcadores para o desenvolvimento de sepse nessa populagao. A redugao
dos niveis de GM-CSF em pacientes hipotérmicos favorecendo quadros
de neutropenia aponta para a importincia da prevencio da hipotermia.
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ABSTRACT

Introduction: Early identification of cytokines may favor clinical
management and the adoption of preventive measures. Objective:
This study aims to evaluate the serum levels of IL-2, IL-6, IL-8, IL-
10, Interferon gamma (IFN-y), Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-o)
and Stimulating Factor of Granulocyte and Mast Cell Colonies (GM-
CSF) in the first three hours of life of preterm newborns through blood
collection on filter paper. Methods: Prospective observational analytical
study developed with 34 preterm infants with gestational age between
28 and 32 weeks. Measurements were made at 10, 60 and 180 minutes
of life on filter paper. Used Bio-Plex Pro T Human Cytokine Standard
8 plex reagent, Group I BIO-RAD and readings performed through
the Luminex 100. Results: There was an association between sepsis and
the presence of IFN-y and TNF-a at 10, 60 and 180 minutes of life.
Association between sepsis and the presence of IL-6 was observed with
180 minutes. Reduced levels of GM-CSF in the first hour of life were
related to hypothermia on admission to the neonatal unit (p=0.005).
Conclusion: The detection of levels of cytokines in samples collected
on filter paper showed to be viable in the first few hours of life with
the following advantages: ease of collection, storage / transport and the
use of small volumes. IFN-y and TNF-o and IL-6 may be considered
promising markers for the development of sepsis in this population.
The reduction of levels of GM-CSF in hypothermic patients favoring

neutropenia alerts the need for preventive care of this condition.
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INTRODUCAO

Em recém-nascidos prematuros, vdrias interven¢oes siao
necessdrias para fornecer suporte de vida e auxiliar no pro-
cesso de adaptagdo a vida extrauterina.' Suporte ventilatério,
hemodinamico e metabdlico sao frequentemente necessdrios
desde 0 momento do nascimento em sala de parto e se es-
tendem para a unidade neonatal durante as primeiras horas
de vida. Tais intervenc¢des sdo potencialmente estressoras e
capazes de induzir a liberagio de citocinas que atuam como
mediadores da resposta inflamatéria, sendo responsdveis por
induzir quimiotaxia para o local da lesdo.>?

Investigacoes acerca dos niveis séricos de citocinas e
a associagdao com os desfechos clinicos desfavordveis pre-
valentes em recém-nascidos prematuros tém sido condu-
zidas com o objetivo de favorecer diagnésticos precoces,
aumentar a sobrevida, minimizar morbidade e mortalida-
de, além de possibilitar a adogdo de medidas preventivas
e mudancas nas prdticas assistenciais vigentes.*’

A utilizagao de soro e plasma é o padrio ouro na
identificacio de biomarcadores. Entretanto, o custo, a
logistica relacionada & puncao venosa ou arterial, a ma-
nipulagio e transporte das amostras apds a coleta con-
figuram obstdculos para essa pritica.”® Na populagio
neonatal, além de todas estas consideracées, o volume
de sangue utilizado na realizagio dos exames deve ser

um ponto de atengdo, uma vez que multiplas coletas re-
sultam em comprometimento da volemia total, aumen-
tando o risco de anemia e de quadros clinicos especificos
da prematuridade, tais como desequilibrios hidroeletro-
liticos, apneia e alteracoes do fluxo sanguineo cerebral.’

A utilizagio de dosagens a partir de sangue coletado em
papel filtro é um recurso alternativo por apresentar uma série
de vantagens. Trata-se de um procedimento minimamente
invasivo que pode ser realizado através de puncio de calca-
nhar, sem a necessidade de processamento da amostra. Além
disso, 0 armazenamento e transporte das amostras ¢ ficil e
tem como principal beneficio o fato de utilizar pequenos
volumes de sangue e promover estabilizagao dos mediadores
a serem investigados, especialmente no caso das citocinas.

O objetivo desse estudo foi avaliar o perfil das
citocinas interleucina (IL) 2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-
10, Interferon gama (IFN-y), Fator de Necrose
Tumoral (TNF-0) e Fator Estimulador de Col6nias de
Granulécitos e Mastécitos (GM-CSF) nas primeiras
trés horas de vida de recém-nascidos prematuros com
idade gestacional entre 28 ¢ 32 semanas, através de co-
leta de sangue em papel filtro correlacionando-os com
desfechos clinicos desfavordveis do periodo neonatal.
Objetivou-se ainda avaliar a associacio dos niveis des-
sas ocitocinas com o desenvolvimento de hipotermia.
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A investigacio do comportamento das citocinas nessa
populagio em estdgios de vida tio precoce pode ajudar
na ado¢io de medidas preventivas e de controle uma vez
que a maior parte das investigagdes realizadas em recém-
-nascidos ocorreu a partir de quatro horas de vida.!!

METODOS

Trata-se de um estudo analitico observacional pros-
pectivo realizado em um hospital de Belo Horizonte,
MG. Os pacientes foram recrutados no periodo de ju-
lho/2013 a dezembro/2014, sendo incluidos prospec-
tivamente 34 recém-nascidos prematuros com idade
gestacional entre 28 a 32 semanas, nas primeiras trés
horas de vida. O estudo foi aprovado pelos Comités de
Etica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
e da Instituicao hospitalar onde foi realizada a coleta de
dados. Os responsdveis pelos recém-nascidos envolvidos
na pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido.

Os critérios de exclusio foram recém-nascidos por-
tadores de malformagées congénitas, filhos de mies dia-
béticas e/ou submetidas & anestesia geral para o parto,
usudrias de drogas ilicitas ou portadoras de sindromes
que cursam com doencas enddcrinas, além de recém-
-nascidos em parada cardiorrespiratéria ao nascimento.
Os pacientes envolvidos nesse estudo foram acompa-
nhados até a alta ou ébito hospitalar a fim de se avaliar
os desfechos clinicos estudados.

As amostras de sangue capilar foram coletadas em
papel filtro em trés momentos distintos: 10, 60 ¢ 180
minutos de vida através de puncio de calcanhar. A
técnica utilizada para realizagao das pungodes seguiu as
orientagdes adotadas pelo Nucleo de Pesquisa em Apoio
Diagnéstico da Faculdade de Medicina da UFMG
(NUPAD) descrito no programa de triagem neonatal,
seguindo as recomendagdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), Procedures and Devices for
the Collection for Diagnosis Capilary Blood Specimens;
Approves standard - Sixth Edition, CSLI document
HO04-A6 (ISBN1-56328-667-8).

Para cada tempo foram preenchidos cinco circulos
(spots) do papel filtro, mantido na posigao horizontal
por trés horas para secagem, identificado e posterior-
mente congelado a 20°C negativos até a andlise. O eluato
foi obtido a partir de metodologia testada previamente
como componente deste trabalho (9 mm de papel filtro
eluido com 250 pL de solu¢do tampio).'> O presente
estudo recebeu financiamento da Funda¢ao de Amparo
a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG), pro-
cesso n°® APQ-00863-11, demanda universal.

Todas as dosagens foram realizadas em duplicata. As
dosagens de IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a
e GM-CSF foram realizadas usando o reagente comer-
cialmente disponivel Bio-Plex ProT Human Cytokine
Standard 8 plex, Group 1 BIO-RAD, Richmond, CA,
USA. Trata-se de um ensaio que utiliza a metodologia
xMADP, possibilitando a determinagio quantitativa de
multiplas citocinas que apresenta precisdo intra e in-
terensaio de 5 a 10% para citocinas. As leituras foram
analisadas através de um sistema automatizado de and-
lises laboratoriais (Luminex 100; Luminex, Austin, TX,
USA) com software adequado.
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As varidveis explicativas estudadas foram idade gesta-
cional, peso de nascimento, género, Apgar de primeiro e
quinto minuto, temperatura axilar 3 admissao na unida-
de neonatal, tipo de parto, uso de corticoide pré-natal,
fragao inspirada de oxigénio (FiO,) médxima, tempo de
utilizagao de Pressio Positiva Continua em Vias Aéreas
(CPAP), tempo de utilizacio de ventilagio mecinica, uso
de aminas, hemotransfusio e tempo total de internagio.
Dentre as varidveis desfecho, foi investigada a correlacio
entre a dosagem das citocinas e a displasia broncopul-
monar (DBP), sepse, hemorragia peri-intraventricular
(HPIV), retinopatia da prematuridade (ROP) e ébito.

ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada a caracterizacio da amostra total, com and-
lise da frequéncia para as varidveis categéricas e as medidas
descritivas (média, mediana, percentis 25 ¢ 75, minimo, m4-
ximo e desvio-padrao) para as varidveis quantitativas. O teste
de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para testar a normali-
dade dos dados. Como a dosagem das citocinas 1L-2, 1L-4,
IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y e TNF-0o. mostrou uma distribui-
¢30 nao normal, testes nao paramétricos foram utilizados.

Testes paramétricos foram utilizados para GM-CSE por
apresentar distribui¢io normal nos dados. Para a compara-
¢io das dosagens das citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
IFN-y e TNF-a) em relagio aos tempos avaliados, usou-se
o teste de Friedman e o teste ANOVA de medidas repeti-
das para GM-CSE As comparacoes multiplas (dois a dois)
quando necessdrias foram realizadas pelo teste de Wicoxon.

Para avaliagdo da expressao das citocinas em cada tem-
po por desfecho (sepse, DBP ROP, HPIV, 6bito e sem des-
fecho desfavordvel) empregou-se o teste de Mann-Whitney
paraIL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y e TNF-0 ¢ o teste
t de Student para GM-CSE Anilise univariada foi reali-
zada para avaliar associacdo entre desfechos clinicos como
sepse e a presenca de citocinas nos diferentes tempos de co-
leta utilizando-se para tal o teste Qui-quadrado de Pearson
com corre¢do de Yates ou Teste exato de Fisher quando
adequado, calculando-se entio 0 OR ¢ IC 95%. Em todos
os testes estatisticos o nivel de significAncia utilizado foi de
5%, ou seja, testes com valor p inferior a 5% foram con-
siderados significativos. Todas as andlises foram realizadas
com o software SPSS versio 20.0 salvo a andlise univariada
quando foi utilizado o software Minitab 16.

RESULTADOS

Os dados demogrificos, perinatais ¢ neonatais dos 34
recém-nascidos incluidos no estudo estio descritos na
Tabela 1 e a frequéncia de desfechos clinicos estd descrita
na Tabela 2. Todos os pacientes da pesquisa utilizaram
CPAP em sala de parto, durante transferéncia e nas trés
primeiras horas de admissio na unidade neonatal. A FiO,
variou de 40 a 100%, 91,2% das maes nao apresenta-
ram infecgdo do trato urindrio (ITU) durante a gestagao.
Nenhum dos pacientes incluidos na pesquisa foi intuba-
do nas primeiras trés horas de vida, mas alguns foram
intubados posteriormente, sendo a média de utilizacio de
ventilagio mecanica de 12,6 dias nesta populagio.

Foi evidenciada diferenga estatisticamente significa-
tiva entre os tempos para as citocinas IL-6, IL-8 e IFN-y
(p<0,05). As citocinas IL-2 e IL-4 nio foram detectadas em
nenhum dos tempos investigados.
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Tabela 1 - Dados demogréficos, perinatais e neonatais.

Caracteristicas Valores

Idade gestacional (semanas) Média (Minima/Mdxima)

Peso de nascimento (g) Média (Minimo/Méximo)

30,56 (28 - 32)
1.385 (585 - 2710)

Género (%) - F/M 38,2/61,8
Apgar 1° minuto- Média(Minimo/Méximo) 7 (4-9)
Apgar 5° minuto-Média (Minimo/Méximo) 9 (5-10)
Idade materna - Média (Minima/Mdxima) 29,79 (17-44)
Desfecho do parto Vaginal/Cesérea (%) 8,8/88,2
Uso de corticoide pela mae (%) 97,1
Amniorrexe prematura (%) 23,5
Temperatura de admissao < 36,5°C (%) 38,2
Uso de aminas (%) 20,6
Hemotransfusao (%) 14,7
Tempo de utilizagao de CPAP (dias) - Média 10,21 (1-45)

(Minimo/Maiximo)

Tempo de utilizagao de ventilagio mecinica -
Meédia (Min/Max)

Tempo de internagio (dias) - Média (Minimo/
Maiximo)

12,65 (0-131)

39,26 (5-131)

Tabela 2 - Frequéncia de desfechos clinicos.

Desfecho Percentual de ocorréncia (%)/N

Displasia broncopulmonar 17,616
Sepse 35,3 /12
Retinopatia da prematuridade* 26,519
Hemorragia intraventricilar™ 20,6 /7
Obito 8,8/3
Nenhum desfecho desfavoravel 47,1116

* Um dos nove pacientes afetados apresentou a forma grave da
doenga demandando fotocoagulacio
**Nenhum paciente apresentou HPIV grau Il e IV

Comparando-se a expressdo de citocinas nos diferen-
tes tempos estudados em relagao a cada desfecho (sepse,
DBP, ROP, HPV e 6bito), o dnico achado significativo
estatisticamente foi para o grupo que desenvolveu sepse.
Nesse grupo a expressio do TNF-0 com 60 minutos de
vida foi maior que no grupo sem sepse (Tabela 3). Nao
houve diferen¢a para outras citocinas, em diferentes
tempos e para os demais desfechos.

Uma vez identificada essa diferenca na varidvel sepse,
teste de correlacdo (analise univariada) foi aplicado bus-
cando-se identificar outras associa¢bes entre as citocinas
e os demais desfechos propostos no estudo. Foi encon-
trada correlagiao da expressio de citocinas apenas para
o desfecho sepse. Assim, houve associa¢io significativa
entre sepse ¢ a presenca de IFN-y e TNF-a com 10, 60 ¢
180 minutos de vida (p<0,05). A associacio significativa
entre sepse ¢ a presenca de IL-6 foi observada com 180
minutos de vida (p<0,05) (Tabela 4).

Na populagio estudada, 13 pacientes apresentaram
temperatura axilar inferior a 36,4°C no momento da
admissio na unidade neonatal. Quando avaliados os ni-
veis séricos de citocinas na populacio que desenvolveu
hipotermia comparando com os recém-nascidos que nio
desenvolveram, observou-se que os valores de GM-CSF
foram significativamente mais elevados no grupo que
nio apresentou hipotermia (p=0,005) (Tabela 5).

Quando o grupo que nao demandou intubagio du-
rante a internagio (16 pacientes) foi comparado ao gru-
po intubado apés a terceira hora de vida (18 pacientes),
nio foram evidenciadas diferencas estatisticamente sig-
nificativas nas dosagens das citocinas investigadas nas
primeiras trés horas de vida.

Tabela 3 - Comparagio dos niveis séricos de citocinas entre pacientes que desenvolveram ou nio quadro de sepse.

SEPSE

Varidveis Nao Sim P
N Média Mediana N Média Mediana

-6 10° 425 0,00 20,90 2,50 0,327
IL-6 60’ 2 33,42 8,90 12 80,84 24,80 0,299
IL-6 180° 42,58 7,50 191,82 16,80 0,204
-8 10° 82,10 69,70 174,25 77,00 0,511
IL-8 60’ 2 125,47 114,80 12 242,11 151,80 0,317
IL-8 180° 254,83 230,30 511,35 238,40 0,462
IL-10 10° 7,56 0,00 12,25 15,90 0,204
IL-10 60° 2 12,42 0,00 12 13,87 16,00 0,560
IL-10 180’ 9,80 2,40 11,16 13,20 0,749
IFN-y 10° 88,37 0,00 135,12 79,80 0,094
IEN-y 60’ 2 115,00 0,00 12 119,44 105,40 0,317
IFN-y 180’ 99,00 0,00 267,47 134,80 0,133
TNF-0. 10’ 82,05 8,40 122,40 24,20 0,383
TNF-a. 60° 2 40,95 0,00 12 102,49 15,60 0,048
TNF-0. 180 160,32 0,00 107,76 58,60 0,396
GM-CSF 10° 396,26 310,00 466,13 452,8 0,547+
GM-CSF 60’ 2 357,41 268,10 12 444,75 4778 0,480
GM-CSF 180° 362,68 322,70 379,29 389,20 0,881*

*Teste T de Student/ Demais varidveis teste de Mann-Whitney
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Tabela 4 - Correlagdo entre niveis séricos de citocinas nos pacientes que
desenvolveram sepse nas primeiras trés horas de vida; andlise univariada.

Interleucinas Sepse 1IC95%
P OR

(Varidvel preditora)

IL-6 180° <0,05** 8,33 0,90 76,75
IEN-G 10° <0,05** 7,11 1,40 36,12
IFN-G 60’ <0,05* 4,67 0,96 22,79
IFN-G 180 <0,01* 7,87 1,35 45,83
TNF-a 10’ <0,05** 8,33 0,90 76,75
TNF-a 60 <0,01* 7,87 1,35 45,83
TNF-a 180 < 0,05** 12,00 1,30 110,52

* teste Qui-quadrado de Pearson, com correcdo de Yates
**Teste exato de Fisher

A populagio foi estratificada de acordo com o peso de
nascimento e dividida em dois grupos: maiores (13 pacien-
tes) e menores de 1500 gramas (21 pacientes), nio sendo
identificadas dosagens de citocinas com diferenca estatisti-
camente significativa entre os grupos nos diferentes tempos
estudados.

DISCUSSAO

A avaliagdo e detec¢io das citocinas nos primeiros 180
minutos de vida, em recém-nascidos prematuros, em papel
filtro, conforme se mostrou possivel nesse estudo, revelam
perfis complexos que podem ser de significAncia fisiolégica
e patofisioldgica servindo como possiveis marcadores de
desfechos graves que acometem essa populagio.

A utilizagdo do papel filtro como estratégia para rea-
lizagao de monitoramento laboratorial tem sido testada
nos tltimos anos.'™'*'* A principal vantagem da coleta
de amostras de sangue em papel filtro é o pequeno vo-
lume necessdrio, o que na populagio neonatal constitui
aspecto relevante em decorréncia da volemia total cir-
culante e da grande demanda de multiplas coletas para
monitoramento clinico e laboratorial.

A menor intensidade da dor causada aos recém-nascidos,
a facilidade de coleta, armazenamento, transporte ¢ a estabi-
lidade das citocinas sio também vantagens da utilizagio do
papel filtro quando comparada a coleta convencional.®'*'
A coleta utilizando-se esse método se mostrou exequivel e
tecnicamente simples por meio desse trabalho.

A dosagem de biomarcadores com potencial preditivo e/
ou progndstico tem sido alvo de vdrios estudos em neonato-
logia, uma vez que pode possibilitar a identificacio de grupos
de pacientes com maior probabilidade de desenvolvimento
de desfechos clinicos graves ou com potencial de complica-
¢i0, o que possibilita a identificagio precoce e a adogio de
medidas preventivas direcionadas para este grupo.'>>

Em rela¢do ao comportamento das citocinas nos dife-
rentes tempos, observou-se diferenca estatisticamente sig-
nificativa entre os tempos avaliados na expressao de IL-6,
IL-8 ¢ IFN-y. Existem divergéncias na literatura acerca do
momento de liberacio das citocinas. IL-6 apresentou con-
centragoes diferenciadas nos trés tempos, sendo as maiores
concentragoes detectadas com 60 minutos de vida. Em re-
lagao a IL-8, niveis progressivamente mais elevados foram
observados ao longo das trés primeiras horas de vida. IL-
6 ¢ IL-8 apresentam meia-vida curta e suas concentragoes
circulantes reduzem significativamente com o tratamento
antimicrobiano nos casos de sepse, tornando-as indetectd-
veis apds 24 horas de instituigio do tratamento.'

Wu et al."’ conduziram um estudo com 75 recém-nasci-
dos com diagnéstico de sepse e concluiram que altos niveis
de IL-6 ¢ IL-8 estavam correlacionados a gravidade da infec-
¢io e que a detecgdo dessas duas citocinas de maneira com-
binada pode auxiliar no diagnéstico de sepse. Entretanto, a
observagao do comportamento das mesmas pode ser ttil na
identificacao de prdticas que induzem resposta inflamatdria,
ainda que nio descritas como doengas com fisiopatologia
estabelecida, como acontece nos casos de manipulacoes e
procedimentos realizados na prdtica clinica, incluindo os
potencialmente dolorosos e que muitas vezes sio considera-
dos pela equipe como sendo intervencdes isentas de riscos.

Mesmo em relacdo a sepse, como as dosagens podem ser
feitas nas primeiras trés horas de vida, sua presenca poderia,
sim, j& chamar a aten¢io para o desenvolvimento desse des-
fecho (no caso da IL-6), no que pese a possibilidade do uso
de antimicrobianos maternos no periparto interferir negati-
vamente nos niveis dessas dosagens, o que nio foi motivo de
abordagem no presente estudo. Especificamente quanto ao
IFN-y, o mesmo foi detectado com trés horas de vida. Em
trabalhos que investigam a associacao de citocinas com DBD,
o IFN-y apresentou correlagio com DBP e 4bito."!

Em relagao a sepse, foi evidenciada a correlagao de IL-6,
IFN-y ¢ TNF-0 nos primeiros 180 minutos de vida, nio
sendo identificado 0 mesmo para DBP, ROP, HPIV e ébito.

A sepse é uma das maiores causas de morbidade e mor-
talidade nas unidades neonatais, sendo sua identificacio,

Tabela 5 - Comparacdo dos niveis séricos de citocinas na primeira hora de vida entre pacientes que desenvolveram ou nio quadro de

hipotermia no momento da admissio na Unidade Neonatal.

Hipotermia
Varidveis Nao Sim P
N Média Mediana N Média Mediana
IL-6 (1 H) 21 60,21 17,90 13 32,32 5,40 0,207
IL-8 (1 H) 21 146,95 114,80 13 191,12 148,60 0,221
IL-10 (1 H) 21 15,24 15,90 13 9,31 0,00 0316
IEN-y (1 H) 21 134,62 42,70 13 88,57 0,00 0,650
TNF-a (1 H) 21 83,17 10,30 13 28,08 0,00 0,316
GM-CSF (1 H)* 21 499,96 401,30 13 212,00 209,60 0,005

*Teste T de Student/ Demais varidveis teste de Mann-Whitney
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prevencio e controle um grande desafio para a equipe de
satide.’®" Um estudo demonstrou que o TNF-o apresen-
ta alta sensibilidade no diagnéstico de inflamacio, mas
nao pode ser utilizado para diferenciar recém-nascidos
infectados de ndo infectados e que niveis aumentados
podem predizer maior risco de dbito. Assim, os autores
desse estudo sugerem a associagio de dosagem de IL-6 ¢
TNF-o para diagndstico de sepse neonatal.'®
Outros estudos também demonstraram o aumen-
to dos niveis de TNF-o em pacientes com sepse clinica
quando comparados ao grupo controle.?*! A expressio
de TNF-a parece ter correlagio com a gravidade da sepse
e com a mortalidade.” A maioria dos trabalhos publi-
cados investigaram recém-nascidos de muito baixo peso
buscando a associagio da expressio de citocinas com os
desfechos clinicos de etiologia inflamatéria prevalentes
no periodo neonatal, especialmente de DBP e sepse.'"*2
No presente estudo 17,6% da populac¢io estudada
desenvolveu displasia broncopulmonar, mas nao foi evi-
denciada correlagio com as citocinas investigadas em
nenhum dos tempos estabelecidos. A relagio das cito-
cinas com o desenvolvimento de retinopatia da prema-
turidade e hemorragia intraventricular também foi in-
vestigada em alguns estudos, mas assim como para DBP
também nio foi demonstrada no presente estudo.®*>%
Na populagio estudada, um dos nove pacientes com
diagnéstico de retinopatia da prematuridade desenvolveu
a forma grave da doenga, nio havendo nenhum caso de
hemorragia peri intraventricular grau III e IV. Porém,
vale ressaltar que a intensidade da resposta de expressio
das citocinas (resposta inflamatdria), estd associada com
a intensidade do dano. Como no presente estudo prati-
camente os pacientes ndo apresentaram formas graves das
doengas (DBP ¢ ROP), essa pode ser uma explicacio para
o achado da correlagio das citocinas apenas com sepse.
As dosagens de GM-CSF nio apresentaram diferen-
cas estatisticamente significativas entre os tempos ana-
lisados. Entretanto, chamou a atengio o fato de que na
populagao estudada foi identificada correlagio entre a
reducio dos niveis séricos de GM-CSF em 13 pacientes
que apresentaram hipotermia (temperatura axilar infe-
rior a 36,4°C) 4 admissiao na Unidade Neonatal quando
comparada A popula¢io que ndo apresentou hipotermia.
O GM-CSF tem como caracteristica estimular a proli-
feragao de células progenitoras mieloides -unidades forma-
doras de colonias de granulécitos macréfagos (CFU-GM)
e unidades formadoras de coldnias de eosinéfilos (CFU-
EO), induzindo também a maturagio e liberagio para o
sangue periférico do pool de neutréfilos medulares. Ambos
os fatores, além da acio exercida na medula dssea, agem
também nos neutréfilos maduros, melhorando sua funcao,
ou seja, aumentando a quimiotaxia, a fagocitose, a ativi-
dade bactericida e o metabolismo oxidativo, em estudos
experimentais 7z vitro em neutré6filos de recém-nascidos.
O desenvolvimento de neutropenia é uma condigio fre-
quente entre recém-nascidos prematuros e, por este motivo,
a administracio de GM-CSF tem sido proposta como estra-
tégia profildtica e terapéutica nos casos de sepse. Entretanto,
os dados disponiveis na literatura nio subsidiam sua utiliza-
¢d0.7* Ficou demonstrado no presente estudo que a hipo-
termia reduz os niveis de GM-CSF sugerindo a possibilidade
de quadros mais severos de neutropenia e, consequentemente,
maior probabilidade de desenvolvimento de quadros sépticos.

Alguns pacientes incluidos na pesquisa, apesar de
nao terem sido intubados nas primeiras trés horas de
vida, demandaram intubagdo posterior durante a inter-
nagio (18 pacientes). Foi investigado se esta populacio
apresentava comportamento diferenciado em relacio
aos niveis séricos de citocinas quando comparada a po-
pulagio que nio demandou ventilagio mecdnica em
nenhum momento durante a internagio (16 pacientes),
nio sendo identificadas diferencas estatisticamente sig-
nificativas entre estas populagoes.

A estratificagio da populagio estudada de acordo com
0 peso se mostrou necessria, uma vez que a maior parte
dos estudos desenvolvidos em relagao as dosagens de cito-
cinas e sua correlacio com os desfechos clinicos sao reali-
zados em populagdes de recém-nascidos de extremo baixo
peso. Assim, foi comparada a relagio com os desfechos
clinicos entre menores e maiores de 1500 gramas, nio
sendo identificadas diferencas de comportamento entre as
populagdes de nenhuma das citocinas investigadas.

CONCLUSAO

A descricao do comportamento das citocinas em
estdgios precoces de vida pds-natal pode possibilitar
avaliacdes em relagdo ao potencial estressor dos proce-
dimentos realizados nas primeiras horas de vida. Esta
expressio demonstra a capacidade fisiolégica de recém-
-nascidos prematuros de responder a insultos, que po-
dem ter inicio na vida intrauterina, sendo potenciali-
zados pelos procedimentos pds-natais aos quais sdo
submetidos especialmente nas primeiras horas de vida.

A correlacio de sepse neonatal e dosagens elevadas
de IL-6, IFN-y e TNF-a representa achado promissor
no monitoramento de recém-nascidos sob o risco de tal
desfecho. A hipotermia resulta em redugio dos niveis de
GM-CSF favorecendo quadros de neutropenia, o que
aponta para a necessidade de cuidados voltados para
prevencao desse quadro, especialmente no que se refere
a manipulagdo de recém-nascidos prematuros nas pri-
meiras horas de vida.
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