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RESUMO

Em recém-nascidos prematuros, os procedimentos realizados nas primeiras horas
de vida podem desencadear resposta inflamatoria sistémica e potencializar o
desenvolvimento de desfechos desfavoraveis bem como complicacdes imediatas e

tardias.

Objetivo: Avaliar os niveis das Interleucinas (IL) 2, 4, 6, 8, 10, Interferon gama (IFN-
y), Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e Fator estimulador de col6nias de
granuldcitos e mastoécitos (GM-CSF) nas primeiras trés horas de vida de recém-
nascidos prematuros e a sua relacdo com os principais desfechos desfavoraveis da

populacao estudada.

Método: Trata-se de um estudo analitico observacional prospectivo realizado na
Maternidade Unimed-BH — Unidade Grajad. Foram incluidos no estudo 34 recém-
nascidos prematuros com idade gestacional entre 28 e 32 semanas, admitidos no
periodo de julho de 2012 a dezembro de 2014. As citocinas foram dosadas a partir

de amostras coletadas em papel filtro com 10 minutos, 1 hora e 3 horas de vida.

Resultados: Foi possivel dosar as citocinas investigadas a partir de sangue coletado
em papel filtro. Foi evidenciada correlacdo entre os niveis séricos de TNF-a na
primeira hora de vida e o desenvolvimento de sepse na populacao estudada e niveis
aumentados de GM-CSF foram identificados nos pacientes que apresentaram
hipotermia a admisséo na unidade neonatal. Foi detectada a presenca de IL-6, IL-8,
IL-10, IFN-y, TNF-a e GM-CSF nas trés primeiras horas de vida, com diferenca
significativa entre os tempos para as citocinas IL-6, IL-8 e IFN-y. IL-2 e IL-4 n&o
foram observadas em nenhum dos tempos investigados. Nao foi evidenciada
correlagdo entre a expressdo das citocinas nos tempos estudados e o0
desenvolvimento de displasia broncopulmonar, retinopatia da prematuridade,
hemorragia peri intraventricular e 0bito, mesmo apos estratificacdo da populacao de

acordo com o peso, entre maiores e menores de 1500 gramas.



Concluséo: A deteccgdo de citocinas a partir de material coletado em papel de filtro
demonstrou ser um meétodo viavel tendo como vantagens a facilidade de coleta,
armazenamento e transporte, além da utilizacdo de pequenos volumes. A relacédo da
expressao de TNF-a e sepse pode sugerir sua utilizagdo como marcador precoce e
a correlacdo de hipotermia com o aumento de GM-CSF sugere o potencial danoso
desse quadro clinico nas primeiras horas de vida de recém-nascidos prematuros,
apontando a necessidade de adocdo de medidas preventivas eficazes de controle
térmico. Mais estudos sdo necessarios para confirmar e esclarecer estas correlacdes
e evidenciar o impacto das intervencdes precoces no padrao de expressado das

citocinas.

Palavras chave: Citocina. Recém-nascido. Prematuro. Sepse. Cuidados de

enfermagem.



ABSTRACT

Procedures performed on preterm neonates within the first hours of birth may trigger
systemic inflammatory responses and boost the development of unfavorable
outcomes, in addition to immediate and late complications.

Objective: This study aimed to look into the correlations between levels of Interleukin
(IL) 2, 4, 6, 8, 10, Interferon gamma (IFN-y), tumor necrosis factor alpha (TNF-a),
and granulocyte—macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) in neonates within
three hours of birth and the main unfavorable outcomes observed in this population.
Method: This prospective observational study was carried out at the Unimed-BH
Unidade Grajau Maternity Hospital. Thirty-four preterm neonates with gestational
ages ranging between 28 and 32 weeks seen from July 2012 to December 2014
were enrolled in the study. Cytokine levels were measured from samples collected on
filter paper within 10 minutes, one hour, and three hours of birth.

Results: Cytokine levels were measured from blood spots collected on filter paper. A
correlation was found between TNF-a serum levels within one hour of birth and the
occurrence of sepsis in the studied population. Increased levels of GM-CSF were
observed in patients with hypothermia upon admission to the neonatal care unit. IL-6,
IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a, and GM-CSF were detected in the blood samples taken
within three hours of birth, with statistically significant differences between each of
the sample collection times for cytokines IL-6, IL-8, and IFN-y. IL-2 and IL-4 were not
detected in any of the tests. No correlation was found between the expression of
cytokines at the sample collection times and the occurrence of bronchopulmonary
dysplasia, retinopathy of prematurity, periventricular/intraventricular hemorrhage, or
death, even after the studied population was divided into groups of individuals
weighing less than 1,500 grams or 1,500 grams and more.

Conclusion: The detection of cytokine levels from blood spots on filter paper proved
to be a viable testing method. Its advantages include easier sample collection,
storage, and transportation, in addition to the low volume of blood required to perform

the tests. The study findings suggested that TNF-a might be used as an early marker



for sepsis. The correlation between increased GM-CSF levels and hypothermia
indicates the potentially harmful nature of hypothermia in preterm neonates within the
first hours of birth, and the relevance of providing effective preventive thermal control
measures. More studies are needed to confirm and clarify these correlations and

underline the impact early intervention may have on cytokine expression patterns.

Key Words: Cytokine. Neonate. Preterm. Sepse. Nursing care.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

Dados publicados pelo Ministério da Saude em 2012 demonstram que cerca de 3
milhdes de criancas nascem no Brasil por ano, sendo 279.300 prematuras. Deste
contingente de recém-nascido prematuros, 12.000 morrem no Brasil por
complicacdes advindas da prematuridade (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2012). A transicdo da vida intrauterina para a vida extrauterina exige adaptacoes
fisiologicas, sobretudo respiratérias e circulatérias, que fazem com que estes
momentos imediatamente apds o parto sejam criticos, demandando conhecimento e
habilidades da equipe de saude no sentido de garantir suporte adequado quando
necessario. A necessidade de reanimacdo neonatal € maior quanto menor for a
idade gestacional e 0 peso ao nascer. Sabe-se que os momentos imediatamente
apos o parto sdo de grande vulnerabilidade para os recém-nascidos e que tudo que
acontece nesta fase pode gerar repercussdes imediatas e tardias (BRYCE et al.,
2005). .

Recém-nascidos prematuros frequentemente necessitam de suporte tecnolégico de
maior complexidade e de assisténcia em locais com mé&o de obra especializada e
capacitada para prestar atendimento a esta populagéo. O cuidado intensivo neonatal
€ um importante recurso para a sobrevivéncia de recém-nascidos prematuros e o
acesso ao mesmo tem possibilitado a reducdo das taxas de mortalidade, com
reducdo dos limites de viabilidade e consequente aumento da sobrevida (HORBAR
et al., 2002).

Os insultos decorrentes das intervencbes necessarias a garantia de suporte
ventilatorio, hemodindmico e metabdlico sdo numerosos, desde o momento do
nascimento em sala de parto e se estendem para a unidade neonatal quando,
especialmente no momento da admissdo e nas primeiras horas de vida, tais

pacientes sdo submetidos a varios procedimentos invasivos.
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O maior desafio da equipe que presta cuidados a esta populacdo € garantir suporte
as demandas decorrentes da prematuridade sendo minimamente invasivo e
causando menos impactos sistémicos danosos, prevenindo complicacfes imediatas

e tardias.

1.1 Atendimento em sala de parto e admisséo na unidade neonatal

Vérios trabalhos tém correlacionado a expressao de citocinas com os desfechos
clinicos prevalentes em recém-nascidos prematuros (AMBALAVANAN et al., 2009;
SILVEIRA, FORTES FILHO, PROCIANOQOY, 2011; PRASHANT et al.,, 2013). A
possibilidade de identificar a relacdo entre as intervengcdes precoces realizadas
desde o nascimento e o perfil de citocinas em estagios precoces da vida dos recém-
nascidos, pode demonstrar o impacto de tais intervencdes e a ativacao de respostas
metabdlicas, humorais e enddcrinas. A comunidade cientifica tem investigado a
atuacdo de citocinas proé-inflamatérias como potencializadoras de insultos iniciais,
apresentando correlagdo com desfechos desfavoraveis no periodo neonatal tais
como desenvolvimento de sepse, doenca pulmonar crénica, retinopatia da

prematuridade, hemorragia peri intraventricular e obito.

As intervencdes necessarias ao suporte de vida desde a sala de parto,
especialmente em recém-nascidos prematuros geram estresse que resulta em
alteracbes comportamentais, endocrinas e imunoldgicas, aumentando a
susceptibilidade a doencas em humanos e espécies animais (MEAGER, 2010).
Sabe-se que desde idade gestacional tdo precoce quanto vinte e quatro semanas,

as estruturas neuroanatdbmicas e neuroquimicas necessdarias a percepcdo de

estimulos estressores ja estdo desenvolvidas (GRUNAU, 2002).
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Em recém-nascidos prematuros, as intervencdes realizadas desde a sala de parto e
no momento da admissdo do recém-nascido na unidade neonatal séo

potencialmente estressoras e capazes de induzir a liberacéo de citocinas.

A Tabela 1 apresenta o numero de intervencdes aplicadas apds o nascimento desde
a sala de parto até a admissdo na unidade neonatal. A relacdo entre o0s
procedimentos de rotina realizados na sala de parto/unidades neonatais e 0s niveis
séricos de citocinas em estagios precoces da vida extrauterina de recém-nascidos
prematuros tem sido pouco investigada até o momento, mas todas elas podem

impactar nos desfechos clinicos investigados nesse estudo.

Tabela 1: Intervencles realizadas em sala de parto e a admissdo na unidade

neonatal.

Sala de Parto Admissdo na Unidade Neonatal

Clampeamento do cord&o umbilical Monitorizagéo

Posicionamento e aspiracdo de vias | Suporte ventilatério: CPAP/ ventilagédo

aéreas mecanica

Secagem Intubacéo traqueal

Avaliacgéo clinica Acesso venoso: periférico/central
Monitorizacao Coleta de exames laboratoriais

Suporte ventilatério: Ventilagdo com | Sondagem gastrica

baldo e mascara, CPAP. Administracdo de antibi6ticos
Intubagé&o traqueal Administragéo de surfactante
Sondagem gastrica Pesagem

Administracdo de vitamina K Medidas antropométricas
Credé Avaliacao de sinais vitais

CPAP: presséo positiva continua em vias aéreas, do inglés: Continuous positive airway pressure.
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A dosagem de citocinas em estagios precoces da vida do recém-nascido prematuro
pode sinalizar os pacientes mais susceptiveis ao desenvolvimento de quadros
clinicos prevalentes, direcionando a adocado de medidas preventivas nesse grupo.
Entretanto, dosagens séricas demandam volumes de material biologico
significativos, sendo uma restricdo a aplicacdo clinica de tais dosagens nessa
populacdo. Dessa maneira, métodos alternativos de dosagem vém sendo testados e
validados com o objetivo de possibilitar a identificacdo e intervencdes preventivas

precoces, sendo o0 uso do papel filtro uma alternativa vidvel e promissora.

1.2 Utilizacdo de papel filtro na dosagem de citocinas

As citocinas sédo produzidas por diversos tipos de células no local da lesdo e por
células do sistema imunoldégico, ndo sdo armazenadas como moléculas pré-
formadas e atuam por mecanismos paracrino (em células vizinhas) e autécrino (nas
proprias células produtoras) (LIN; CALVANO; LOWRY, 2000). A¢Bes semelhantes
podem ser desencadeadas por diferentes citocinas. Elas apresentam meia-vida
sérica curta e influenciam a atividade, diferenciacéo, proliferacdo e a sobrevida da
célula imunolégica, assim como tém atuacdo importante na atividade de outras
citocinas que podem aumentar (citocinas pré-inflamatérias) ou atenuar (citocinas
anti-inflamatérias) a resposta imune. Sdo mediadores necessarios na resposta
inflamatoria, também sdo responsaveis por atrair outras células para o local da leséo
através da expressao de moléculas de adesao intracelulares (ICAM) e moléculas de
adesdo de células vasculares (VCAM) (CARVALHO; SILVEIRA; PROCIANOQY,
2013). A inflamacdo compromete a integridade do tecido afetado e em quadros de
resposta exacerbada pode ocorrer instabilidade hemodindmica ou disturbios
metabdlicos.

A utilizacdo de soro e plasma é o padrao ouro na identificacdo de biomarcadores.
Entretanto, o custo, a logistica relacionada a puncao venosa ou arterial, manipulacao

e transporte das amostras apds a coleta configuram obstaculos a metodologia. Na
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populacdo neonatal, além de todas estas consideracdes, o volume de sangue
utilizado na realizacdo dos exames € um ponto de atencéo, uma vez que a volemia
total de um recém-nascido € pequena e que multiplas coletas resultam em
comprometimento sistémico, aumentando o risco de anemia nesta populagao, bem
como de quadros clinicos especificos da prematuridade, tais como desequilibrios
hidroeletroliticos e alteracbes do fluxo sanguineo cerebral. Analises a partir de
amostras de saliva e urina sao alternativas a utilizacdo do soro e plasma, mas
muitos biomarcadores estao presentes apenas em sangue, aspecto que limita a

utilizagédo destas amostras.

O papel filtro foi utilizado pela primeira vez como estratégia para coleta de sangue
capilar, em 1960, nos trabalhos de investigacdo de doenca metabdlica do recém-
nascido pelo Dr. Robert Guthrier's (MEI et al., 2001).

As vantagens da utilizacdo de papel de filtro na coleta de sangue capilar sdo as

seguintes:

1. O procedimento de coleta da amostra € simples e de baixo custo, o que
viabiliza a aplicabilidade clinica do método. (McDADE; WILLIANS;
SNODGRASS, 2007).

2. A amostra ndo precisa ser processada. Diferentemente das analises
realizadas com soro ou plasma, o sangue colhido em papel filtro ndo precisa
ser centrifugado, separado e imediatamente congelado. O papel é mantido
em temperatura ambiente até a secagem e em seguida é congelado. A maior
parte dos analitos é estavel em papel filtro mantido em temperatura ambiente,
0 que minimiza as interferéncias da fase pré-analitica quando comparada a
métodos tradicionais. (McDADE; WILLIANS; SNODGRASS, 2007). Alguns
trabalhos demonstram estabilidade 20 anos apdés a coleta se amostra for
refrigerada (WORTHMAN; STARLING, 1997). Nao existe recomendacédo de
refrigeracdo para o transporte e o risco de acidente bioldgico € muito baixo.

3. Facilidade de obtencdo da amostra. Uma puncdo capilar € suficiente para

realizar o preenchimento dos 5 circulos com volume de aproximadamente 50
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pL/circulo. Este aspecto pode facilitar a adesédo a pesquisas futuras e ao uso

rotineiro da técnica.

4. Utilizacdo de pequeno volume de sangue. Aproximadamente 250 uL de
sangue é suficiente para preencher os 5 circulos da cartela de papel filtro.
Recentes inovacdes tecnoldgicas tais como Luminex®, tém permitido a
dosagem de mudltiplos biomarcadores em um mesmo volume de amostra
(SKOGSTRANGE et al., 2005).

Dentre as desvantagens do método esta o fato de que o processo de extracdo pode
causar liberacdo de algumas fracbes do sangue que comprometem as dosagens ou
este processo, denominado eluicdo, pode ainda alterar a estrutura bioquimica das
moléculas, impossibilitando a detec¢éo. Outra desvantagem € o fato de resultados
de analises a partir de papel filtro ndo serem o padrdo ouro de avaliacdo, exceto no

caso da triagem neonatal.

Em relacdo a técnica de eluicdo, a primeira etapa a ser cumprida para que o0 ensaio
seja bem-sucedido é a escolha do reagente. E importante decidir acerca da
utilizacdo de reagentes comercialmente disponiveis ou optar por desenvolver um
protocolo de eluicdo préprio. A segunda etapa € o preparo da calibracdo e das
amostras de controle. O terceiro passo € a validacdo do protocolo de eluicdo. Séo
aspectos importantes o tipo do tampéo, a temperatura e duracdo da eluicdo e o
tempo de agitacdo. O tempo de eluicdo varia de 2 horas a periodos mais
prolongados em que a extracdo ocorre durante toda a noite. A desvantagem de
realizar todo ensaio em um so dia € que a eluicdo demanda um tempo significativo,
tornando o ensaio muito longo. Entretanto, o risco de fazer a eluicdo por periodos

prolongados (durante toda noite) € a possibilidade de degrada¢céo da amostra.
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1.3 Associagdo entre os niveis séricos de citocinas e os desfechos

prevalentes em recém-nascidos prematuros

1.3.1 Displasia Broncopulmonar (DBP)

A DBP é uma entidade clinica importante e alvo de muitas investigacdes no sentido
de buscar estratégias preventivas efetivas. Em contraposicdo as expectativas, o
tratamento com surfactante exdgeno e as novas modalidades de ventilagdo
mecanica ndo tem resultado na reducdo da incidéncia da doenca (BOSE;
DAMMANN; LAUGHON, 2008).

A etiologia da DBP é multifatorial, sendo que condi¢cdes ante e pos-natais podem
interferir no crescimento alveolar, resultando em manifestacdes clinicas da doenca.
O processo de inflamacdo pulmonar é o fator que mais contribui na patogénese da
doenca. Existe uma forte associacdo entre a DBP e a prematuridade, mas outros
fatores também contribuem para o seu desenvolvimento, tais como infeccdes na
gestacao, ventilagdo mecanica, toxicidade do oxigénio com reducao de liberacéo de
fatores anti-oxidantes, persisténcia do canal arterial e sepse (JOBE; BANCALARI,
2001).

O termo displasia broncopulmonar foi aplicado considerando a interacdo de trés
aspectos chave no diagndstico: imaturidade pulmonar, injuria aguda e reparacéo
tecidual inadequada. A maior parte dos recém-nascidos que desenvolvem DBP é
composta por prematuros, sendo que 75% dos individuos afetados tem peso inferior
a 1.000 gramas. A incidéncia é inversamente proporcional ao peso de nascimento
(FANAROFF et al., 2007)

Em resposta a injuria pulmonar, uma complexa interacdo ocorre entre proteinas que
atraem células que integram o processo inflamatoério (quimiocinas), outras proteinas
que facilitam a migracdo transendotelial de células inflamatérias dos vasos

sanguineos (moléculas de adesao), proteinas que produzem lesao tissular (citocinas
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pro-inflamatorias) e proteinas que modulam o processo (citocinas anti-inflamatorias)
(OZDEMIR, BROWN; MORGAN, 1997). Esta interacdo acaba por exacerbar a lesdo
inicial, comprometendo ainda mais a funcdo pulmonar do recém-nascido. Varios
trabalhos tém descrito a relacdo entre a DBP e a liberagdo de citocinas na tentativa
de validar a identificacdo de um biomarcador que possa expressar maior
probabilidade de desenvolvimento da doenca (AMBALAVANAN et al., 2009; ROCHA
et al., 2012; VENTO et al., 2006).

1.3.2 Sepse

Apesar dos avancos relacionados ao manejo clinico do recém-nascido prematuro, a
sepse continua sendo uma importante causa de morbi-mortalidade. Cerca de 21%
dos recém-nascidos de muito baixo peso desenvolvem, no minimo, um episédio de
sepse durante o periodo de internacdo (STOLL et al., 2004). Para confirmacao do
diagndstico é necessério que a infeccao bacteriana seja suspeitada ou confirmada
através de cultura ou outros métodos (BONADIO et al.,, 1993; GERDES, 1991).
Descrita como sendo uma resposta inflamatdria sistémica, apresenta etiologia
variada, com varios niveis de intensidade (BONE et al., 2009; GOLDSTEIN;
GIROIR;RANDOLPH, 2005). Baseado no tempo de manifestacdo da infeccdo, a
sepse neonatal € classificada em precoce ou tardia (BIZARRO, 2005). A
classificacdo € importante por orientar o esquema de antibioticoterapia a ser
empregado, considerando a forma de transmissdo e consequentemente O0s
microrganismos prevalentes. A sepse precoce é detectada nas primeiras 72 horas
de vida e resulta da transmisséo vertical da bactéria no periodo intra-parto. A sepse
tardia é definida como infeccéo que ocorre depois das primeiras 72 horas de vida e é
atribuida a transmisséo horizontal de micro-organismos ap0s o0 nascimento. Recém-
nascidos de muito baixo peso sédo especialmente suscetiveis a sepse tardia em

decorréncia da maior necessidade de ventilacdo mecanica, uso de cateteres
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centrais, internacao prolongada e demanda por procedimentos invasivos (STOLL et
al., 2004).

O desenvolvimento da sepse inicia-se com 0 reconhecimento por parte do
organismo acerca da presenca de elementos estruturais de micro-organismos tais
como endotoxinas ou toxinas secretadas que estimulam a liberacao local e sistémica
de mediadores inflamatorios. A producdo e liberacdo destes mediadores pro-
inflamatorios, pode induzir uma resposta inflamatoria sistémica caracteristica da fase
inicial da sepse (KUMAR et al.,, 2001; COHEN, 2002). Durante muito tempo
acreditou-se que a sepse era decorrente da resposta inflamatéria exacerbada
desencadeada pelo sistema imune do individuo afetado. Atualmente, o0s
pesquisadores também descrevem a importancia da resposta anti-inflamatoria
compensatéria em pacientes que desenvolvem quadros graves (BALK, 2011).
Estudos envolvendo identificacdo de citocinas pré-inflamatérias tém sido
desenvolvidos para validacdo destes mediadores como marcadores diagnésticos e
para predizer a gravidade da doenca em estagios precoces da infec¢cdo (BUCK et
al., 1994; MEADOW,; RUDINSKY, 1995; PANERO et al., 1997; Ng; LAM, 2010).

1.3.3 Retinopatia da prematuridade (ROP)

A retinopatia da prematuridade (ROP) foi descrita pela primeira vez em 1942
(TERRY, 1942) e posteriormente foi demonstrada, através de estudos clinicos, a
associacdo entre oxigenoterapia e ROP (PATZ; HOECK; DE LA CRUZ, 1952). O
equilibrio entre a indicacéo terapéutica de oxigénio e a prevencdo da ROP tem sido
alvo de varios estudos e a definicdo dos niveis adequados de oxigénio de acordo
com cada idade gestacional ainda é alvo de estudos clinicos (STENSON;
BROCKLEHUST; TARNOW-MORDI, 2011). Apesar dos avan¢gos nas praticas
clinicas e melhora na monitorizagdo da oferta de oxigénio, a ROP continua sendo

uma das principais causas de cegueira em recém-nascidos prematuros com
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imaturidade extrema de retina ao nascimento (GILBERT et al.,, 2005). A retina
imatura é susceptivel ndo apenas aos altos niveis de oxigénio apds 0 nascimento,
mas também as variacdes de tensdo de oxigénio, crescimento e fatores nutricionais

intradtero.

O processo de vascularizacdo da retina ocorre predominantemente no segundo e
terceiro trimestre da gestacéo, atingindo a maturidade entre 36 a 40 semanas
(ROTH, 1977). A angiogénese comeca a acontecer por volta da 172 semana de
idade gestacional e é estimulada por um quadro de “hipodxia fisoldgica” descrita em
estudos animais (CHANG-LING; GOCK; STONE, 1995). Quando a demanda
metabdlica de maturidade neural da retina ultrapassa a oferta de oxigénio, a porcéo
avascular da retina libera fatores vasoativos que estimulam a neoformacao vascular
(PIERCE et al., 1996). Trabalhos recentes tém demonstrado a associacdo entre
niveis elevados de citocinas nos primeiros trés dias de vida de recém-nascidos preé-
termo de muito baixo peso com critérios clinicos de infeccdo precoce e o
desenvolvimento de retinopatia (SILVEIRA; FORTES FILHO; PROCIANOQY, 2011)

1.34 Hemorragia Peri intraventricular (HPIV)

A hemorragia intraventricular apresentou declinio em sua incidéncia nos ultimos
anos. Entretanto, aproximadamente 20% dos recém-nascidos de muito baixo peso
desenvolvem complicagfes secundarias & hemorragia ventricular (BATTON et al.,
1994; HEUCHAN et al., 2002). SAVMAN e colaboradores investigaram a correlacao
entre as citocinas presentes no liquor de recém-nascidos com leucomalacia
evidenciada por ultrassonografia transfontanelar. Os autores detectaram elevadas
concentragdes de citocinas (TNF-a, IL-1B3, IL-6 e IL-8) no liquor de recém-nascidos
que desenvolveram quadros de hidrocefalia pos-hemorragica, nao havendo
correlacdo destes niveis com desenvolvimento de leucomalacia ou
comprometimento neuropsicomotor. Outro trabalho comparou a expressao de
citocinas em pacientes com hidrocefalia p6s-hemorragica que nédo desenvolveram

leucomalacia (grupo controle) com pacientes que desenvolveram a doenca. Os dois
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grupos apresentaram aumento de IL-1 3, o grupo sem leucomalacea apresentou
aumento de IL-18 e IFN-y foi mais elevado no grupo que desenvolveu leucomalacea,
apontando para uma relacdo entre esta citocina e 0 processo de mielinizacéo
durante o desenvolvimento neuronal (SCHIMTZ et al.,, 2002). Sendo assim, a
interpretacdo dos autores foi de que a expressdo de citocinas estaria relacionada a
reacdo advinda da hemorragia e ndo necessariamente da gravidade da leséo

cerebral.

Em coorte de dois anos de seguimento de recém-nascidos prematuros, Silveira e
colaboradores ndo observaram associacdo entre a gravidade da resposta
inflamatoria na vida precoce e pior neurodesenvolvimento aos dois anos de idade
(SILVEIRA; PROCIANQY, 2011).

1.4 Papel das citocinas investigadas no estudo

A seguir, estao descritas as principais fun¢des das citocinas avaliadas neste estudo.

1.4.1 Interleucina 2

Sao produzidas principalmente por células T ativadas, tendo como principal estimulo
para sua producdo a presenca de bactérias e seus produtos. A producdo de
interferon (IFN) e IL-1 induz a sintese de IL-2 e suas atividades sdo mediadas por
um receptor de membrana, expresso em células T ativadas. Devido ao fato de
apresentar meia vida plasmatica inferior a 10 minutos, normalmente a IL-2 n&o é
detectada em lesbes agudas (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997).
Sua aplicagdo terapéutica tem sido estudada em oncologia, imunodeficiéncia e
rejeicao a transplantes (CHAVES et al., 2009).
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1.4.2 Interleucina 4

E uma glicoproteina com propriedades anti-inflamatéria produzida por linfécitos T,
mastocitos, eosindfilos e basofilos. Atua sobre macréfagos ativados reduzindo os
efeitos das citocinas IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8 e inibindo a producédo de radicais livres
de oxigénio (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997).

1.4.3 Interleucina 6

E a citocina mais estudada na populacdo neonatal, pois seus niveis séricos
aumentam precocemente durante infeccées e em vigéncia de lesées pulmonares em
recém-nascidos prematuros, precedendo o aumento da proteina C-reativa (PCR) e
seguida pela liberacdo de TNF-a (PATTERSON et al., 1998). E sintetizada por
fagdcitos mononucleares, células endoteliais e fibroblastos apés estimulacdo por
produtos advindos de microorganismos (FAN; YU, 2012). Age como sinal na
ativacdo de células T que induzem a liberacdo de anticorpos pelas células B e a
diferenciacdo de células T citotoxicas. Este mecanismo estimula a liberacdo de
outras citocinas, especialmente TNF e IL-1B. A IL-6 é considerada um dos maiores
indutores da sintese de proteinas hepaticas, o que pode interferir na producdo da
PCR e por este motivo pode ser detectada mais precocemente. Entretanto, néo
configura um bom biomarcador por apresentar meia-vida curta e retornar aos niveis
séricos basais cerca de 24 horas ap0s o tratamento (NG et al., 1997). Nivel elevado
de IL-6 no sangue de corddo tem sido associado a presenca de corioamnionite
guando detectados altos niveis em sangue de corddo (YOON et al.,, 2000). Em
recém-nascidos com rotura prematura de membranas, a IL-6 demonstrou alta
sensibilidade e especificidade para predizer cultura positiva de sangue de cordao

(TASCI et al., 2006). A IL-6 € uma citocina de fase aguda, cuja expressao apos dano
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pulmonar e sepse tem sido identificada em varios estudos (LAM; Ng, 2008;
VALERIO et al., 2012)

1.4.4 Interleucina 8

Trata-se de uma citocina pré-inflamatéria, produzida por células placentérias,
mondcitos e macrofagos fetais cuja principal acdo € o grande estimulo migratorio
para células do sistema imune, quimiotaxia, estando envolvida com a atracdo de
neutrofilos ao sitio da lesdo (KOTECHA et al., 1995).

Assim como IL-6, a IL-8 apresenta meia-vida curta limitando sua aplicacao clinica,
podendo ser utilizada como marcador especialmente antes do tratamento da sepse
(BERNER et al., 1998). Os niveis de IL-8 aumentam ap6s 90 minutos da infeccdo
em recém-nascidos sépticos, entretanto, a concentracdo reduz 48 horas apos o
tratamento. Recém-nascidos com idade gestacional inferior a 32 semanas
apresentam alteracdes nas concentracdes de IL-8 (MATOBA et al., 2009). Em
recém-nascidos saudaveis variacbes dos niveis de IL-8 ndo tém sido detectadas
(DEMBINSK et al., 2002). Niveis aumentados de IL-8 tém sido detectados em
sangue de cordao de recém-nascidos prematuros infectados e apresenta correlacao
com a duracao da suplementagdo de oxigénio e ventilacdo mecanica em recém-
nascidos que desenvolveram displasia broncopulmonar, quando comparados a
pacientes com mesma idade gestacional que nao desenvolveram a doenca
(JONSSON et al., 1997).

1.4.5 Interleucina 10

Trata-se de uma citocina anti-inflamatoria, que tem por acédo primordial a regulacéo
da intensidade da resposta inflamatéria. E produzida por diferentes células do

sistema imune, tais como mondécitos, macréfagos e linfécitos T e B (LATIFI;
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O’'RIORDAN; LEVINE, 2002). Atua como supressor da producédo de mediadores proé-
inflamatorios tais como IL-1, IL-6, IFN-y, TNF-a e fator estimulador de colbnias de
granuldcitos e mastocitos (GM-CSF, do inglés: granulocyte-macrophage colony-
stimulating-factor) em células do sistema imune. Em modelos experimentais, a acéo
protetora de IL-10 tem sido demonstrada através da acao de inibicdo da liberacéo de
IL-6 e TNF-a circulante em ratos (HOWARD et al., 1992). Sua expressdo € mais
tardia quando comparada a IL-8 (DE WALL MALEFTY et al., 1991). A produc¢ao de
interleucinas regulatérias em recém-nascidos prematuros pode ser deficiente,

estando estes pacientes mais predispostos a respostas inflamatérias exacerbadas.

1.4.6 Fator de Necrose Tumoral-Alfa (TNF-a)

O TNF-a é produzido prioritariamente por macréfagos e parece ser o primeiro
mediador de quadros agudos, liberado logo apds a leséo tissular, que regula a
liberacdo de IL-18 (CARVALHO; SILVEIRA; PROCIANOY, 2013). O pico de
liberacdo ocorre uma hora apOs a inoculacdo experimental de endotoxina, com
niveis préximos de zero apés 3 horas (SIMON et al., 1991). A liberacdo de TNF-a
pode causar vasodilatagcdo e aumento da permeabilidade vascular resultando em
edema generalizado, reducdo da volemia sisttmica e choque, coagulacéo
intravascular disseminada, faléncia multipla de 6rgdos e morte no periodo neonatal
(SIMONSEN et al.,, 2014). Também € considerada uma citocina pirogénica e,
juntamente com IL-1, € uma das primeiras citocinas identificadas no local da leséo.
Ambas intensificam a resposta inflamatéria, estimulando a producdo de outras
citocinas proé-inflamatorias, tais como IL-6 e IL-8. O TNF-a tem sido utilizado como
marcador de sepse precoce, especialmente quando associado a IL-6 (CARVALHO;
SILVEIRA; PROCIANQY, 2013). Entretanto, trabalhos anteriores ndo demonstraram
diferenca significativa nas concentragdes de TNF-a entre recém-nascidos saudaveis
e doentes (SANTANA et al., 2001). A meia-vida curta e sua interacdo com diversos
receptores tornam a deteccdo do TNF-a dificil e os trabalhos sdo divergentes em

relacdo a sua utilizacdo como biomarcador de sepse. Na displasia broncopulmonar,
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aparece durante a fase precoce da resposta inflamatéria de recém-nascidos com
leséo pulmonar (PICKLER et al., 2010).

1.4.7 Interferon gama (IFN-y)

Trata-se de uma citocina proé-inflamatéria produzida principalmente por células T, B e
natural killer (NK) e sua principal atividade é a imunomodulacdo, inibindo a
proliferacdo de células que realizam a sintese de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 e de

algumas imunoglobulinas e é indutor da sintese de IL-2

1.4.8 Fator estimulador de colénias de granulécitos e macrofagos (GM-CSF)

Originalmente foi definido com fator estimulador de crescimento hematopoiético.
Contribui para proliferacéo de células hematopoiéticas no sitio da lesdo e atua como
mediador inflamatério. Sao expressos em altas concentracdes nos sitios de
inflamacédo e sdo responsaveis pela regulacdo de células mielbides e por ativacao

de células mais maduras para gerar producédo de mediadores pré-inflamatorias.
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2 Justificativa

A proposta de investigagdo deste trabalho surgiu a partir da demanda de gerar
dados objetivos acerca da relagédo entre a liberacdo precoce de citocinas e 0s
desfechos clinicos prevalentes em recém-nascidos prematuros, bem como sugerir o
impacto do estresse decorrente das intervencdes nas primeiras horas de vida em
recém-nascidos prematuros com idade gestacional entre 28 e 32 semanas. Muitas
pesquisas em relacdo aos niveis séricos de citocinas e a associagdo com 0S
desfechos clinicos prevalentes em recém-nascidos de muito baixo peso tém sido
conduzidas, especialmente em decorréncia da vulnerabilidade deste grupo de
pacientes em fungédo do quadro de imaturidade sistémica. Entretanto, analisando os
dados em relacdo a populacdo assistida nas unidades neonatais nas quais este
estudo foi conduzido, em torno de 5% dos recém-nascidos admitidos apresentam
muito baixo peso ao nascer. O grande contingente de admissdes nas unidades
neonatais € de recém-nascidos prematuros com idade gestacional entre 28 e 32
semanas e existe uma percepcao pratica de que, apesar de necessarias, as
intervencdes preconizadas podem desencadear uma resposta inflamatoria que gera
impactos imediatos ou mesmo tardios decorrentes do nascimento. Muito se tem
discutido acerca de cuidados humanizados e da importancia de revisar as praticas
adotadas pela equipe de saude. Por este motivo, estudar o perfil de liberacdo de
citocinas constitui fundamentacdo cientifica para adocdo de praticas menos
invasivas que levem em consideracao o padrdo de desenvolvimento ao nascimento
e que estejam direcionadas a adocdo de praticas que favorecam a continuidade do

desenvolvimento no ambiente extrauterino.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Avaliar o perfil das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a e GM-CSF nas
primeiras trés horas de vida de recém-nascidos prematuros através de coleta de
sangue em papel filtro e sua relagdo com desfechos desfavoraveis prevalentes nesta
populacao.

3.2 Objetivos secundarios

o Padronizar o método de deteccdo de citocinas a partir de sangue capilar
coletado em papel filtro em recém-nascidos prematuros;

o Avaliar os niveis séricos de citocinas nos diferentes tempos estudados: 10
minutos, 1 hora e 3 horas de vida;

o Estratificar a populacdo de acordo com o0s desfechos displasia
broncopulmonar, sepse, retinopatia da prematuridade, hemorragia peri-

intraventricular e 6bito na populacéo estudada;
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4 METODO

Trata-se de um estudo analitico observacional prospectivo realizado na Maternidade
Unimed BH - Unidade Grajau. Para organizacdo dos resultados e cumprimento dos
objetivos propostos, o presente trabalho foi dividido em duas etapas.

4.1 Etapa 1: Padronizacdo das dosagens de citocinas a partir de amostras
colhidas em papel filtro

Essa etapa foi realizada utilizando amostra de conveniéncia composta por oito
recém-nascidos prematuros, com idade gestacional entre 28 a 32 semanas, sem
instabilidade hemodinamica, na primeira semana de vida, internados na Unidade de
Cuidados Progressivos Neonatais de uma maternidade privada de Belo Horizonte,
ap6s aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da instituicio e mediante
assinatura do termo de consentimento livre esclarecido pelo responséavel pelo
paciente. Os critérios de exclusdo foram recém-nascidos malformados, filhos de
maes diabéticas ou portadoras de doencas enddcrinas, filhos de maes usuarias de

drogas ilicitas e instabilidade hemodinamica no momento da coleta.

A obtencdo da amostra em papel filtro foi realizada através de puncédo arterial,
juntamente com os demais exames que ja seriam coletados para monitoramento

clinico de acordo com a avaliacdo do médico assistente.

Para comparacdo entre as dosagens em papel filtro e soro, foi coletado 1 mL de
sangue de cada paciente, sendo 0,5 mL utilizado no preenchimento de cinco circulos
(spots) do papel filtro e 0,5 mL transferido para o tubo coletor. O papel filtro ficou em

ar ambiente durante 1 hora para secagem na posi¢cado horizontal e em seguida foi
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congelado a 20°C negativos. O sangue foi centrifugado logo apos a coleta e 0 soro

congelado a mesma temperatura.

Para analise das amostras de sangue em papel filtro, foram realizadas eluicbes com
solucédo tampéo salina-fosfato (PBS) nas porcdes de 1:20 e 1:5 com o objetivo de
testar a melhor estratégia de obtencdo de eluato que possibilitasse a deteccédo dos
analitos em estudo. Para a eluicdo de 1:20, os cartdes foram picotados em circulos
de 3 mm, colocados 3 picotes em cada microtubo e em seguida adicionados 750 uL
de PBS. A mistura foi agitada vigorosamente durante duas horas a temperatura
ambiente e em seguida centrifugada por 10 minutos a 2.500 rpm para recuperacao
do sobrenadante. Para obtencdo do eluato 1:5 foram utilizados 18 picotes de 3 mm
em cada microtubo, aos quais foram adicionados 750 uL de PBS. Empregou-se a
técnica de ELISA - Enzime-linked immunosorbent assay (R&D Systems,
Minneapolis, MN, EUA) para identificagdo das citocinas. Todas as amostras foram
testadas em duplicata. O objetivo desta etapa foi verificar a possibilidade de
deteccdo de citocinas com a metodologia de eluicdo proposta e a comparagao dos
resultados obtidos em eluato com os valores das dosagens do soro. Para tal, foram
determinadas trés citocinas (IL-183, 1I-6 e TNF) e utilizada a técnica de ELISA por ser

mais viavel financeiramente.

Neste trabalho optou-se por realizar todas as etapas do ensaio em um Unico dia,
desde a eluicdo até a reacdo de ELISA, com o objetivo de minimizar o risco de

degradacdo da amostra.

Para realizacdo da analise estatistica nessa etapa, foi avaliado o perfil das variaveis
através das medidas descritivas média, mediana e desvio padrdo. Foi calculado o
coeficiente de variacdo (CV) das variaveis, considerando-se CV maior que 30%
indicativo de grande variagao.

Para comparacdo de dosagem de IL-6 e TNF na eluicdo de 1:5 e 1:20 foi utilizado
teste de Wilcoxon, adequado para dados pareados. Foram consideradas diferencas

estatisticamente significativas aquelas cujo valor de p foi menor que 0,05.
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4.2 Etapa 2: Dosagem das citocinas nas primeiras trés horas de vida de

recém-nascidos prematuros

A partir dos resultados obtidos na etapa 1, foi estudada uma amostra de 34 recém-
nascidos prematuros com idade gestacional entre 28 a 32 semanas, admitidos na
unidade neonatal das respectivas maternidades no periodo de julho de 2012 a
dezembro de 2014. Foi avaliada a prevaléncia através de andlise da série histérica
de displasia broncopulmonar em uma das unidades nas quais o estudo foi realizado,
sendo necessarios 32 pacientes para que a correlacdo fosse estabelecida,
considerando prevaléncia de 9%. O estudo foi aprovado no Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e das instituicdes nas
quais os dados foram coletados.

4.2.1 Critérios deincluséao

Recém-nascidos pré-termo com idade gestacional entre 28 e 32 semanas;

Transportados para a unidade neonatal com pressao positiva continua em vias
aéreas (CPAP);

Nas trés primeiras horas de vida;

Provenientes da Maternidade Unimed BH — Unidade Grajau;

Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido pelos pais ou

responsaveis.
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4.2.2 Critérios de excluséo

e Recém-nascidos com malformacdes congénitas;

e Filhos de mées submetidas a anestesia geral;

¢ Filhos de maes usuarias de drogas ilicitas;

e Filhos de mées diabéticas;

e Filhos de maes portadoras de sindromes que cursam com doencas endocrinas
ou com diagnéstico de doencas enddcrinas em tratamento tais como:
hipopituitarismo, tumores secretores de horménios hipofisarios, hipotireoidismo,
hipertioidismo, hipoparatireoidismo, hiperparatireoidismo, insulinoma, sindrome
de Cushing, sindrome de Conn, doenca de Addison e feocromocitoma,;

e Recém-nascidos em parada cardiorrespiratéria ao nascimento.

4.2.3 Coletadas amostras

As amostras de sangue capilar foram coletadas em papel filtro em trés momentos
distintos: 10 minutos de vida, 1 hora de vida e 3 horas de vida através de puncao de
calcanhar. A técnica utilizada para realizacdo das puncfes seguiu as orientacdes
adotadas pelo Nucleo de Pesquisa em Apoio Diagnéstico da Faculdade de Medicina
da UFMG (NUPAD) no programa de triagem neonatal, seguindo as recomendac¢des
do Clinical and Laboratory Standards institute (CLSI), Procedures and Devices for
the Collection for Diagnosis Capilary Blood Specimens; Approves standard — Sixth
Edition, CSLI document HO4-A6 (ISBN1-56328-667-8). Para cada tempo foram
preenchidos 5 circulos do papel filtro, mantido na posi¢do horizontal por trés horas

para secagem, identificado e congelado a 20°C negativos até o momento das
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andlises. As coletas foram realizadas juntamente com a monitorizacdo necessaria
para acompanhamento clinico, evitando-se assim, punc¢des exclusivas para fins da
pesquisa. Todo material coletado nesta etapa foi obtido através de puncéao arterial. O
eluato foi obtido a partir de metodologia testada previamente como componente
deste trabalho (ARYA, 1988).

4.2.4 Ensaios laboratoriais: dosagem das citocinas

As dosagens de IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a e GM-CSF foram
realizadas empregando-se o reagente comercialmente disponivel Bio-Plex Pro™
Human Cytokine Standard 8 plex, Group | (BIO-RAD, Richmond, CA, USA). Trata-se
de um ensaio que utiliza a metodologia xXMAP (MAP, Perfil de Mdltiplos Analitos ; X,
sua variavel, como por exemplo citocina). Esta permite a dosagem de multiplos
analitos simultaneamente em um Unico poc¢o de reacdo em microplacas. Apresenta
precisao intra e interensaio de 5 a 10% para citocinas. Todas as dosagens foram
realizadas em duplicata. As leituras das reacdes foram realizadas por meio de um
sistema automatizado de andlises laboratoriais (Luminex 100; Luminex, Austin, TX,

USA) com software adequado.

4.2.5 Variaveis para analise
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4.25.1 Varidveis explicativas

a) IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a e GM-CSF em trés tempos

diferentes: 10 minutos, uma hora e trés horas de vida;

b) Idade gestacional;

C) Peso de nascimento;

d) Género;

e) Apgar de primeiro e quinto minuto;

f) Temperatura axilar & admisséo na unidade neonatal;
s)] Tipo de parto;

h) Uso de corticoide pré-natal;

)] Fracdo inspirada de oxigénio (FIO2) maxima;

)] Tempo de utilizacdo de Pressao Positiva Continua em Vias Aéreas (CPAP);
k) Tempo de utilizacdo de ventilacdo mecanica,

)] Uso de aminas;

m)  Hemotransfusao;

n) Tempo total de internacgéo;

425.2 Variaveis-desfecho

a) Displasia broncopulmonar;



b) Sepse precoce e/ou tardia;

C) Hemorragia peri intraventricular;

d) Retinopatia da prematuridade;

e) Obito;

f) Pacientes sem desfecho desfavoravel.
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Encontra-se na Tabela 2 e 3, os critérios utilizados para as definices consideradas

no presente estudo.

Tabela 2: Varidveis clinicas utilizadas e definicdes

Variaveis

Definicao

Idade gestacional (I1G)

Idade

completas identificadas a partir de

gestacional em semanas

ultrassonografia precoce (IG< 20

semanas).

Peso de nascimento (PN)

Peso de nascimento em gramas.

Género

Feminino ou masculino. Ndo houve

nenhum paciente com genitalia

ambigua.

Apgar 1° e 5° minuto

Nota atribuida pelo neonatologista em
sala de parto para avaliacdo da

vitalidade fetal.

Temperatura axilar (TAX)

Temperatura axilar no momento da

admissdo na unidade neonatal,

agrupando em  pacientes com

temperatura axilar inferior ou igual e




superior a 36,4°C.

Tipo de parto

Cesariana / Parto normal. Todos os
partos foram realizados em bloco

cirargico.

Uso de corticoide pré-natal

Administracdo de no minimo uma
dose de corticoide para acelerar o

processo de maturagao pulmonar.

Méaxima fracao inspirada de oxigénio

Todos o0s pacientes receberam
suplementacdo de oxigénio através
de suporte ventilatério ndo invasivo

(CPAP).

Tempo de utilizacdo de CPAP e /ou

ventilacdo mecanica

Uso de CPAP ou ventilagdo mecanica

em dias.

Uso de aminas

Utilizacdo ou ndo de suporte

inotrépico (Sim/N&o).

Necessidade de hemotransfusao

Utilizacdo de sangue ou derivados
(Sim/N&o).

Tempo de internacao

Numero de dias de internacdo desde

0 nascimento.

Tabela 3: Variaveis desfecho utilizadas e definicdes

Variavel

Definicao

Displasia broncopulmonar

Pacientes em uso de qualquer forma
de oxigénio suplementar apds 28 dias
de vida e/ou 36 semanas de idade

gestacional corrigida.

Sepse precoce/tardia

Pacientes com sinais clinicos ou

histéria sugestiva de sepse precoce
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(nas primeiras 72 horas de vida) ou

sepse tardia (piora clinica e

laboratorial apds 3 dias de vida).

Hemorragia peri-intraventricular

Hemorragia intraventricular de
qualquer grau (I-IV) evidenciada
atraves de ultrassonografia

transfontanelar, sendo considerado
maior grau detectado nos exames

durante a internacao

Retinopatia da prematuridade

Retinopatia de  qualquer grau

evidenciada nos  exames de
mapeamento de retina realizados
durante a internacao, sendo

considerado o maior grau detectado.

Pacientes sem desfecho desfavoravel

Populacdo que ndo apresentou

nenhum dos desfechos supracitados

ou obito.

4.2.6 Andlise estatistica
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Em um primeiro momento, a analise objetivou a caracterizacdo da amostra total,

com andlise da frequéncia para as variaveis categoricas e as medidas descritivas

(média, mediana, percentis 25 e 75, minimo, maximo e desvio-padréo) para as

variaveis quantitativas.

Antes de iniciar qualquer analise, testou-se a distribuicdo dos dados para definir qual

classe de testes estatisticos que seriam empregados. O teste de Kolmogorov-

Smirnov foi utilizado para testar a normalidade dos dados.
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Apos realizacdo do Teste de Normalidade, verificou-se que a distribuicdo dos niveis
sanguineos das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y e TNF-a ndo é normal,
indicando a necessidade de testes ndo paramétricos. Testes paramétricos foram

utilizados para GM-CSF, por apresentar distribuicdo normal nos dados.

Para a comparacao dos niveis sanguineos das citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
IFN-y e TNF-a) em relacdo aos tempos avaliados, usou-se o teste de Friedman,
adequado para comparacfes pareadas no caso nao-paramétrico e o teste ANOVA
de medidas repetidas para GM-CSF, adequado para dados pareados com
distribuicdo normal. As comparac6es multiplas (dois a dois) quando necessérias
foram realizadas pelo teste de Wicoxon.

Para avaliacdo da expressao das citocinas em cada tempo por desfecho (DBP,
sepse, ROP, HPIV, 6bito e sem desfecho desfavoravel) empregou-se o teste de
Mann-Whitney para IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y e TNF-a e o teste t de Student
para GM-CSF.

Em todos os testes estatisticos o nivel de significancia utilizado foi de 5%, ou seja,

testes com valor p inferior a 5% foram considerados significativos.

O software utilizado para analise foi 0 SPSS verséo 20
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados da etapa 1

Foram utilizadas amostras biolégicas de 8 recém-nascidos prematuros, sendo cinco
do sexo masculino e trés do sexo feminino, com idade gestacional entre 28 e 32
semanas, sem instabilidade hemodinamica, na primeira semana de vida com o
objetivo de identificar a presenca das citocinas investigadas em diferentes

concentracdes de eluicdo comparando-as com as dosagens obtidas em soro.

N&o houve recuperacdo das citocinas nas amostras de soro. IL-1 também néo foi
encontrada em nenhuma das eluicbes de papel filtro testadas. Foi possivel identificar
IL-6 e TNF em ambas elui¢cdes testadas no ensaio (1:5 e 1:20).

Em relagcdo a dosagem de IL-6, observou-se coeficiente de variagdo muito alto
(120,27%) na eluicao de 1:5 e alto (84,09%) na eluicdo de 1:20. Em relacdo ao TNF,
na eluicdo de 1:5 o coeficiente de variacdo foi baixo (24,48%) e na eluicdo de 1:20

foi de baixo a moderado conforme apresentado na tabela 4 (Tabela 4).
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Tabela 4: Medidas descritivas e coeficiente de variacédo de IL-6 e TNF nas elui¢cdes

de 1:5 e 1:20 (pg/mL)

Medidas IL-6 1:5 IL-6 TNF-a TNF-a
1:20 1.5 1:20
N 8 8 8 8
Média 33,870 84,417 113,058 120,396
Mediana 19,881 58,030 121,239 127,763
Desvio-padréo 40,735 80,406 27,671 32,176
Minimo 9,969 24,960 59,111 59,111
Maximo 133,151 274,315 137,545 163,614
Coeficiente de 120,27 95,25 24,48 26,73
variacao (%)
Classificacao da Muito Alta Baixa Baixa

variacao

alta

N&o foi demonstrada diferenca estatisticamente significativa na eluicdo de 1:20

coletada em duplicata quando aplicado o teste de Wilcoxon para comparacfes de

medianas das dosagens de IL-6 e TNF (p=0,686 e p=0,063 respectivamente.

Quando comparadas as concentracfes de IL-6 obtidas das eluicbes 1:5 e 1:20,

houve diferenca estatisticamente significativa (p=0,012), com maiores concentragdes

na eluicdo de 1:20 (58,080). A dosagem de TNF nao apresentou diferenca

estatisticamente significativa entre as eluicdes.
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5.2 Resultados da etapa 2

Foram incluidos nesta etapa do estudo 34 recém-nascidos prematuros. Os dados
demogréficos, perinatais e neonatais estdo descritos na tabela 5 e a frequéncia de
desfechos clinicos estdo descritos na tabela 6. Todos os pacientes da pesquisa
utilizaram CPAP em sala de parto durante transferéncia e nas trés primeiras horas
de admissdo na unidade neonatal. A FiO2 variou de 40 a 100%, 91,2% das maes
ndo apresentaram infeccdo do trato urinério (ITU) durante a gestacdo e 8,8% (3
maes) tinham registro de ITU tratada sem controle de cura no momento do parto. A
meédia de utilizacdo de CPAP entre os recém-nascidos foi de 10,21 dias. Nenhum
dos pacientes incluidos na pesquisa foi intubado nas primeiras trés horas de vida,
mas alguns foram intubados posteriormente, sendo a média de utilizacdo de
ventilacdo mecéanica de 12,65 dias nesta populacdo. Ocorreram trés Obitos na

populacao estudada.
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Tabela 5: Dados demogréficos, perinatais e neonatais dos 34 pacientes envolvidos

na pesquisa.

Caracteristicas

Valores

Idade gestacional (semanas) Média (Minima/Maxima)
Peso de nascimento (g) Média (Minimo/Maximo)
Género (%)-F/M

Apgar 1° minuto-Média(Minimo/Méaximo)

Apgar 5° minuto-Média (Minimo/Méaximo)

ldade materna—Média (Minima/Maxima)

Desfecho do parto Vaginal/Cesarea (%)

Uso de corticéide pela mae (%)

Amniorrexe prematura (%)

Temperatura de admisséo < 36,5°C (%)

Uso de aminas (%)

Hemotransfuséo (%)

Utilizacdo de CPAP (dias)—Média (Minimo/Méaximo)
Utilizagdo de ventilagdo mecéanica (dias)-Média (Min/Max)
Tempo de internacéo (dias)-Média (Minimo/Maximo)

30,56 (28-32)
1.385 (585-2710)
38,2/61,8

7 (4-9)

9 (5-10)
29,79 (17-44)
8,8/88,2

97,1

23,5

38,2

20,6

14,7

10,21 (1-45)
12,65 (0-131)
39,26 (5-131)




Tabela 6: Frequéncia de desfechos clinicos na populacao investigada

Desfecho N/ Ocorréncia (%)
Displasia broncopulmonar 6/17,6
Sepse 12 /35,3
Retinopatia da prematuridade* 9/26,5
Hemorragia peri intraventricilar** 7120,6
Obito 3/8,8
Nenhum desfecho desfavoravel 16/47,1

* Um dos nove pacientes afetados apresentou a forma grave da doenga demandando fotocoagulagao

*Nenhum paciente apresentou HPIV grau lll e IV
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O nivel sanguineo de TNF-a na primeira hora de vida no grupo que desenvolveu

sepse foi significativamente mais alto quando comparado ao grupo que néo

desenvolveu quadro de sepse (Tabela 7). Nao foi evidenciada correlagdo entre o

nivel sanguineo das citocinas nas primeiras trés horas de vida e os demais

desfechos analisados no estudo (Tabelas 8. 9 e 10).
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Tabela 7: Comparacdo dos niveis séricos de citocinas entre pacientes que

desenvolveram ou ndo quadro de sepse.

Variaveis SEPSE P
N&o Sim
N | Média | Mediana | N | Média | Mediana
IL-6(10 min) 22 | 4,25 0,00 12 | 20,90 2,50 0,327
IL-6 (1 H) 33,42 8,90 80,84 24,80 0,299
IL-6 (3 H) 42,58 7,50 191,82 16,80 0,204
IL-8 (10 min) 22 | 82,10 69,70 12 | 174,25 77,00 0,511
IL-8 (1 H) 125,47 | 114,80 242,11 | 151,80 0,317
IL-8 (3 H) 254,83 | 230,30 511,35 | 238,40 0,462
IL-10 (10 min) 22 | 7,56 0,00 12 | 12,25 15,90 0,204
IL-10 (1 H) 12,42 0,00 13,87 16,00 0,560
IL-10 (3 H) 9,80 2,40 11,16 13,20 0,749
IFN-y (10 min) 22 | 88,37 0,00 12 | 135,12 79,80 0,094
IFN-y (1 H) 115,00 0,00 119,44 | 105,40 0,317
IFN-y (3 H) 99,00 0,00 267,47 | 134,80 0,133
TNF-a (10 min) 22 | 82,05 8,40 12 | 122,40 24,20 0,383
TNF-a (1 H) 40,95 0,00 102,49 15,60 0,048
TNF-a ( 3H) 160,32 0,00 107,76 58,60 0,396
GM-CSF (10 min) | 22 | 396,26 | 310,00 | 12 | 466,13 452,8 0,547*
GM-CSF (1 H) 357,41 | 268,10 444,75 477,8 0,480*
GM-CSF (3 H) 362,68 | 322,70 379,29 | 389,20 0,881*

*Teste T de Student/ Demais variaveis teste de Mann-Whitney
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Tabela 8: Comparacdo dos niveis seéricos de citocinas entre pacientes que

desenvolveram ou ndo quadro de displasia broncopulmonar.

Variaveis Displasia Broncopulmonar P
N&o Sim
N | Média | Mediana Média | Mediana
IL-6(10 min) 28 | 11,88 0,00 1,97 2,50 0,676
IL-6 (1 H) 52,32 8,10 31,88 32,60 0,157
IL-6 (3 H) 103,99 7,40 27,00 23,40 0,157
IL-8 (10 min) 28 | 119,61 77,00 91,37 49,60 0,676
IL-8 (1 H) 155,34 | 123,70 214,84 | 122,40 0,643
IL-8 (3 H) 340,41 | 223,60 339,88 | 286,60 0,290
IL-10 (10 min) 28 | 8,44 3,80 12,83 16,60 0,297
IL-10 (1 H) 10,81 4,90 24,64 17,60 0,129
IL-10 (3 H) 8,81 2,40 18,36 19,00 0,093
IFN-y (10 min) 28 | 105,69 0,00 101,07 93,8 0,276
IFN-y (1 H) 102,71 0,00 193,60 134,8 0,247
IFN-y (3 H) 151,58 0,00 175,20 172,6 0,268
TNF-a (10 min) 28 | 115,81 33,10 5,23 219,8 0,159
TNF-a (1 H) 50,06 0,00 125,32 617,6 0,173
TNF-a ( 3H) 154,39 9,20 77,92 224.6 0,942
GM-CSF (10 min) | 28 | 459,84 388,3 239,33 219,8 0,177
GM-CSF (1 H) 374,96 291,9 451,24 617,6 0,645*
GM-CSF (3 H) 377,94 348,5 313,76 224.6 0,661*

*Teste T de Student/ Demais variaveis teste de Mann-Whitney
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Tabela 9: Comparagcdo dos niveis séricos de citocinas entre pacientes que

desenvolveram ou ndo quadro de retinopatia da prematuridade

Variaveis Retinopatia da Prematuridade P
N&o Sim
N | Média | Mediana Média | Mediana
IL-6(10 min) 27 | 9,97 0,00 10,74 0,00 0,771
IL-6 (1 H) 57,01 17,0 14,20 6,3 0,451
IL-6 (3 H) 109,56 8,0 14,77 12,10 0,874
IL-8 (10 min) 27 | 121,62 73,20 87,63 55,80 0,559
IL-8 (1 H) 163,99 | 122,40 165,97 93,50 0,538
IL-8 (3 H) 359,64 238,4 253,43 | 158,60 0,479
IL-10 (10 min) 27 | 9,77 12,6 7,09 0,00 0,478
IL-10 (1 H) 13,99 14,6 8,03 7,4 0,424
IL-10 (3 H) 10,25 8,8 10,27 7,10 0,874
IFN-y (10 min) 27 | 125,06 0,00 27,0 0,00 0,379
IFN-y (1 H) 134,57 85,40 35,07 0,00 0,241
IFN-y (3 H) 161,45 6,00 126,83 125,0 0,803
TNF-a (10 min) 27 | 80,23 9,20 158,26 39,20 0,478
TNF-a (1 H) 73,72 5,00 6,33 0,00 0,281
TNF-a ( 3H) 144,21 | 15,40 136,43 9,20 0,874
GM-CSF (10 min) | 27 | 382,93 | 316,00 567,49 652,2 0,233
GM-CSF (1 H) 388,07 | 300,80 377,57 364,4 0,956
GM-CSF (3 H) 367,25 | 318,80 372,57 406,5 0,969

*Teste T de Student/ Demais variaveis teste de Mann-Whitney
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Tabela 10: Comparacdo dos niveis séricos de citocinas entre pacientes que

desenvolveram ou ndo quadro hemorragia peri intraventricular.

Variaveis Hemorragia peri intraventricular P
N&o Sim
N | Média | Mediana Média | Mediana
IL-6(10 min) 25 | 12,81 0,00 2,69 2,60 0,376
IL-6 (1 H) 60,00 14,8 15,55 13,40 0,726
IL-6 (3 H) 116,37 7,00 17,20 13,80 0,522
IL-8 (10 min) 25 | 120,59 73,20 98,04 55,80 0,908
IL-8 (1 H) 149,30 | 118,20 211,38 | 165,30 0,220
IL-8 (3 H) 354,70 | 228,20 295,43 | 266,60 0,757
IL-10 (10 min) 25 | 8,06 9,04 12,44 16,00 0,246
IL-10 (1 H) 10,62 12,68 20,03 16,30 0,236
IL-10 (3 H) 8,45 10,29 15,90 16,20 0,138
IFN-y (10 min) 25 | 112,54 0,00 83,58 54,20 0,419
IFN-y (1 H) 104,91 0,00 152,63 | 105,25 0,330
IFN-y (3 H) 158,66 0,00 144,23 | 125,00 0,420
TNF-a (10 min) 25 | 120,88 21,00 28,00 8,20 0,645
TNF-a (1 H) 55,59 0,00 79,83 5,00 0,374
TNF-a ( 3H) 147,45 3,4 128,28 41,9 0,470
GM-CSF (10 min) | 25 | 440,74 | 386,60 365,88 | 340,00 0,601*
GM-CSF (1 H) 389,96 | 283,00 375,78 373,3 0,919*
GM-CSF (3 H) 378,52 | 318,80 336,03 392,6 0,729*

*Teste T de Student/ Demais variaveis teste de Mann-Whitney

As citocinas IL-2 e IL-4 n&do foram detectadas em nenhum dos tempos investigados.

As medidas descritivas de IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a e GM-CSF nos tempos 10

minutos, 1 hora e 3 horas estao apresentadas nas tabelas 11, 12 e 13.
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Tabela 11: Medidas descritivas das dosagens de IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a e

GM-CSF dos recém-nascidos com 10 minutos de vida (pg/mL).

Variaveis Média Mediana Desv.padrdo Minimo Méximo Percentil Percentil

25 75
IL-6 10,13 0,00 39,24 0 22360 O 3,65
IL-8 117,99 77,0 160,88 0 918,0 40,05 146,20
IL-10 9,22 10,10 9,28 0 22,60 0 17,45
IFN-y 104,87 0,00 243,19 0 1.226,80 O 137,20
TNF-a 96,29 10,10 192,35 0 801,60 O 102,35
GM-CSF 414,49 3794 363,68 0 1.260,40 94,65 655,15

Tabela 12: Medidas descritivas das dosagens de IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a e

GM-CSF dos recém-nascidos com 1 hora de vida (pg/mL)

Variaveis Média Mediana Desv.padrdo Minimo Maximo Percentil Percentil

25 75
IL-6 49,12 15,90 122,39 0 675,4 0 40,40
IL-8 164,72 124,8 167,11 0 855,8 60,10 2127
IL-10 12,52 12,20 14,37 0 54,20 0 20,65
IFN-y 113,05 0,00 174,45 0 694,80 O 167,05
TNF-a 59,66 2,5 127,44 0 507,00 O 31,50
GM-CSF 377,86 291,90 332,31 0 1.261,80 82,95 572,90
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Tabela 13: Medidas descritivas das dosagens de IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a e GM-

CSF dos recém-nascidos com 3 horas de vida (pg/mL).

Variaveis Meédia Mediana Desv.padrdo Minimo Maximo Percentil Percentil

25 75
IL-6 91,25 9,8 334,13 0 1.915,00 O 41,20
IL-8 342,97 235,40 451,41 36,80 2.712,60 143,20 377,50
IL-10 9,95 6,30 10,86 0 30,80 0 17,95
IFN-y 150,59 57,60 280,13 1.533,40 O 205,00
TNF-a 141,75 13,6 205,20 681,60 O 301,35

o O O

GM-CSF 372,05 348,50 290,95 1.068,60 104,90 548,10

O comportamento das citocinas investigadas nas primeiras horas de vida esta
descrito na Figura 1, sendo evidenciada diferenca estatisticamente significativa entre
0s tempos para as citocinas IL-6, IL-8 e IFN-y.
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Figura 1: Variacdo das dosagens de IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a e GM-CSF nas

primeiras trés horas de vida.
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Na populacdo estudada, 13 pacientes apresentaram temperatura axilar inferior a
36,4°C no momento da admissdo na unidade neonatal. Quando avaliada correlacao
entre 0s niveis séricos de citocinas e estes pacientes, observou-se que os valores
de GM-CSF foram significativamente mais elevados no grupo que nao apresentou
hipotermia (p= 0,005).

Quando comparado o grupo que ndo demandou intubacao durante a internacao (16
pacientes) e o grupo intubado apds a terceira hora de vida (18 pacientes), nao foi
evidenciada correlacéo estatisticamente significativa entre os niveis sanguineos das

citocinas nas primeiras trés horas de vida.

A populacéo foi estratificada de acordo com o peso de nascimento e dividida em
dois grupos: maiores (13 pacientes) e menores de 1500 gramas (21 pacientes), nhao
sendo identificados comportamentos diferenciados dos niveis sanguineos das

citocinas entre os grupos nos diferentes tempos estudados.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foi demonstrada a possibilidade de deteccdo de citocinas nas
trés primeiras horas de vida de recém-nascidos prematuros a partir de sangue
capilar coletado em papel filtro. Em decorréncia da dificuldade de identificacdo de
citocinas no soro na etapa de deteccéo, optou-se pela ndo realizacado de testes a
partir de amostras de soro na populacao incluida no estudo. Foi estabelecida como
eluicdo padrdo da pesquisa a concentracdo de 1:20 por tratar-se de método
previamente utilizado em outros trabalhos (ANEXO 4) e por ter apresentado
concentracbes de IL-6 mais elevadas na fase de testes, com diferenca

estatisticamente significativa quando comparada a eluicdo de 1:5 (p=0,012).

A utilizacdo do papel filtro como estratégia para realizacdo de monitoramento
laboratorial tem sido testada nos udltimos anos (SKOGSTRAND et al.,, 2005;
SKOGSTRAND et al., 2008; McDADE et al., 2007). Strongstrand e colaboradores
(2008) realizaram dosagens simultaneas de 25 marcadores inflamatorios utilizando
ensaios multiplex a partir de eluato extraido de sangue coletado em papel filtro. A
metodologia descrita foi posteriormente utilizada por Ambalavanan e colaboradores
em um estudo multicéntrico no qual foram incluidos 1067 recém-nascidos de
extremo baixo. O objetivo inicial foi descrever a correlacdo entre a expressao das
citocinas e o desenvolvimento de paralisia cerebral e complicacbes do sistema
nervoso central (SKOGSTRAND et al., 2005; AMBALAVANAN et al., 2009;).

Entretanto, o numero de estudos realizados utilizando essa metodologia € pequeno
guando comparado aos ensaios realizados a partir de dosagens séricas (MEI et al.,
2001). A principal vantagem da coleta de amostras de sangue em papel filtro é o
pequeno volume necessario, 0 que na populacdo neonatal constitui aspecto
relevante em decorréncia da volemia total circulante 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 e

transporte do material coletado sdo vantagens importantes quando o método é
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comparado ao meétodo tradicional de utilizacdo de soro ou plasma (McDADE, 2014).
Outro aspecto que fortalece a utilizacdo do papel filtro € a possibilidade de
estabilizacao das citocinas no papel filtro em relacdo as amostras analisadas a partir
do soro. Comparacdes entre a concentragédo de citocinas e diferentes metodologias
de manipulagdo das amostras foram realizadas com o objetivo de detectar a
interferéncia da fase pré-analitica nos resultados encontrados (SKOGSTRAND et al.,
2008). Quando as amostras de sangue foram armazenadas durante um periodo de
tempo antes da centrifugagéo, os valores encontrados de citocinas foram mais
elevados que nas amostras nas quais o sangue foi centrifugado e o soro congelado
imediatamente apds a puncao venosa. Para as amostras coletadas em papel filtro,
estas variacdes foram menos significativas. Os autores se referiram ao método como
sendo uma boa alternativa para minimizar as interferéncias da fase pré-analitica,
que podem configurar viéz aos estudos realizados a partir de amostras de soro ou
plasma. Entretanto, no Brasil a dosagem de biomarcadores a partir de amostras
coletadas em papel filtro ainda € muito restrita as investigacdes realizadas pela
triagem neonatal, ndo sendo utilizada na prética clinica como método alternativo
com vantagens bem estabelecidas, especialmente quando considerada a populagéao

de recém-nascidos prematuros.

O presente estudo avaliou a dosagem de IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a e
GM-CSF em recém-nascidos prematuros em trés momentos diferenciados: 10
minutos, 1 hora e trés horas de vida. Esta € a primeira vez que citocinas séo
dosadas em estagios tdo precoces de vida pés-natal, sendo a avaliagdo mais
precoce descrita pela literatura realizada a partr de 4 horas de vida
(AMBALAVANAN et al.,, 2009). A dosagem de biomarcadores com potencial
preditivo e/ou prognéstico tem sido alvo de muitos estudos em neonatologia, uma
vez que pode possibilitar a identificacdo do grupo de pacientes com maior
probabilidade de desenvolvimento de desfechos clinicos graves ou com potencial de
complicacéo, estimulando o desenvolvimento e a ado¢do de medidas preventivas

direcionadas para este grupo.
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Em relacédo aos desfechos estudados na pesquisa, foi evidenciada correlacao entre
a expressdo de TNF na primeira hora de vida e o desenvolvimento de sepse precoce
ou tardia ao longo da internacdo, ndo sendo identificada correlacdo com DBP, ROP,
HPIV e O6bito. A sepse é uma das maiores causas de morbi mortalidade nas
unidades neonatais, sendo sua identificacdo, prevencdo e controle um grande
desafio para a equipe de saude. Foi considerado diagnostico de sepse pacientes
com quadro clinico sugestivo nas primeiras 72 horas de vida, com confirmacéo
laboratorial ou n&o e pacientes com diagndsticos confirmados em exames
laboratoriais apds as 72 horas de vida. Prashant e colaboradores (2013) realizaram
dosagens séricas de IL-6, IL-8, TNF-a e proteina C reativa (PCR) de recém-nascidos
antes da administracdo de antibidticos, 24 e 48 horas apoOs inicio de
antibioticoterapia. Os pacientes foram divididos em trés grupos: infectados, n&o
infectados e controle. Houve elevacgao significativa das dosagens de TNF-a quando
comparados 0s grupos de recém-nascido infectados e ndo infectados com o grupo
controle. Os recém-nascidos que ndo sobreviveram apresentaram dosagens mais
elevadas quando comparados aos que sobreviveram. A concluséo foi de que TNF-a
apresenta alta sensibilidade no diagnéstico de inflamacdo e niveis aumentados
podem predizer maior risco de 6bito. Os autores sugerem a associacdo de dosagem
de IL-6 e TNF-a para diagndstico de sepse neonatal. Outros trabalhos também
demonstraram o aumento dos niveis de TNF-a em pacientes com sepse clinica
guando comparados ao grupo controle (PICKLER et al., 2010). Entretanto, Santana
e colaboradores, 2001 demonstraram que o0s niveis de TNF ndo foram
significativamente diferentes entre recém-nascidos doentes e saudaveis. Essas
diferencas entre os estudos podem ser decorrentes do fato de que a cinética de
producdo do TNF-a ndo esta completamente compreendida em estagios de vida tao
precoces (MACHADO et al., 2014). A expressdo de TNF-a parece ter correlagao
com a severidade da sepse e mortalidade (GIRARDIN et al., 1990). No presente
trabalho o nimero de Obitos foi pequeno por tratar-se de populacdo com média de
idade gestacional de 30 semanas e por este motivo ndo foi possivel fazer a
correlacdo entre o desenvolvimento de sepse e 0s Obitos. Apesar de o TNF-a ter
uma correlagéo conhecida com o desenvolvimento de sepse, o achado do presente

estudo de uma correlagdo com significancia estatistica ja na primeira hora de vida
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aponta para a possibilidade de utilizagdo desse marcador para ado¢cdo de medidas

preventivas a partir da identificacdo desse grupo de pacientes.

A maior parte dos trabalhos publicados foi desenvolvida com recém-nascidos de
muito baixo peso e apresentam a correlacéo de citocinas com desfechos clinicos de
etiologia inflamatéria prevalentes no periodo neonatal, especialmente de DBP e
sepse (AMBALAVANAN et al., 2009; LAUGHON et al., 2011; Ng, LAM, 2010). No
presente estudo, 17,6% da populacdo estudada desenvolveu displasia
broncopulmonar, mas néo foi evidenciada correlagcdo com as citocinas investigadas
em nenhum dos tempos estabelecidos, o que pode ter relagdo com a média de
idade gestacional da populacdo estudada e a prevaléncia aumentada da doenca
entre pacientes com prematuridade extrema e extremo baixo peso. A relacdo das
citocinas com o desenvolvimento de retinopatia da prematuridade, hemorragia
intraventricular e enterocolite necrotizante também foi investigada em alguns
trabalhos, mas n&o foi demonstrada no presente estudo (SILVEIRA; FORTES
FILHO; PROCIANOY, 2011; MERHAR, 2011; MAHESHWARI, 2014). Na populagéo
estudada, apenas um dos nove pacientes com diagnostico de retinopatia da
prematuridade desenvolveu a forma grave da doenca, ndo houve nenhum caso de
hemorragia peri intraventricular grau Ill e IV e nenhum paciente desenvolveu

enterocolite necrotizante.

N&o foi detectada presenca de IL-2 e IL-4 nas primeiras trés horas de vida. IL-2 tem
como estimulo primario para sua liberacdo a presenca de bactérias e seus produtos
e normalmente ndo é detectada em lesdes agudas. Nenhuma das mées dos recém-
nascidos incluidos nesta pesquisa teve diagnéstico clinico de corioamnionite e na
maior parte dos casos, a causa da prematuridade foi doenca hipertensiva especifica
da gravidez (DHEG). Néo foi realizado exame anatomopatolégico das placentas. A
auséncia de contexto infeccioso pode ser a explicacdo para a ndo identificacdo de
IL-2. IL-4 € uma citocina anti-inflamatoria e a hipotese para a néo identificacdo da
mesma neste estudo € o fato de que os estimulos decorrentes do nascimento,
apesar de suficientes para induzir a liberacdo de algumas citocinas pré-inflamatorias,
nao sdo capazes de induzir uma contra resposta, uma vez gque esta se relaciona a

intensidade do estimulo.
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Em relagdo ao comportamento das citocinas nos diferentes tempos, observou-se no
presente estudo que ocorre liberacdo de IL-6, IL-8, IFN-y, TNF-a e GM-CSF nas
primeiras horas de vida. Houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s

tempos avaliados na expressao de IL-6, IL-8 e IFN-y.

Existem controvérsias acerca do momento de liberacdo das citocinas. IL-6
apresentou concentracbes diferenciadas nos trés tempos, sendo as maiores
concentracbes detectadas com 1 hora de vida. Estudo prévio demonstrou que 0s
niveis de IL-6 em sangue venoso foram significativamente mais elevados quando
comparados as dosagens de sangue de cordao e apresentou alta especificidade na
confirmacéo de infeccdo e alta sensibilidade em predizer mortalidade apos 48 horas
de inicio da terapia antimicrobiana (PRASHAND et al., 2013). Os niveis aumentados
de IL-6 também sé&o evidenciados em trabalhos que investigam sua correlacdo com
DBP e sua producéo no sitio da inflamacgéo parece ser a chave para identificacao da
transicdo entre a fase aguda e cronica da inflamacdo (GABAY, 2006). IL-6 dosada
nas primeiras 72 horas de vida teve correlagdo com desenvolvimento de ROP no
estudo de Silveira e colaboradores (2011). IL-6 induz a liberag&o hepatica de PCR e
por este motivo, aumentos de IL-6 ocorrem antes que niveis elevados de PCR sejam

detectados.

No presente estudo foram observados niveis progressivamente mais elevados de IL-
8 ao longo das 3 primeiras horas de vida. Ambalavanam e colaboradores (2009)
também observaram elevacdo das concentracdes de IL-8 nos trés primeiros dias de
vida e demonstraram que IL-8 foi significativamente mais alta com 21 dias de vida
em recém-nascidos que evoluiram a O6bito. Um estudo realizado com recém-
nascidos a termo e prematuros tardios demonstrou que a ventilagdo mecéanica foi
capaz de induzir a liberacdo de citocinas pré-inflamatoérias (IL-6, IL-8 e TNF-a) duas
horas apo0s a intubacdo (BOHER et al., 2010). Aumento dos niveis de IL-8 em
recém-nascidos com sepse foi demonstrado quando comparados a recém-nascidos
ndo infectados sugerindo que este aumento estaria relacionado a infeccao,
apresentando alta especificidade na confirmacéo de infeccdo com 24 e 48 horas e
alta sensibilidade como preditor de mortalidade (PRASHAND et al.,, 2013). Em

estudo multicéntrico randomizado, a utilizacdo das dosagens séricas de IL-8
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combinadas com avaliacbes de PCR como algoritmo para investigacdo de sepse
reduziu o uso de antibidticos desnecessarios em recém-nascidos com suspeita de
sepse precoce (FRANZ et al., 2004).

IL-6 e IL-8 apresentam meia-vida curta e as concentracfes circulantes reduzem
significativamente com o tratamento antimicrobiano nos casos de sepse, tornando as
citocinas indetectaveis ap6s 24 horas de instituicdo do tratamento. Estas
caracteristicas limitam a utilizacdo da dosagem destas citocinas como recurso
diagndéstico na sepse. Entretanto, a observacdo do comportamento das mesmas em
estagios precoces de vida pés-natal pode ser util para realizacdo de investigacdes
futuras com agrupamentos de pacientes com patologias previamente definidas ou

com outros perfis clinicos.

Nesse trabalho, o IFN-y foi detectado apenas com 3 horas de vida. Em trabalhos
gue investigam a associacdo de citocinas com DBP, o IFN-y apresentou correlagcéo
com DBP e 6bito em pacientes de extremo baixo peso (AMBALAVANAN et al.,
2009).

A expressédo de GM-CSF neste trabalho foi detectada nas trés primeiras horas de
vida sem alteracdo estatisticamente significativa entre os tempos. Na populagéao
estudada, 13 pacientes apresentaram hipotermia (temperatura axilar inferior a
36,4°C) a admissdo na Unidade Neonatal, sendo identificada reducdo dos niveis
dessa citocina quando comparada a populacdo que ndo apresentou hipotermia.
Sabe-se que a citocina GM-CSF apresenta acdo reguladora de células mieloides e
atua na ativacdo de células mais maduras. A possivel explicacdo para o achado do
presente estudo € de que a hipotermia atue na reducdo dos niveis de GM-CSF,
reduzindo a ativacdo das células mieloides maduras, podendo potencializar
processos inflamatorios por supressao. Um estudo realizado com modelos animais
infectados submetidos a hipotermia demonstrou que o tratamento com GM-CSF
induz o aumento da contagem de neutréfilos e reduzindo a mortalidade dos ratos,

bem como a ativagéo de citocinas pré inflamatérias (TOROSSIAN et al., 2003)

Alguns pacientes incluidos na pesquisa, apesar de nao terem sido intubados nas

primeiras trés horas de vida, demandaram intubacdo posterior durante a internacao
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(18 pacientes). Foi investigado se esta populacdo apresentava comportamento
diferenciado em relacdo aos niveis séricos de citocinas quando comparada a
populacdo que ndo demandou ventilagdo mecanica em nenhum momento durante a
internacdo (16 pacientes), ndo sendo identificadas diferengas estatisticamente
significativas entre estas populacdes.

Como a maior parte dos trabalhos desenvolvidos em relacdo as dosagens de
citocinas e sua correlacdo com os desfechos clinicos sdo realizadas em populacoes
de recém-nascidos de extremo baixo peso, foi realizada estratificacdo da populacdo
estudada de acordo com o peso, comparando o comportamento e ralacdo com 0s
desfechos clinicos entre menores de maiores de 1500 gramas, ndo sendo
identificadas diferencas de comportamento entre as populacdes de nenhuma das

citocinas investigadas.

Quando comparados os valores séricos das citocinas investigadas no presente
trabalho com aqueles demonstrados no estudo de Ambalavanam e colaboradores
(2009), percebe-se que as dosagens das citocinas encontradas foram mais baixas
na populacdo entre 28 a 32 semanas, 0 que aponta para a relacdo entre a
intensidade dos estimulos e a magnitude da resposta inflamatéria, uma vez que,
guanto maior o grau de prematuridade, mais intervencdes Sdo necessarias para
garantia do suporte de vida e estabilizacao clinica. A descricdo do comportamento
das citocinas em estagios precoces de vida pos-natal pode possibilitar a correlacao
com as situacdes clinicas vivenciadas por este grupo de pacientes bem como
possibilitar avaliacdes futuras em relagdo ao potencial estressor dos procedimentos
realizados nas primeiras horas de vida. A deteccdo das citocinas nesse grupo de
pacientes demonstra o potencial fisiolégico de recém-nascidos prematuros de
responder a insultos, que podem ter inicio na vida intrauterina, sendo
potencializados pelos procedimentos poés-natais aos quais sdo submetidos,

especialmente nas primeiras horas de vida.

Todos os pacientes incluidos nesta pesquisa receberam CPAP precoce em sala de
parto e admissdo na unidade neonatal e os niveis séricos de citocinas foram
menores quando comparados aos encontrados no estudo de Ambalavanam e

colaboradores (2009). Os efeitos do CPAP na inflamagcdo pulmonar foram
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demonstrados em modelos animais (JOBE et al., 2002; POLGLASE et al., 2009). Em
recém-nascidos prematuros os trabalhos séo limitados, mas a estratégia parece ser

protetora quando comparada a expressao de citocinas em pacientes intubados.
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7 CONCLUSAO

E possivel realizar dosagem de citocinas a partir de amostras de sangue coletadas
em papel filtro e ocorre resposta imunoldgica nas trés primeiras horas de vida em
recém-nascidos prematuros com idade gestacional entre 28 e 32 semanas. Foi
demonstrada correlacédo entre os niveis séricos de TNF-a na primeira hora de vida e
o desenvolvimento de sepse na populacdo estudada e a elevacao dos niveis séricos
de GM-CSF apresentou correlacdo com hipotermia no momento da admissao na
unidade neonatal. Mais estudos sé@o necessarios para evidenciar a correlacado entre
0 comportamento das citocinas e as intervencdes realizadas nas primeiras horas de

vida.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O nascimento prematuro representa uma ruptura das condicoes ideais de
desenvolvimento. Sendo assim, o grande desafio da equipe de salude é gerar
condicbes para que o desenvolvimento sistémico seja pouco afetado através da
proposicdo de praticas que interfiram minimamente neste processo. Entretanto, o
que se observa nas unidades de saude sao praticas muito voltadas para o fluxo de
trabalho com poucas consideragdes acerca da individualidade do cuidado prestado e
das caracteristicas fisiopatolégicas dessa populacdo, que apresenta uma série de
demandas especificas para que o desenvolvimento tenha continuidade de maneira

adequada.

Neste trabalho foi utilizada metodologia de dosagem a partir de coleta de sangue em
papel filtro. A coleta de sangue obtida através de puncéo capilar em papel filtro
representa uma alternativa viavel, de custo baixo, que tem como vantagens
relevantes para a populacdo neonatal o pequeno volume de sangue necessario ao
preenchimento dos circulos quando comparado as dosagens séricas, a estabilizacédo
dos biomarcadores em papel filtro, a facilidade de armazenamento e transporte.
Pesquisadores tém realizado analises utilizando material coletado em papel filtro ha
mais de 20 anos com boa recuperacdo. Recentemente, mais de 35.000 amostras de
sangue foram coletadas em papel filtro para realizacédo de estudos longitudinais nos
Estados Unidos (Mcdade, 2011). No passado, estudos acerca do comportamento
das citocinas pré-inflamatdrias era restrito devido a técnica de analise disponivel na
gual apenas um analito podia ser investigado por vez, gerando uma demanda de
grandes volumes de material biolégico, o que inviabilizava avangos desse tipo de
estudo na populagdo neonatal. Com o desenvolvimento de ensaios multiplex em
substituicdo aos ensaios convencionais tais como ELISA, tem sido possivel detectar
um grande numero de citocinas com pequenos volumes de material bioldgico
(BOSE; DAMMANN; LAUGHON, 2011).
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Recém-nascidos com idade gestacional entre 28 e 32 semanas representam a maior
parte das admissdes das unidades neonatais e apesar de estarem menos expostos
a complicacbes quando comparados aqueles com idade gestacional inferior a 28
semanas, sdo igualmente submetidos a inumeros procedimentos desde o
nascimento que podem desencadear respostas metabdlicas, enddcrinas e humorais,
mesmo que os desfechos clinicos desfavoraveis avaliados durante a internacao nao
sejam observados. No presente trabalho, foram incluidos pacientes com idade
gestacional média de 30 semanas, populacdo na qual a incidéncia de DBP, ROP,
HPIV e 6bito é baixa. Entretanto, o estudo descreve a possibilidade e praticidade da
deteccdo de citocinas em papel filtro, evidencia a expressdao das mesmas nas
primeiras horas de vida e descreve a correlacdo dos niveis séricos de TNF-a e o
desenvolvimento de sepse, bem como a correlacao da reducéo dos niveis séricos de

GM-CSF com a hipotermia na primeira hora de vida.

Nos ultimos anos, muitas discussfes tém sido realizadas acerca das praticas nas
unidades neonatais. O aumento da sobrevida resulta na utilizacdo de tecnologias e
praticas cada vez mais invasivas e potencialmente danosas que comprometem a
continuidade do desenvolvimento dos multiplos sistemas bem como o processo de
maturacdo e diferenciacdo celular. A evidéncia de que as condutas podem
apresentar repercussao sistémica corroboram para adocéo de intervencdes menos
invasivas e configuram fundamentacdo tedrica para mudancas nas praticas
assistenciais, especialmente em sala de parto e admissdo na unidade neonatal. O
estresse precoce pode resultar em alteracdes sistémicas afetando o
desenvolvimento dos recém-nascidos. Trabalhos realizados com modelos animais
demonstraram que a separacdo de ratos de suas mdes em momentos criticos do
desenvolvimento resultou em aumento da vulnerabilidade a doencas tais como
reducd@o da resisténcia a infec¢des virais e aumento da producgéo de citocinas pro-
inflamatodrias (GHIA; BLENNERHASSET; COLLINS, 2008; FATURI et al., 2010).
Recém-nascidos prematuros, além de permanecerem separados de suas maes
desde a sala de parto, sdo submetidos a uma série de intervencdes necessarias ao
suporte de vida. A grande maioria destas intervencdes s&do potencialmente
dolorosas, uma vez que até mesmo o toque pode ser interpretado pelo cortex

imaturo como estimulo algico. Estas experiéncias no periodo neonatal precoce
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alteram a arquitetura cerebral final, comprometendo o processo de proliferagéo,
diferenciacdo, migracédo e apoptose neuronal (BARTOCCI et al., 2006). A dor e o
sistema imunologico se influenciam mutuamente e os trabalhos sugerem que a
nocicepgdo é capaz de induzir a formagdo de citocinas pro-inflamatérias que
potencializam o estimulo inicial (SHAVIT; FRIDEL; BEILIN, 2006).

Além disso, a fragilidade e escassez de modelos de seguimento (followup) no Brasil
dificultam a identificacdo das complicacdes tardias decorrentes das intervencdes no
periodo neonatal precoce. Os diagnosticos de DBP, sepse, ROP e HPIV ocorrem
durante a internacdo, o que nao exclui a possibilidade de complicacdes
neuropsicomotoras e comportamentais passiveis de identificacdo somente ao longo

do desenvolvimento.

Sendo assim, gerar condi¢cdes de nascimento que minimizem a liberagdo desses
mediadores pode favorecer os processos adaptativos a vida extrauterina e minimizar
complicacBes futuras, uma vez que o somatério de estimulos pode potencializar o
desenvolvimento de complicagcbes imediatas e tardias em recém-nascidos
prematuros. A identificagdo precoce de biomarcadores pode ser ferramenta
importante para identificacdo dos individuos com maior risco para desenvolvimento
de desfechos desfavoraveis e consequentemente possibilitar a adocédo de praticas

preventivas e intervencionistas mais precoces e efetivas.
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9 LIMITACOES DO ESTUDO

A amostra estudada ndo permitiu a correlacao entre a expressdo das citocinas nesta
fase da vida pos natal com os desfechos clinicos prevalentes na populacdo de
recém-nascidos entre 28 e 32 semanas de idade gestacional., exceto nos casos de

sepse.

A auséncia de um grupo controle constituido por recém-nascidos a termo para que

fossem estabelecidas comparagdes.

A auséncia de coleta de sangue de corddo na populacdo estudada, que poderia
gerar dados acerca do impacto real dos procedimentos pds-natais no padrao de

expressao das citocinas.

A utilizacdo de reagentes ultrassensiveis poderia ter possibilitado a obtencdo de
valores detectaveis que nesta metodologia ficaram abaixo do limite de deteccéo

inferior do teste.
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10 PERSPECTIVAS FUTURAS

ApoOs constatacdo da possibilidade de deteccdo das citocinas utilizando a
metodologia proposta, em trabalhos futuros pretende-se estabelecer analises
comparativas com sangue de corddao e sangue de pacientes de termo, para
investigar a correlacdo entre 0s niveis séricos e 0s procedimentos rotineiros
realizados ao nascimento. Além disso, pretende-se que esse trabalho inaugure uma
linha de pesquisa envolvendo &reas basicas e assistenciais, com ganhos

substanciais para os pacientes e ado¢ao de melhores praticas clinicas.



73

11 REFERENCIAS

. AMBALAVANAN, N. et al. Cytokines associated with bronchopulmonary
dysplasia or death in extremily low birth weight infants. Pediatrics, v. 123, n. 4,
p. 1132-41, 20009.

. ARYA, S.C. Testing for AIDS on samples of dried blood prepared on filter
papers. Vaccine, v.6, p. 210, 1988.

. AVITSUR, R.; MAAYAN, R.; WEIZMAN, A. Neonatal stress modulates
sickness behavior: Role for proinflammatory cytokines. J neuroimmunol, v.
257, n. 1-2, p. 59-66, 2013.

. BALK, R. Roger C Bone, MD and involving paradigms of sepsis. Contrib
Microbiol, v. 17, p. 1-11, 2011.

. BATTON, D. G. et al. Current gestational age-related incidence of major
intraventricular hemorrhage. J Pediatr, V. 125, N. 4, P. 623-25, 1994.

. BERNER, D. et al. Plasma levels and gene expression of granulocyte colony
stimulating factor, tumor necrosis factor-a, interleukin (IL) -1, IL-6, IL-8, and
soluble intracellular adhesion molecule -1 in neonatal early onset sepsis.
Pediatr Res, v. 44, n. 4, p. 469-77, 1998.

. BIZARRO, M. J. et al. Seventy-five years of neonatal sepsis at Yale: 1928-
2003. Pediatrics, v. 116, n. 3, p. 595-602, 2005.

. BOHRER, B. et al. Mechanical ventilation of newborns infant changes in
plasma pro-and anti inflammatory cytokines. J Pediatr, v. 156, n. 1, p. 16-9,
2010.



74

9. BONADIO, W. A. et al. Reliability of observation variables in distinguishing
infectious outcome of febrile young infants. Pediatr Infect Dis. V. 12, N. 2, P.
111-4,1993.

10.BONE, R. C. et al. Definitions for sepsis and organ failure and guidelines for
the use of innovative therapies in sepsis. The ACCP/SCCM Consensus
Conference Committee. Americam College of Chest Phisicians/Society of
Critical Care Medicine. Chest, v. 136. N. 5, p. €28, 2009.

11.BOSE, C.L.; DAMMANN, C.E.L.; LAUGHON M.M. Bronchopulmonary
dysplasia and inflammatary biomarkers in the premature neonate. Arch Dis
Child Fetal Neonatal Ed, v. 93,n. 6, p. F455-61, 2008.

12.BOSE, C. et al. Blood protein concentrations in the first two postnatal weeks
that predict bronchopulmonary dysplasia among infants born before the 28th
week of gestation. Pediatr Res, v. 69, n. 4, p. 347-53, 2011.

13.BRASIL. Ministério da Saude. Coordenacdo Nacional de DST/Aids. Projeto
AJUDE-Brasil: Avaliacdo epidemiolégica de usuarios de drogas injetaveis do
Projetos de reducdo de Danos (PRD) apoiados pela CN-DST/Aids. Brasilia,
2006. Disponivel em

<http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/51projeto ajudeBrasil.pdf>.

Acesso em 16 jan. 2011.

14.BRYCE, J. et al. Can the world afford to save the lives of 6 million children
each year? Lancet, v. 365, n. 9478, p. 2193-200, 2005.

15.BUCK, C. at al. Interleukin-6: a sensitive parameter for the early diagnosis of

neonatal bacterial infection. Pediatrics, v. 93, n. 1, p. 54-8, 1994..

16.CARVALHO, C. G,; SILVEIRA, R. C.; PROCIANQY, R. S. Ventilator-induced
lung injury in preterm infants. Rev Bras Ter Intensiva, v. 25, n. 4, p. 319-26,
2013. .

17.CHANG-LING, T.; GOCK, B.; STONE, J. Trhe effectof oxygen on
vasoformative cell division. Evidence that physiological hypoxia is the stimulus


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/51projeto_ajudeBrasil.pdf

75

for normal retinal vasculogenesis. Invest Ophthalmol Vis Sci, v. 36, n. 7, p.
1201-14, 1995.

18.CHAVES, A. R. et al. Pharmacologic administration of interleukin-2. Ann N Y
Acad Sci, v. 1182, p. 1869-75, 2009.

19.COHEN, J. The immunopathogenesis of sepsis. Nature, v. 420, n. 6917, p.
885-91, 2002.

20.CURFS, J.H.; MEIS, J.F.,; HOOGKAMP-KORSTANJE, J.A. A primer on
cytokines: sources, receptor, effects, and induceers. Clin Microbiol Ver, v. 10,
p. 742-80, 1997.

21.DE WALL MALEFYT, R, et al. Interleukin 10 (IL-10) inhibits cytokine synthesis
by human monocytes: na autoregulatory role of IL-10 produced by monocytes.
J Exp Med, v. 174, n. 5, p. 1209-20, 1991.

22.DEMBINSKI, J. et al. Cell- associated interleukin-8 in coord blood of term and
preterm infants. Clin Diag Lab Immunol, v. 9, n. 2, p. 320-23, 2002.

23.FAN, Y.; YU, J-L. Umbilical bood biomarkers for prediting early-onset neonatal
sepsis. World J Pediatr, v. 8, n. 2, p. 101-08, 2012.

24. FANAROFF, A A. et al. Trends in neonatal morbidity and motality for very low
birthweight infants. Am J Obst Gynecol. V. 196, n. 2, p. 147.e1-8, 2007.

25.FATURI, C. B. et al. Disruptions oj the mother-infant relationship amd stress-
related behaviors: altered corticosterone  secretion does not explain
everything. Neurosci Biobehav Ver, v. 34, n. 6, p. 821-34, 2010.

26.FRANZ, A. R. et al. Measurement of interleukin 8 in combination with C-
reative protein reduced unnecessary antibiotic therapy in newborn infants: a

multicenter, radomized, controlled Trial. Pediatrics, v. 114, n. 1, p. 1-8, 2004.

27.GABAY, C. Interleukin-6 and chronic inflammation. Arthritis Res Ther, v. 8, n.
suppl 2, p. S3, 2006.



76

28.GERDES, J.S. Clinicopathologic approach to the diagnosis of neonatal sepsis.
Clin Perinatol, V. 18, N. 2, P. 361-81, 1991.

29.GILBERT, C. et al. Characteristics of infants with severe retinopathy for
screening programs. Pediatrics, v. 115, n. 5, p. e518-25, 2005.

30.GIRARDIN, F.P, et al. Serum tumor necrosis factor in newborn at risk for
infections. Eur Journal Pediatrics, v. 149, n. 9, p. 45-47, 1990.

31.GOLDSTEIN, B.; GOROIR, K.; RANDOLPH, A. international pediatric sepsis
consensus conference: definitions for sepsis and organ dysfunction in
pediatrics. Pediatr Crit Care Med, v. 6, n. 1, p. 2-8, 2005.

32.GRUNAU, R. Early pain in preterm infants: a model of long-term effects. Clin
Perinatol, v. 29, n. 3, p. 373-94, 2002.

33.HEUCHAN, A. M. et al. Perinatal risk factors for major intraventricular
haemorrhage in the Australian and New Zealand Neonatal Network, 1995-97.
Arch Dis Child Fetal Neonatal, v. 86, n. 2, p. F86-F90, 2002.

34.HORBAR, J.D. Trends in mortality and mobidity for very low birth weight
infants, 1991-1999. Pediatrics, v. 110, n.1 Pt 1, p. 143-51, 2002.

35.HOWARD et al. Biologica¢ properties of interleukin 10. J Clin Immunol, v. 12,
n. 4, p. 239-47, 1992.

36.JOBE, A. H.; BANCALARI, E. Bronchopulmonary dysplasia. Am J Respir Critl
Care Med, v. 163, n. 7, p. 1723-29, 2001.

37.JOBE, A. H. et al. Decreased indicators of lung injury with continuous positive
expiratory pressure in preterm lambs. Pediatr Res, v. 52, n. 3, p. 387-92,
2002.

38.JONSSON, B. et al. Early increase of TNF alpha and IL-6 in tracheobronchial
aspirate fluid indicator of sibsequent chronic lung disease in preterm infants.
Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed, v. 77, n. 3, p. F198-201, 1997.



77

39.KOTECHA, S. et al. Increase in interleukin-8 and soluble intracellular adhesion
molecule-1 in bronchoalveolar lavage fluid fron premature infants who
developed chronic lung disease. Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed, v. 72, n.
2, p. F90-96, 1995.

40.KUMAR, A. et al. Myocardial dysfunction in septic shock: part Il. Role of
cytokines and nitric oxide. J Cardiothorac Vasc Anesth, v. 15, n. 4, p. 485-
511, 2001.

41.LAM, H.S.; Ng P.C. Biochemical markers for neonatal sepsis. Phatology, v.
40, n. 1, p. 141-8, 2008.

42 LATIFI, S. Q; O'RIORDAN, M. A.; LEVINE, A. D.Interleukin 10 controls the
onset of irreversible septic shock. Infect Immun, v. 70, n. 8, p. 4441-46, 2002.

43.LAUGHON, M. M. et al. Prediction of bronchopulmonary dysplasia by postnatal
age in extremely premature infants. Am J Respir Crit Care Med, v. 183, n. 12,
p. 1715-22, 2011.

44.LIN, E.; CALVANO, S.E.; LOWRY,S.F. Inflammatory cytokines and cell
response in surgery. Surgery, v. 127, n. 2, p. 117-26, 2000.

45.MACHADO, J. R. et al. Neonatal sepsis and inflammatory mediators.

Mediators of inflammation, v. 2014.

46.MAHESHWARI, A. et al. Cytokines Associated with Necrotizing Enterocolitis in
Extremely Low Birth Weight Infants. Pediatr Res, v. 76, n. 1, p. 100-108, 2014.

47.March of Dimes, PMNCH, Save the Children, WHO. Born Too Soon: The
Global Action Report on Preterm Birth. Eds CP Howson, MV Kinney, JE Lawn.
World Health Organization. Geneva, 2012.

48.MATOBA, N. et al. Differencial patterns of 27 cord blood immune biomarkers

across gestational age. Pediatrics, v. 123, n. 5, p. 1320-28, 2009.



78

49.MCDADE, T. W. Development and validation of assay protocols for use with
dried blood spot samples. Am. J Hum Biol, v. 26, n. 1, p. 1-9, 2014.

50.McDADE, T. W.; BURHOP, J.; DOHNAL, J. High-sensitivity enzyme
immunoassay for C-reactive protein in dried blood spots. Clin Chem, v. 50, n.
3, p. 652-4, 2004.

51.McDADE, T.W.; WILLIANS, S. SNODGRASS, J.J. What a drop can do: dried
blood spots as a minimally invasive method for integrating biomarkers into

population-based research. Demography, v. 44, n. 4, p. 899-925, 2007.

52.MEADOW, W.; RUDINSKY, B. Inflammatory mediators and neonatal sepsis:
rarely has so little been known by so many about so much. Clin Perinatol, v.
22,n. 2, p. 519-36, 1995.

53.MEAGER, A. et al. Na assessment of biological potency and molecular
characteristics of different innovator and noninnovator interferon-beta products.
J Interferon Cytokine Res, v. 31, n. 4, p. 383-92, 2010.

54.MEl, J. V. Use of filter paper for the collection and analysis of human whole

blood specimens. J Nutr, v. 131, n. 5, p. 1631s- 6s, 2001.

55.MERHAR, S. Biomarkers in neonatal poshemorrhagic hydrocephalus.
Neonatology, v. 101, n. 1, p. 1-7, 2011.

56.Ng, P.C. et al. Diagnosis of late onset neonatal sepsis with citokines, adhesion
molecule, and C-reative protein in preterm very low wheight infants. Arch Dis
Child Fetal Neonatal Ed, v. 77, n. 3, p. F221-F227, 1997.

57.Ng, P.C; LAM, H. S. Biomarkers for late-onset neonatal sepsis: Cytokines and
beyond. Clin Perinatol, v. 37, n. 3, p. 599-610, 2010.

58.OBERHOLZER, A.; OBERHOLZER, C.; MOLDAWER, L. L. Inteleukin-10: a
complex role in the pathogenesis of sepsis syndromes and its potential as na
anti-inflamatory drug. Crit Care Med, v. 30, n.1 sup, p. S58-S63, 2002.



79

59.0ZDEMIR, A.; BROWM, M. A.; MORGAN, W. J. Merkers and mediators of
inflamation in neonatal lung disease. Pediatr Pulmonol, v. 23, n.4, p. 292-306,
1997.

60.PANERO, A. et al. Interlekin 6 in neonates with early and late onset infection.
Pediat Infect Dis J, v. 16, n. 4, p. 370-75, 1997.

61.PATTERSON, A.M. et al. Ureaplasma urealyticum respiratory tract colonization
is associated with na increase in interleukin-land tumor necroses factor alpha
relative to interlekin 6 in tracheal aspirates of preterm infants. Pediatr Infect
Dis J, V. 17, p. 321-28, 1998.

62.PATZ, A.; HOECK, L. E.; DE LA CRUZ, E. studies on the effect of hight oxygen
administration in retrolental fibroplasias. | Nursery Observations. Am J
Ophthalmol, v. 35, n. 9, p. 1248-53, 1952.

63.PICKLER, R. et al. Integrated review of cytokines in maternal Cord and
newborn blood: part Il — associations with early infection and increased risck of
neurologic damage in preterm infants. Biol Res Nurs, v. 11, n. 4, p. 377-86,
2010.

64.PIERCE, E. A.; FOLEY, E. D; SMITH, I. E. Regulation of vascular endothelial
growth factor by oxygen in a model of retinopathy of prematurity. Arch
Ophthalmol, v. 114, n. 10, p. 1219-28, 1996.

65.POLGLASE, G. R. et al. Lung and systemic inflammation in preterm lambs on
continuous positive airway pressure or convetional ventilation. Pediatr Res, v.
65,n. 1, p. 67-71, 2009.

66.PRASHANT, A. et al. Comparative assessment of cytokines and other
inflammatory markers for the early diagnosis of neonatal sepsis-a case control
study. PLoS One, v. 8, n. 7, p. e68426, 2013.

67.ROCHA, G. et al. Cord blood levels of IL-6, IL-8 and IL-10 may be early
predictors of bronchopulmonary dysplasia in preterm newborns small for

gestational age. Des Markers, v.33, n.1, p. 51-60, 2012.



80

68.ROTH, A. M. Retinal vascular development in premature infants. Am J
Ophthalmol, v. 84, n.5, p. 636-40, 1977.

69.SANTANA, C. et al. Cord blood levels of cytokines as predictors of early
neonatal sepsis. Acta Pediatr, v. 90, n. 10, p. 1176-81, 2001.

70.SAVMAN, K. et al. Cytokine response in cerebrospinal fluid from preterm
infants with posthaemorrhagic ventricular dilatation. Acta Paediatr, v. 91, n.
12, p. 1357-63, 2002.

71.SCHMITZ, T. et al. Interleukin- 1beta, interleukin-18, and interferon-gamma
expression in the cerebrospinal fluid of premature infants with posthemorrhagic
hydrocephalus — markers of white matter damage? Pediatr Res, v. 61, n. 6, p.
722-26, 2007.

72.SHAVIT, Y.; FRIDEL, K.; BEILIN, B. Postoperative pain management and
proinflammatory cytokines: animal and human studies. J Neuroimmune
Pharmacol, v. 1, n. 4, p. 433-51, 2006.

73.SILVEIRA, R. C.; FORTES FILHO, J. B.; PROCIANOQY, R. S. Assessment of
the contribution of cytokine plasma levels to detect retinopathy of prematurity in
very low birth weight infants. Invest Ophthalmol Vis Sci, v. 52, n. 3, p.1297-
301, 2011.

74.SILVEIRA, R. C; PROCIANOY, R. S. High plasma cytokine levels, white matter
injury and neurodevelopment of high risk preterm infants: assessment at two
years. Early Hum Dev, v. 87, n. 6, p.433-7, 2011.

75.SILVEIRA, R. C; PROCIANQY, R.S. Evaluation of interleukin-6, tumor necrosis
factor-a and interleukin-1-B for early diagnosis of neonatal sepsis. Acta
Paediatrica, v. 88, n. 6, p. 647-50, 1999.

76.SIMON, C. et al. Neonatal sepsis in intensive care unit and results of
treatment. Infec, v. 19, n. 3, p. 146-49, 1991.



81

77.SIMONSEN, K. A. et al. Early-onset neonatal sepsis. Clin Microbiol Rev, v.
27,n.1, p. 21-47, 2014.

78.SKOGSTRAND, K. et al. Effects of blood sample handling procedures on
measurable inflammatory markers in plasma, serum and dried blood spot
samples. J Immunol Methods, v. 336, n. 1, p. 78-84, 2008.

79.SKOGSTRAND, K. et al. Simultaneous measurement of 25 inflammatory
markers and neurotrophins in neonatal dried blood spots by immunoassay with
XMAP technology. Clin Chem, v. 51, n. 10, p. 1854-66, 2005.

80.STENSON, B; BROCKLEHUST, P.; TARMOWOMORDI, W. Increased 36-
week survival with high oxigensaturation target in extremely preterm infants. N
Engl J Med, v. 364, n. 17, p. 1680-2, 2011.

81.STOLL, B. J. et al. Late onset sepsis in very low birth weight neonates: the
experience of the NICHD Neonatal Research Network. Pediatrics, v. 110, n.2
pt 1, p. 285-91, 2002.

82.TASCI, Y. et al. The value of coord blood interleukin-6 levels for predicting
chorioamnionits, funistis and neonatal infection in term premature rupture of
membranes. Eur J Obstet Gynecol, v. 128, n. 1-2, p. 34-39, 2006.

83.TERRY, T. L. Extreme prematurity and fibroblastic overgrowth of persistent
vascular sheath behind each crystalline lens. Am J Ophtalmol, v. 25, p. 203-4,
1942.

84. TOROSSIAN, A. et al. Deleterious effects of mild hypothermia in septic rats are
ameliorated by granulocyte colony-stimulating factor. Anesthesiology, v. 99,
n. 5, p. 1087-92, 2003.

85.VALERIO, T. A. et al. Marcadores inflamatérios e oxidativos em sangue de
corddo umbilical como preditores de gravidade de sepse neonatal. Rev Bras
Ter Intensiva, v. 24, n. 1, p. 30-4, 2012.



82

86.VENTO, G. et al. Serum levels of seven cytokines in premature ventilated
newborns: correlations with old and new forms of bronchopulmonary dysplasia.
Intensive Care Med, v. 32, n. 5, p. 723-30, 2006.

87.YOON, B.H. et al. The relationship among inflammatory lesions of the umbilical
cord (funisitis), umbilical cord plasma interleukin 6 concentration, amniotic fluid
infection, and neonatal sepsis. Am J Obstet Gynecol, v. 183, n. 5, p. 1124-29,
2000.

88.WORTHMAN, C.M.; STARLING, J.F. Hormone measures in finger-prick blood
spot samples: new Field methods for reprodutive endocrinology. Am J Phys
Anthrpol, v. 104, n. 1, p. 1-22, 1997.



12 ANEXOS E APENDICES

ANEXO 1: PARECERES ETICOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £~ Plabaforma
MINAS GERAIS asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Efeitos da intubagie traqueal em sala de parto na resposta neurcendécrina, metabélica
e imunologica de recém-nascidos pre-termmao.
Pesquisador: PEDRO G. VIDIGAL

Area Temitica: Area 3. Firmacos, medicamentos, vacinas e tastes diagndsticos novos (fases |, 1l e (1) ou
ndo registrados no pais (ainda que fase V), ou quando a pesquisa for referente a seu uso
com modalidades, indica;x'tes, doses ou vias de admiristrag.&n diferentes daquelas
estabelecidas, incluindo seu emprego em mmbina[;ies.

Versdo: 2
CAAE: 02541712.7.0000.5149
Instituigio Proponente: Faculdade de Medicina ((UFMG))

DADOS DO PARECER

MNimero do Parecer: 122.061
Data da Relatoria: 181052012

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de um estudo transversal prospectivo de recém-nascidos pré-termo intubados em sala de parto &
ndo intubados. A pesquisa serd executads em duas unidades neonatais do Hospital Jilia Kubitscheck
(FHEMIG) & Hospital Dia e Maternidade UNIMED. O estudo parte da hipétese que a intubagdo tragueal
configura estimulo lgico intenso resultando na liberagiio de mediadores hormonais, metabdlicos e
imunolégicos relacionados & dor. A presenca de tais mediadores pode comprovar a percepgio da dor pelos
recém nascidos prematuros, fazendo com que sejam revistas as indicagies de realizagSo de procedimentos
algicos sem analgesia.

A constatagSo de que recém nascidos sentem dor produziu a necessidade de medidas de avaliagio da dor.
Medidas através de escalas ja existem, mas aparentam ser pouco confiaveis na avaliagio da dor em recém-
nascides pré-termo (RMPT), ende ¢ desenveolvimento cortical € incompleto. Mos RMPT as alteragies
comportamentais necessarias para avaliagdo da dor aparentam ser menos fidveis e por isso medidas
indiretas s&o imprescindiveis para diagndstico e indicagdo do tratamento para dor. Os autores do projeto
objetivam awvaliar fatores metabdlicos, hormenais e imunolagicos, previamente alterados em adultos
submetidos a estresse ou dor, em RNPT. Como estimulo estressor ou doloroso sera usado a intubagio em
sala de parto. Esta & realizada cbrigatoriaments RNPTs nascidos com dificuldades respiratorias onde a
ventilagio com bolsa & mascara foi ineficaz ou prolengada e em recém-nascidos de extreme baixo peso.
Serdo

Engerego.  Av. Presidente Anionka Canlos, 6627 2 Ad 51 2005
Balrmo:  Unikdade Asministrathva Il CEP: 312704901
UF: MG Municiplo: BELO HORIZONTE

Telsfone: 3134-0945 Far 31340845 E-mall:  coepiprpq.uimg. b, coepirestonia g be

83



FUNDACAO HOSPITALAR DO
ESTADO DE MINAS GERAIS - Wm
FHEMIG

PROJETO DE PESQUISA

Titulo:  Awaliagio da resposta neurcenddcrima, matabdlica e hormonal de recém nascidos pré-termo
a intubag3o traqueal em sala de pario
Area Temdtica:
Area 3. Farmacos, medicamentos, vacinas e testes diagndsticos novos (fases |, Il e |} ou ndo registrados no

pais (ainda que fase [V}, ou quando a pesquisa for referente a seu uso com modalidades, indicagtes, doses
ou vias de administragio diferentes daguelas estabelecidas, incluindo seu emprego em combinagies.

Versdo: 2

CAAE: 05633112.5.0000.5118

Pesquisador:  Yerkes Pereira e Siva

Insfituigdo:  Fundagio Hospitalar do Estado de Mins Gerais
((FHEMIG))

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Mumero do Parecer: 110378
Data da Relatoria: o410v2012
Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um estudo analitico cbservacional prospective a ser realizado em duas unidades neonatais de
hospitais de Belo Horizonte - HJK e Hospital Unimed.

O estudo visa comparar o perfil hormonal, metabdlico e imunolégico entre os recém-nascidos pré-termo
intubados em sala de parto & os nao intubados. Para isto, serao realizadas dosagens de hormonic
adrenocorticotrofico (ACTH), cortisol, glucagon, insulina, catecolaminas, interleucinas IL-1 e IL-G fator de
necrose tumaoral (THF) e lactate empregando-se ensaio imuncenzimatico (ELISA). Sabe-se que a intubacdo
fraqueal & um procediments doloroso e que as intervencdes dolorosas nio tratadas no periodo neonatal podem
causar danos imediatos e tardios & arquitetura cerebral final do prematuro. Serie incluidos no estudo
recéemnascidos pré-termo, com idade gestacional maior ou igual a 28 semanas e inferior a 37 semanas.sendo
estes divididos em dois grupos distintos: intubados em sala de parto sem pré-medicagio e transferidos para a
Unidade Meonatal (Grupo A, n=35) e n3o intubados transferidos para a Unidade Meonatal {Grupe B, n=35). O
material biclégico sera colhide pela pesquisadora através de pungio de calcanhar em papel de filtro nos
tempos cinco, 10, 60 e 180 minutos pés intubagdo tragueal. No grupo B (recém-nascidos ndo intubados),
proceder-se-a a uma coleta de material biologice apos 15 minutos de vida nos mesmos intervalos.

O estudo se justifica pois a intubagdo tragueal configura estimule algico intenso resultando na descarga de
mediadores hormonais, metabolicos e imunclagicos relacionados a

dor. A presenga de tais mediadores pode comprovar a percepgdo da dor pelos recém nascidos prematuros,
fazrendo com que sejam revistas as indicagies de realizagio de procedimenios algicos sem analgesia.

Objetive da Pesquisa:
- Ohjetivo Primaric:
Comparar o perfil metabolico, hormonal & imunclogico entre os recem-nascidos pre-termo intubados ou ndo em
sala de parto.
- Ohbjetive Secundaria:
1.\Validar as dosagens de ACTH, cortisol, glucagon, insulina, catecaolaminas, IL-1 e IL-8, TNF e lactato em
amosiras sanguineas colhidas em papel filtre de recém-nascidos pré-termos nio intubados em sala de parto.
2.Definir a faixa de referéncia para o horménio adrenocorticotréfics (ACTH),cortisol, glucagon,

Enderego:  Alameda Viereador Alvan Ceiso, 100
Balmmo: Balrmo Zanka Engénla CEP: 30.150-260
UF: MG Municiplo: BELD HORIZONTE

Telefome: (3132339552 Fax: (313)235-9532 E-mall: cepihemigmg.gov.br; vandersonassisryahoo. com_ br
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Universidade Corporativa Belo Horizonte

2- PARECER FINAL COMITE DE ENSINO E PESQUISA
UNIVERSIDADE COORPORATIVA - UNIMED-BH

PARECER GEUC - N° 2013006_00
Interessado: Juliana de Oliveira Marcato

DECISAO

O Comité de Ensino e Pesquisa da Universidade Coorporativa da
Unimed-BH - CEP aprovou, no dia 21 de margo de 2013, apés atendidas as
solicitagbes de diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado “Avaliagdo da
resposta neuroenddcrina, metabodlica e hormonal de recém-nascidos pré-
termo a intubacgao traqueal em sala de parto.”

O relatério final da dissertagdo de mestrado devera ser encaminhado ao CEP

apos o final da pesquisa.

;mﬁ i JW\D \:@\WVO @ﬁwa/\—

Drwndo Rolim Sampaio Dr. Bérgio Bersan

Instituto de Desenvolvimento, Ensino e Pesquisa Unimed-8H
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ANEXO 2 : APOIO INSTITUCIONAL NUPAD

_ NUPAD

FACULDADE DE MEDICINA

UFMG

DECLARAGAO DE APOIO INSTITUCIONAL

Declaramos que o projeto intitulado “Efeitos da intubagdo traqueal na resposta
neuroenddcrina, metabdlica e imunoldgica de recém-nascidos pré-termo”, coordenado pelo
Prof. Pedro Gatimosim Vidigal, foi considerado exequivel no ambito do Nicleo de Pesquisa em
Apoio Diagnostico da Faculdade de Medicina da UFMG — NUPAD.

Conforme normas regimentais do NUPAD e cumpridas as diretrizes da sua Central de Projetos,
o projeto receberd o apoio logistico, solicitado e aprovado pela coordenagdo do nicleo,
detdlhado no corpo do projeto base. .

Belo Horizonte, 19 de dezembro de 2012.

Faculdarie de Medicina - UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais

Nucleo de Agdes e Pesquisa em Apoio Diagnostico da Faculdade de Medicina da UFMG
Av. Alfredo Balena, 189 - 5° andar - Santa Efigénia - CEP: 30130-100 Belo Horizonte - Minas Gerais
Fone: (31) 3409-8900 - Fax: (31) 3409-8967 - E-mail: nupad@medicina. ufmg.br -

Site: www.nupad. medicina.ufmg.br
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ANEXO 3: APOIO FINANCEIRO DA FUNDACAO DE APOIO A PESQUISA DE

MINAS GERAIS (FAPEMIG).

Formulario APQ

Processo NO; APQ-00863-11
Natureza da Soicitagao: Demanda Universal

dos

Tdentiticags 4o Co
Nome Completo
Yerkes e Silva
Data de Nascimento
01/03/1972

Telefone de Contato

Telefone Ceiuiar .
(31)3093-3384

Endereco Residencial

Rua Montevideu, 402 Apte. 402

Bairro

Sian

Maior Titulagso

Doutor

Instituicio

Universidade de Minas Gerais
Bance

748 - UNICRED

Agéncia

4027

Endereco eletrénice do Curriculo Lattes

Cardos du Cootdenador

TInstituigio de ' Atual

Fundag&o Hospitalar do Estadc de Minas Gerais

Data de Admissdo
14/06/2010

Area de Conhecimento
MEDICINA

Dades do Auxilio & PLojeto

Titulo do Projeto

Efeitns da intubacda trequeal em sala de parto na resposta neur

Duragho

24
Palavia-Chave 1
Deor
Palavra-Chave 3
intubacio traquest
Palavra-Chave 5

tiva de P I 1

Nio

Tnstituigoes do Projers

Instituich / Proponent

E
Fundagaa Hospitalar do Estads de Minas Gerais

Instituicio Gestora
Fundagio Arthur Bemardes

Roswmo 4o Pojese

Trata-se de um estudo analitico ohservacional prospective a ser
o perfil harmonal, metabdiico e imunolégico entre 05 recém-nascidos pré-terma
horménio adrenccorticotéfice (ACTH), cortisal, glucagon, insulina, catecolaminas,
ensaio Imunaenzimatico (ELISA}. Sabe-se que & intubagio
podem causar danos imediatos e tardios & arquitatura cerebral final do premat
a 37 semanas, sendo estes divididos em dols grupos distinto
o no intubados transferidos para 3 Unidade Neanatai (Grupe B, n=
e filtre nas tempes cinco, 10, 60 e 180 minutos pés ntubacio trag!
apds 15 minutes de vida nos mesmos intervalos.

produtas Finais Pretendidas

Page | ot 3

APOIO PARA PROJETOS DE PESQUISA

CPF

£51.221.226-87

Municipio (Nasc.)

ITAUNA

Telefone Comercial
(31)2280-4094

E-mail

yerkesps@uol.com.br

CEP

30315560

Municipio

BELO HORIZONTE

Nome do Curso

Cléncias da Saide - Area de Concentragao em Sadde da Crianga e do Adolescente
Ano

2007

Numero da Conta
51560020
PIS/PASEP
11416626135

Regime de Trabatho
20 Horas

oendbering, metabdlica & imunaiégica de recém-nascidos pré-termo.

Area do Conhecimento
MEDICINA

Palavra-Chave 2
Recém-nascide

Palavra-Chave 4

Palavra-Chave 6

pedida de Protesdo Intelectual
[

‘em duas unidades necnatais de hospitais de Belo i_—lnn?oﬂte. que tem camo objetve comparar
intubados em saia de parto & o5 intubados. Serdo realizadas dosagens. de

interleucinas 1L-1 & IL-6, fator de necrose tumoral (TNF) & lactate empregando-se

traqueal & um procedimento doloroso e que as intervengdes dolarosas nio tratadas no periods neonatal

Uro. Serdo inclufdas no estude recém-nascidos pré-termo, com idace gestacionai inferior
ia de parto sem pré-medicagdo & transteridos para a Unidade Neonatal (Grupo A, n=35)
35). O materal bioldgica serd coihido pela pesquisadora através de pungio de calcanhar em papel
ueal. No grupo B (recém-nascidos néc intubadcs), proceder-se-8 a uma coleta de material bioldgico

AnInIANTA
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ANEXO 4: PROTOCOLO DE ELUICAO

1. Lavar a tesoura com hipoclorito de sédio a 2%, agua deionizada, etanol a 70% e

depois com 4gua deionizada estéril.

2. Retirar 0 pacote de sangue em papel de filtro da geladeira e deixar atingir
temperatura ambiente antes de abrir. Renovar a silica ap6s o0 uso, caso o restante

do sangue seja guardado novamente.
3. Cortar pedacos do papel de filtro com sangue (9x9 mm).

4. Colocar cada pedago, picado em 2 ou 3 em um tubo eppendorf (de 1,5 ml),

separado e identificado com o0 nome da amostra.
5. Adicionar 250 pL de PBS.

6. Agitar vigorosamente por 2 horas a temperatura ambiente, em agitador orbital na

velocidade 8.
7. Centrifugar por 10 minutos, a 2.500 rpm.

8. Recuperar o sobrenadante e usa-lo como se tivesse na diluicdo de 1/20 do soro

original.

OBSERVACAO:

O ELISA, Western Blot ou qualquer outro método de deteccédo de anticorpos tera
melhores resultados se o eluato for usado dentro de 24 horas ap0s sua obtencéo.
Se o eluato for usado neste periodo, devera permanecer em geladeira, entre 4-8 °C.
Caso contrario, devera ser congelado a temperaturas de 20 °C ou a temperaturas

mais baixas.
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BRASIL. Ministério da Saude. Coordenacdo Nacional de DST/Aids. Projeto AJUDE-
Brasil: Avaliacdo epidemioldgica de usuéarios de drogas injetaveis do Projetos de
reducdo de Danos (PRD) apoiados pela CN-DST/Aids. Brasilia, 2006. Disponivel em
: <http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/51projeto ajudeBrasil.pdf>. Acesso em
16 jan. 2011.



http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/51projeto_ajudeBrasil.pdf
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ANEXO 5: FIXA DE APROVACAO E ATA DE DEFESA
[

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

UG

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PATOLOGIA

FOLHA DE APROVACAO

Perfil de citocinas nas primeiras trés horas de vida de recém-
nascidos prematuros: utilizacio de amostras coletadas em papel
filtro e relacao com desfechos desfavoravels prevalentes nesta
populacao.

JULIANA DE OLIVEIRA MARCATTO

Tese submetida 2 Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pés-
Graduagdo em PATOLOGIA, como requisito para obtengdo do grau de Doutor em
PATOLOGIA, 4rea de concentragio PATOLOGIA INVESTIGATIVA.

Aprovada em 13 de novembro de 2015, pcla banca constituida pelos membros:

Prof(a) ed GuatlmOSIm g# Orientador
UFMG _

Prof a) ‘Ciciana de Gouven f\f jana

%M/LL
Prof(a).{Mariana Bueno

usp

/g’m e Tiyiadl (wilhp

dréa Teixeira de Carvalho

Fundagao Oswaldo Cruz
‘%’l W/\ 3

= Prof a) Sllvana I\j/'ﬁg{EIm Santos
/ UFMG

Prof(a) rcia Gomes%acheé%@b AUQ:QCLCS*&QE&Q 2

UFMG

Belo Horizonte, 13 de novembro de 2015.




UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

A PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PATOLOGIA

UEMG

ATA DA DEFESA DE TESE DA ALUNA
JULIANA DE OLIVEIRA MARCATTO

Realizou-se, no dia 13 de novembro de 2015, as 14:00 horas, Sala de
video-conferencia, 10. andar, Ala Oeste, Hospital das Clinicas, da Universidade
Federal de Minas Gerais, a defesa de tese, intitulada Perfil de citocinas nas primeiras
trés horas de vida de recém-nascidos prematuros: utilizacdo de amostras coletadas
em papel filtro e relagdo com desfechos desfavoraveis prevalentes nesta populagéo.,
apresentada por JULIANA DE OLIVEIRA MARCATTO, nimero de registro
2011655956, graduada no curso de ENFERMAGEM, como requisito parcial para a
obtengao do grau de Doutor em PATOLOGIA, a seguinte Comissao Examinadora:
Prof(a). Pedro Guatimosim Vidigal - Orientador (UFMG), Prof(a). Luciana de Gouvea
Viana (UFMG), Prof(a). Mariana Bueno (USP), Prof(a). Andréa Teixeira de Carvalho
(Fundagdo Oswaldo Cruz), Prof(a). Silvana Maria Eloi Santos (UFMG), Prof(a).
Marcia Gomes Penido Machado (UFMG).

A Comisséao considerou a tese:
() Aprovada
( ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada por
mim e pelos membros da Comissao.
Belo Horizonte, 13 de novembro de 2015.

[

\\4’

f | X pouley
Prof(ﬁ). Pedro Guatimosint Vidigal ( Doutor )

y 1
Prof(a .ﬁ.uciana de Goeuvea Viana ( Doutora )

AL
Prof(a)) Mariana Bueno ( Doutora )

*
y f

Prof(a). Andréa Teixeira de Carvaiho ( Doutora )

/ g y 3
Proffa)‘v Silvana Maria Eloi Santos ( Doutora )

{ = (
M1z n _)v Leculdo L« \'\.:;'f .8 .
Prof(a). Marcia Gomes Penido Machado ( Doutora ) )

o
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APENDICE A: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O bebé prematuro, ou seja, que nasceu antes do tempo previsto, necessita de
cuidados especiais apdés o0 nascimento para se desenvolver de maneira adequada.
Noés, médicos, enfermeiros e pesquisadores, estamos sempre procurando a melhor

maneira de cuidar destas criancas.

Ao contrario do que se pensava, sabemos hoje que os recém nascidos sentem e
expressam dor, sendo possivel reconhecé-la especialmente através dos movimentos
corporais e expressao facial. Entretanto, em algumas situagdes durante a
internacdo, esta avaliacdo é dificil, sendo necesséario encontrar outras maneiras de
avaliar a presenca da dor. Sabe-se que, como resultado do estresse causado pela
dor, algumas substancias podem ser liberadas na corrente sanguinea indicando a

presenca de dor.

Vocé estd sendo convidado a participar da pesquisa cujo titulo é “Efeitos da
intubacd@o traqueal em sala de parto na resposta neuroenddcrina, metabdlica e
imunologica de recém-nascidos pré-termo”. Em funcao da imaturidade dos pulmdes,
em algumas situacdes € recomendada a introdu¢cdo de um tubo na traquéia do
recém-nascido para que possamos ajuda-lo a respirar. Este procedimento chama-se
intubacdo traqueal e queremos saber se durante a sua realizacdo logo apés o
nascimento, ocorre a liberacdo de algumas substancias na corrente sanguinea que
possam representar a presenca de dor. As substancias analisadas serdo o ACTH,
cortisol, glucagon, insulina, glicose, catecolaminas, IL-1, IL-6, TNF e lactato. Para
realizacdo da andlise destas substancias sera necessario retirar cinco gotas de
sangue do pezinho do recém-nascido através da puncéo do calcanhar (semelhante
ao teste do pezinho) com cinco, 10, 60 e 180 minutos ap0s a introdu¢éo do tubo na
traqueia para auxilio a respiracdo. Sempre que possivel, 0 sangue sera coletado de
exames que ja forem solicitados pelo médico durante a internacdo. O procedimento
nao gera riscos para o bebé, uma vez que a quantidade de sangue € muito pequena

e as pessoas que realizardo a coleta sdo sempre enfermeiros treinados pelo grupo
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de pesquisa que tem experiéncia minima de trés anos de atuacdo no cuidado de
recém-nascidos. As Unicas possibilidades de complicacdo sdo a presenca de
hematoma (roxos) no calcanhar do bebé e osteomielite (uma infeccdo do osso do
calcanhar) caso néo seja aplicada técnica corretamente. Vale ressaltar que estas
puncdes sao realizadas diariamente na unidade para avaliagdo dos niveis de glicose
no sangue nao sendo evidenciadas complicacdes. A dor gerada pelo procedimento é
de intensidade leve e no momento das puncBes serdo aplicadas medidas
comportamentais de controle da dor tais como aconchego, posicionamento, controle
da luminosidade.

Caso vocé ndo aceite que seu recém-nascido participe da pesquisa, ndo havera
nenhum prejuizo ao tratamento e o0s procedimentos realizados serdo 0s
determinados pela rotina do servigco. Esclarecemos que ndo havera nenhuma outra
modificagdo nos cuidados com seu bebé. Assim, todos os tratamentos e exames

gue seréo realizados, sdo aqueles que ja sédo feitos na assisténcia de rotina.

O beneficio esperado ao final da pesquisa € comprovar que € necessario usar
medicacédo para alivio da dor sempre que possivel nestes bebés antes da introducéo

do tubo na traqueia para auxiliar a respiragéo.

O sangue sera coletado em papel de filtro e apds andlise dos resultados todo

material sera descartado, ndo sendo utilizado com nenhuma outra finalidade.

Em qualquer etapa do estudo vocé podera ter acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa ou ao comité de ética em pesquisa da UFMG e FHEMIG, para
esclarecimento de eventuais duvidas, ou ser informado dos resultados parciais da
pesquisa, que sejam do conhecimento dos pesquisadores. Esses contatos estao

descritos ao final deste documento.

Sera também garantida a retirada do seu consentimento a qualquer momento, se
esse for o seu desejo, sem que iSso acarrete nenhum prejuizo a continuidade e

qualidade da assisténcia ao seu recém-nascido na instituicao.

Assumimos o compromisso de que os dados obtidos e o material coletado sera

utilizado somente para esta pesquisa e que os resultados serdo divulgados em
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eventos e artigos cientificos. As informacgfes serdo analisadas com o compromisso

de néo ser divulgada a identificacdo de nenhum dos participantes.

Vocé nado tera nenhum gasto e também ndo recebera nenhuma compensacao

financeira para participar da pesquisa.

Em caso de, pouco provavel, dano pessoal causado diretamente pelos
procedimentos ou tratamentos propostos, neste estudo (nexto causal comprovado),
0 participante ter4 direito a tratamento médico na instituicdo, bem como as

indenizacdes legais estabelecidas.

Se vocé estiver suficientemente esclarecido e concordar com a inclusao de seu (a)

filho (a) na pesquisa favor assinar o documento abaixo.
Consentimento Informado

Confirmo ter sido suficientemente esclarecido a respeito das informagdes que li ou
que foram lidas para mim, sobre o estudo “Efeitos da intubacao traqueal em sala de
parto na resposta neuroenddcrina, metabdlica e imunolégica de recém-nascidos pré-
termo”. Discuti com o médico ou enfermeira sobre minha decisado de participar deste
estudo. Ficaram claros para mim quais os objetivos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias do sigilo e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacao € isenta

de despesas e que tenho garantia do tratamento hospitalar quando necessario.

Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades

no atendimento do meu recém-nascido neste servico.
Assinei e recebi uma copia deste termo.

Data e local:

Assinatura do responsavel:




APENDICE B: FICHA DE COLETA DE DADOS

FICHA COLETA DE DADOS

DATA DA COLETA . _
—/—_ /| IDENTIFICACAO DA MAE
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HORA NOME

HOSPITAL

N2 DO PAPEL FILTRO ENDERECO

CRITERIOS DE EXCLUSAO

N2 REGISTRO

<> MAE DIABETICA <> MAL FORMAGAO CONGENITA

<> ANESTESIA GERAL

0 DROGAS ILICITAS 0 HERNIA DIAFRAGMATICA

<> MECONIO DEPRIMIDO

<> MEDICAGAO PARA INTUBAGAO EM S P <> HIPER/HIPO PITUITARISMO

<> TUMOR DE HOPOFASE

<> INSULINOMA/CUSHING/COHNN/ADSON
FELCROMOCITOMA

ANTECEDENTES ANTECEDENTES OBSTETRICOS

FAMILIARES PESSOAIS

| NAO | sim NEO | sim

GEST. PREVIAS

0 0 T8 O 0
ABORTOS
0 S piasetes O Q1 O Qe o 0
0 0 HPERTENSAO oo 0 Q | PARTOS_____ vaGINAL CASARIA
0 4 —— T T YL S —— 0 Q | FINAL DA GRAVIZ ANTERIOR / /
0 0 ECLAMPSIA 0 0
ANTECEDENTES GEMELARES smQ naoQ
") ¢ J— OUTRA CONDICAO MEDICA SEVERA--—--—----——- ") ¥

OUTRAS

L ——— CARDIOPATIA

0 L J— NEFROPATIA

<> HIPER/HIPO TIREOIDISMO <> HIPER/HIPO PARATIREOIDISMO
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FUM. PAS. DROGAS ALCOOL VIOLENCIA

Os On Os On Os On Os On Os On

IG CONFIAVEL POR <>DUM <>ECO<20 S. 2¢ TRIM <>S <>N <>S <>N <>S <>N <>S <>N <>S <>N

GRUPO SANGUINIO______ RH <>+ 0 | 32 TRIM 05 <>N Os <>N <>s <>N <>s <>N <>s <>N
CONSULTAS PRENATAIS

SINAIS DE

TOXOPLASMOSE <> + <> - o ALARME,
DIA/MES/ANO PROTEI- EXAMES E

NURIA | rRATAMENTOS

0+ 0.

SiFILIS 0 + <> -

CITOMEGALOVIRUS 0 + 0 -

ESTREPTO B <> + 0 -

ITU <>+0—

CORIOAMNIONITE 0 + <> -

OUTRO
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CONSULTAS PRE-NATAIS:

HOSPITALIZAGAO NA GRAVIDEZ: <> SIM <>N/:\O (DIAS)

CORTICOIDE PRE-NATAL: <> SIM <> NAO TIPO : DOSES:

TRABALHO DE PARTO: <> ESPONTANEO <> INDUZIDO <> CESARIA PROGRAMADA

TERMINAGAO DO PARTO: 0 ESPOTANEO 0 CESARIA 0 FORCEPS 0 VACUO 0 OUTROS

TEMPO EM TRAB. PARTO (HS)

RUPTURA DE MEMBRANAS ANTEPARTO: <> SIM <> NAO / / NUMERO DE HORAS:

IG NO PARTO: / (SEMANAS/DIAS)

APRESENTACAO: 0 CEFALICA 0 PELVICA OTRANSVERSA
POSICAO NO PARTO: 0 DEITADA <> SENTADA 0 NA AGUA <> DE COCORAS
EPISIOTOMIA: 0 SIM 0 NAO

ANESTESIA LOCAL: <> SIM <> NAO

LACERACAO: Osnw 0 NAO (GRAU)
OCITOCITOS:  PRE-PARTO OSIM ONAO POS-PARTO OSIM ONZ\O
PLACENTA: COMPLETA <> SIM ONAO RETIDA <> SIM <> NAO DESCOLAMENTO PREMATURO <> SIM 0 NAO

LIGADURA DO CORDAO: (TEMPO) ASPECTO: <> FLACIDO OERETIL

MEDICACOES RECEBIDAS:

ANTIBIOTICOS <>SIM ONAO PERIDURAL <>SIM ONAO

ANALGESICOS <>SIM ONAO RAQUIANESTESIA <>SIM <>N/T\0

ANESTESIA LOCAL OSIM ONAO OPIOIDE OSIM ON/T\O

ANESTESIA GERAL <> SIM <> NAO

TRANSFUSAO <>SIM <>NZ\0

RECEM-NASCIDO
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sexo: OF Om

PESO AO NESCER:

IDADE GESTACIONAL: / (SEMANAS/DIAS)
PERIMETRO CEFALICO: ALTURA:

APGAR: 12 MIN. _ 52 MIN.

PROCEDIMENTOS:

ESTIMULAGAO T[ATIL: Qsm O nio
ASPIRACAO: 0 SIM 0 NAO

oxigenio INALATGRIO: @ sim O no
vep com MAscara:: O sim - Q NAo

MASSAGEM CARDIACA: : <> SIM <> NAO

INTUBACAO:

SALA DE PARTO: <> SIM <> NAO

UNIDADE NEOANTAL: <> SIM <> NAO

N2 TUBO: MARCA:

NUMERO DE TENTATIVAS:

TEMPO DE DURAGAO DO PROCEDIMENTO:
REACAO: <> PRESENTE <> AUSENTE
BRADICARDIA: <> PRESENTE <> AUSENTE

QUEDA DE SATURAGAO: <> PRESENTE <> AUSENTE

TRANSPORTE

INCUBADORA: <> SIM <> NAO

monmoramento: Q sim - Q nEo
oxicenio: Q sim Q nEo

cear: QO sm O nio

prONGA ADEQUADA: O sim O NAo

INTUBADO: <> SIM <> NAO

12 VALORAGCAO

TEMPERATURA AXILAR: °C
SATURAGAO 02: %
FIO,:

caanose: QO sm O nio
sor: Q sm Qo

paupez. QO sm - Q nko
pwrese: O sm - Q nFo

CONVULSOES: 0 SIM <> NAO

PROCEDIMENTOS REALIZADOS NA UNIDADE NEONATAL

umpezapa peLe: @ sim O ndo

sonpacem GhsTrica: Qsim O NRo

INJEGAO INTRAMUSCULAR DE VIT. K: Osm O nio
crepe: Qsim O nao

INTUBAGAO: Osnw ONZ\O

SURFACTANTE: 0 SIM 0 NAO (HS DE VIDA)
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Hora do nascimento

Hora da intubacao

Procedimentos realizados

até a coleta

5 minutos

10 minutos

Até 5 min. pds

intubacao

60 minutos

10-60 min.

180 minutos

60-180 min.

i ACOMPANHAMENTO DURANTE A INTERNAGAO ATE A ALTA |I

RETINOPATIA: O siM O NAO

CIRURGIA CARDIACA: O sim O NAO

HEMORRAGIA PERIINTRAVENTRICULAR: O siM O NAO

ALEITAMENTO MATERNO:  Q EXCLUSIVO ~ { PARCIAL
OUTROS:

GRAU MAXIMO

(0-5)

PESO

GRAU MAX. (1-4)

Q ARTIFICIAL
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APENDICE C: ARTIGO 1

TITULO: Utilizag&o de sangue total colhido em papel filtro para detecgéo de citocinas

em recém-nascidos prematuros: um recurso alternativo para monitoramento clinico.

Abstract

Objective: The amount of blood needed to perform laboratory tests may hinder
clinical investigations with neonates. This study compared proinflammatory cytokine
serum levels to levels measured in filter paper blood eluates and reviewed the
efficacy of the second method in the clinical management of neonates.

Methods: This cross-sectional study enrolled eight preterm neonates with gestational
ages ranging from 28 to 32 weeks. One milliliter of whole blood was drawn from each
patient; half was placed on filter paper and half into a blood collection tube. Dried
blood spots on filter paper were eluted with buffer solution at ratios of 1:20 and 1:5
and compared for cytokine levels. ELISA kits were used to quantify cytokines

interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6), and tumor necrosis factor (TNF).

Results: No cytokines were found in serum samples and IL-1 was not identified in
any of the filter paper eluates. IL-6 and TNF were found in the eluates produced with
both mixing ratios (1:5 and 1:20). The coefficient of variation (CV) was very high for
IL-6 in the 1:5 elution solution and high in the 1:20 solution. CV was low for TNF in
the 1:5 solution and moderate in the 1:20 elution solution. When the elution solutions
(1:5 and 1:20) for IL-6 and TNF were compared, higher concentrations of IL-6 were
observed in the 1:20 solution, while no statistically significant differences were found
for TNF.
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Conclusion: Paper filter extends the use of biomarker level measurements in
neonate populations. This simple method stabilizes mediators and significantly

improves patient clinical management and the identification of prognostic markers.

Keywords: Neonate; Preterm; Cytokines; Laboratory tests.
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1. Introduction

Filter paper has been increasingly used in the collection of biological material and in
laboratory workup methods.! The amount of blood needed to perform laboratory tests
may hinder clinical investigations with neonates. Methods requiring small volumes of
blood aid in the monitoring of clinically vulnerable patient populations submitted to
extensive laboratory workup. This strategy also contributes to the viability of research
on the mechanisms involved in the metabolic, endocrine, and humoral responses

associated with the diseases prevalent in this population.

The first method used to measure phenylalanine levels from neonate dried blood
spots on filter paper was developed in 1961.%2 In 1972, the method to measure
thyroxine levels from dried blood spots on filter paper was developed, and in 1976
the first pilot neonatal screening program for congenital hypothyroidism was
implemented in the United States.® Neonatal screening for hypothyroidism and
phenylketonuria became mandatory in Brazil in 1976. Today, eluates from dried

blood spots collected on paper filter are widely used in heonatal screening programs.

As the thresholds of viability are expanded and the survival of increasingly premature
infants is extended, more interventions, and blood tests in particular, are needed to
provide patients with proper stabilization and life support. Immature immune
systems, scarce vascular beds, and difficult-to-manage blood volumes are important
aspects in the physiology of preterm neonates. Blood loss from multiple blood tests
may result in systemic alterations such as cerebral blood flow impairment, anemia,

and mesenteric ischemia.*

Two key goals are achieved with preterm neonate serology from dried blood spots on
filter paper: less blood is drawn from the patients and tests currently not performed
become possible. Ease of sample transportation, storage capabilities, and biomarker
stability allow the organization of longitudinal studies to further the knowledge on

disease mechanisms and prognostic factors for neonate populations.®

Interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6), and Tumor Necrosis Factor (TNF) are pro-
inflammatory cytokines that induce local inflammatory responses in sites of infection

and injury, supporting functional restoration and healing processes. Excessive
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production of these cytokines may lead to systemic manifestations such as
hemodynamic instability and metabolic disorders.® The measurement of cytokine
levels in preterm infants may aid in the characterization of secondary inflammatory
responses to a wide range of stimuli, while correlating it to clinical progress,

prognosis and outcomes.”8

Research outcomes on the use of the filter paper method have been published in the
literature for the last ten years.®1%!1 However, differences in elution procedures
hinder the comparison between outcomes.'?1314 Moreover, this method is rarely
used in daily clinical monitoring, as it tends to be limited to neonatal screening, where
it is an established practice.

This paper aimed to present a method to quantify IL-1, IL-6, and TNF in dried blood
spots on filter paper and compare these findings to the levels seen in serum
samples. This comparison opens the way for the establishment of correlations
between observed cytokine levels, clinical progress, and outcomes seen in this
population, in addition to supporting the use of the method in clinical practice and its

future incorporation as a viable resource in neonatal care settings.

2. Method

This cross-sectional study enrolled a convenience sample of eight preterm neonates
with gestational ages ranging from 28 to 32 weeks seen at a Neonatal Progressive
Care Unit of a private hospital in Belo Horizonte, Brazil. Patients were on their first
week of life and did not present hemodynamic instability. The Research Ethics
Committee of the institution approved the study, and patient guardians gave informed
consent to the participation of their children in the study. Individuals with
malformations, born to mothers with diabetes or endocrine diseases, children of
mothers taking illicit drugs, and subjects with hemodynamic instability at the time of
blood collection were excluded.

Blood samples from arterial punctures, performed for the purposes of other tests
ordered by the assisting physician as part of the patient follow-up protocol, were

collected on filter paper.
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One milliliter of whole blood was drawn from each patient, of which 0.5 mL was used
to produce five spots on a piece of filter paper and 0.5 mL was transferred to a blood
collection tube, in order to allow for comparisons between cytokine levels in dry blood
spots and serum samples. The filter paper blood spots were left lying flat at room
temperature for one hour and were then frozen at -20 °C. Fresh blood samples were
centrifuged immediately after collection and the serum was frozen at the same

temperature.

Dry blood spots on filter paper were eluted with phosphate buffered saline (PBS) at
ratios of 1:20 to 1:5, in order to define the best strategy to produce eluates and detect
the analytes targeted in the study. In the 1:20 preparation, filter paper specimens
were punched in 3-mm discs; then, three discs were placed in each Eppendorf tube
(9 mm) and mixed with 750 uL of PBS. The mixture was vigorously agitated for two
hours at room temperature and then centrifuged for ten minutes at 2,500 rpm to allow
the separation of the supernatant. In the 1:5 solution, eighteen 3-mm discs were
placed in each Eppendorf tube and mixed with 750 uL de PBS. ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) kits were used
to quantify cytokines. All samples were assayed in duplicate. The purpose was to
verify the feasibility of detecting cytokines using the proposed elution method. To this
end, three cytokines were chosen and ELISA kits used in the analysis for cost-

effectiveness reasons.

Unlike previous studies,® the tests were performed entirely in one day, from elution to

ELISA assaying, in order to mitigate the risk of sample degradation.
3. Statistical analysis

Descriptive statistics was used to analyze the variables included in the study in terms
of their mean values, medians, and standard deviations. The coefficient of variation
(CV) was calculated, and variables with a CV greater than 30% were considered to

have undergone significantly high variation.

The Wilcoxon signed-rank test was used to compare IL-6 and TNF levels observed in
the 1:5 and 1:20 elution solutions. Statistical significance was attributed to p values <
0.05.
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4. Results

Fresh blood samples from eight preterm infants, five males and three females, were
taken in their first week of life to measure cytokine levels from eluates obtained from
solutions in two different concentration ratios, which were then compared to the
levels observed in serum samples. The gestational age of the neonates included in
the study ranged from 28 to 32 weeks. The enrolled subjects did not present

hemodynamic instability at the time of the tests.

Serum samples failed to provide cytokine level readings, and IL-1 was not detected
in any of the tested filter paper eluates. IL-6 and TNF were detected in the eluates

from both solution concentrations (1:5 and 1:20).

The coefficient of variation for IL-6 was exceedingly high (120.27%) in the eluates
from the 1:5 solution and high (84,09%) in the 1:20 solution eluates. The coefficient
of variation for TNF was low (24.48%) in the eluates from the 1:5 solution and low to
moderate (26.73% and 40.28%) in the 1:20 solution eluates (Table 1).

No statistically significant differences were found in the duplicates collected from the
1:20 solution when the Wilcoxon signed-rank test was used to compare between

median levels of IL-6 and TNF (p=0.686 and p=0.063, respectively).

The levels of IL-6 observed in the eluates from the 1:5 and 1:20 solutions were
statistically different (p = 0.012), with higher levels seen in the eluates from the 1:20
solution (58.080). TNF levels were not statistically different when the eluates from

both solutions were compared.
5. Discussion

The main obstacle in preterm infant biomarker investigation is the amount of
biological material required to test serum and plasma samples. In recent years, filter
paper has been widely used by the scientific community, and several studies have
demonstrated the use and applications of this method in clinical practice. However,
the differences between elution protocols, studied populations, and patient clinical
statuses have hindered the comparison of results and the adoption of this method in

patient workup and bedside monitoring protocols.*?# The method’s main advantages
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include the little amount of blood required for testing, the stability enjoyed by most
mediators on filter paper, ease of transportation and storage, and the possibility of
organizing retrospective longitudinal studies in the future, as signaled by reports of

materials being retrieved after being stored frozen for more than 20 years.>*?

Cytokines play a key role in the regulation of cell interaction and in the recruitment
and activation of inflammatory processes. The associations between cytokine activity
patterns and neonate clinical outcomes may provide useful input for decision-making
and the detection of relevant prognostic markers.1>16.17.18 The first week of life of a
preterm infant includes several interventions required to stabilize his/her condition

after birth, and possibly an exacerbated release of proinflammatory cytokines.

The main purposes of the tests carried out in this study were to verify whether
cytokine levels would be detected in eluates produced from solutions of different
concentrations, to compare them to the levels seen in serum samples, and to

describe the method so that it could be reproduced in future studies.

Cytokines IL-1, IL-6, and TNF were not found in the serum samples analyzed in the
study. A likely explanation is that cytokines may react with a series of proteins,
antibodies, and membrane receptors, which makes them undetectable by the
antibodies in the assay kit.6 Skogstrand, K. et al*® showed that the handling of serum
and plasma samples before testing may interfere with analyte level readings, thus
making it more difficult to compare between results of different studies; the authors
also pointed out that cytokines are more stable on filter paper than in fresh blood

samples.

The coefficient of variation for IL-6 levels observed in blood eluates was high, while
the CV for TNF ranged from low to moderate. This finding probably relates to the fact
that the population enrolled in this stage of the study was made up of a specific group
— neonates in their first week of life with gestational ages ranging from 28 to 32
weeks — however diagnosed with different conditions, with different clinical statuses,

and at different stages in their conditions.

IL-6 and TNF were detected in the eluates from both solution concentrations. Unlike

the initial hypothesis, IL-6 levels were statistically higher in the eluates from the 1:20



107

solution when compared to the 1:5 solution. This finding validates the method
described by other authors in which paper filter eluates were used to detect

biomarkers.1419

Paper filter stands out as an important tool in the measurement of clinically relevant
biomarker levels, in addition to supporting improvements in patient management and
in the identification of prognostic markers.?°2%22 The benefits of early detection
include timely decision-making and avoidance of the complications secondary to the
non-identification of the mediators associated with poor prognosis. In neonatal care,
lower blood volume requirements and mediator stabilization rank among the most

significant advantages of the filter paper method.

This study demonstrated the feasibility of measuring IL-6 and TNF levels using paper
filter eluates and the application of the method in neonatal care units, offering an
alternative to workup methods in which blood loss, stress, and pain are added to a
roster of complications endured by neonates, such as anemia, hemodynamic
instability, and infection. These adverse events may be mitigated or even entirely
prevented with the use of less invasive, safer techniques in which less biological

material is needed.

The assessment of the expression profile of proinflammatory cytokines may shed
light on how these mediators impact inflammatory processes by promoting
inflammation or protecting neonates from the more frequent complications faced by
this population.

More studies on clinical monitoring practices using paper filter eluates are needed in
order for the method to be incorporated as a valid alternative to serology tests, not
only for cytokines, but also for hormonal and metabolic markers, in light of the

benefits offered to the neonatal population in particular.
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Table 1: Descriptive measurements and coefficients of variation for IL-6 and TNF

levels on the 1:5 and 1:20 (pg/mL) elution solutions

Measurements IL6 1:5 IL6 IL6 1:20- TNF 1:5 TNF1:20- TNF 1/20-2
1:20-1 2 1
N 8 8 8 8 8 8
Mean 33.870 78.544 84.417 113.058 120.396 150.453
Median 19.881 58.080 58.030 121.239 127.763 134.285
Standard deviation 40.735 66.045 80.406 27.671 32.176 60.599
Minimum value 9.969 24.960 24.960 59.111 59.111 85.312
Maximum value 133.151 234.047 274.315 137.545 163.614 274.292
Coefficient of variation (%) 120.27 84.09 95.25 24.48 26.73 40.28
Magnitude of variation Very High High High Low Low Moderate
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Abstract

Objective: this study aims to assess the serum levels of interleukin (IL)-2, IL-4, IL-6,
IL-8, IL-10, interferon gamma (IFN-y), tumor necrosis factor alpha (TNF-a), and

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) in preterm neonates.

Method: this study enrolled 34 preterm neonates with gestational ages ranging
between 28 and 32 weeks. Cytokine levels were measured ten minutes, one hour,
and three hours after the birth from blood samples collected on filter paper. BIO-RAD
Bio-Plex Pro™ Human Cytokine Standard 8-Plex immunoassay kits were used to
perform the tests; readings were interpreted on a Luminex 100 analyzer equipped

with the required software packages.

Results: Levels of IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a, and GM-CSF were detected within
the first three hours of life of the subjects. Significant differences were observed
between sampling times for cytokines IL-6, IL-8, and IFN-y. Serum TNF-a levels
within the first hour of life of the neonates were correlated with sepsis (p=0.048).
Lower GM-CSF levels within the first hour of life of the subjects were associated with

hypothermia (p=0.005) at the time of admission to the neonatal unit.

Conclusion: the detection of cytokine levels from blood samples collected on filter
paper proved a viable method. Its advantages include ease of collection, storage,
and transportation, and the low volume of blood required to perform the tests. TNF-a
may be regarded as a marker for the onset of sepsis in this population. The lower
levels of GM-CSF observed in hypothermic patients suggest a correlation with

neonatal handling stress within the first hours of life.

Keywords: Cytokine; Preterm; Nursing Care; Sepsis.

Running title: Cytokines and unfavorable outcomes in preterm neonates.
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Introduction

Preterm neonates require a wide array of interventions intended to provide life
support and assist them in the process of adapting to extrauterine life (1).
Respiratory, hemodynamic, and metabolic support offered at the time of birth in the
delivery room extends into the neonatal unit, particularly during admission and within
the subject’s first hours of life [(2). These interventions are potentially stressful and
may induce the release of cytokines, which play a role in the mediation of the
inflammatory response and attract other cells to the site of injury [(3). A significant
number of studies have been carried out on the associations between serum
cytokine levels and prevalent preterm neonate clinical outcomes (4,5,6,7). The early
identification of potential markers related to major diseases affecting this population
as well as outcomes may enable the adoption of preventive measures and the

introduction of changes to care practices.

Plasma and serum measurements are the gold standard in biomarker identification.
However, the cost and complexity of arterial and venous blood sampling procedures,
along with the meticulous handling and transportation of blood samples required after
collection, may pose obstacles to the use of these test methods (7,8). On top of
these considerations, the amount of blood needed to perform laboratory tests in
neonates requires special attention, since multiple sampling procedures may result in
significantly reduced total blood volume, increased risk of anemia and other specific
medical conditions associated with prematurity, such as fluid and electrolyte
imbalances and cerebral blood flow impairment. The use of dry blood spots on filter
paper offers significant advantages when compared to more traditional blood
collection methods. The volume of blood required from the patients is minimal. The
samples are obtained via heel stick, a minimally invasive procedure, and require no
processing. Besides, blood samples drawn with this method can be easily
transported and stored, in addition to providing for optimal mediator stability,
cytokines in particular(9).

This study aimed to assess the levels of cytokines interleukin (IL) 2, IL-4, IL-6, IL-8,
IL-10, interferon gamma (IFN-y), tumor necrosis factor alpha (TNF-a), and

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) within the first three
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hours of life of preterm neonates with gestational ages ranging from 28 to 32 weeks
from dried whole blood samples on filter paper. Published studies on the cytokine
levels of preterm neonates within their first three hours of life are scarce. Likewise, no
correlations have been established between cytokine levels and patient outcomes in
such early stages of life. In addition to proposing these correlations, this study also
included associations with clinical situations arising from patient care, such as

hypothermia.
Method
Patients

This prospective observational analytic study was carried out in a private maternity
hospital in Belo Horizonte, Brazil. Thirty-four preterm neonates with gestational ages
ranging from 28 to 32 weeks in their first three hours of life seen at the institution
between July 2013 and December 2014 were enrolled in the study. The study was
approved by the Ethics Committees of the Universidade Federal de Minas Gerais
and of the Hospital in which it was carried out. The guardians of the neonates
included in the study signed an informed consent. Neonates with congenital
malformations or cardiac arrest at birth, individuals born to diabetic mothers, mothers
offered general anesthesia, illicit drug users, or parents with syndromes in which

there is endocrine involvement were excluded.
Blood sample collection

Capillary blood samples were collected on filter paper at three different times: at ten
minutes of life, at one hour of life, and at three hours of life via heel stick. Heel
punctures were performed in accordance with the neonatal screening guidelines of
the Center for Research and Action on Diagnostic Support (NUPAD) of the School of
Medicine of Universidade Federal de Minas Gerais, based on the recommendations
of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), Procedures and Devices for
the Collection for Diagnosis Capillary Blood Specimens; Approved standard — Sixth
Edition, CSLI document HO04-A6 (ISBN1-56328-667-8). Five blood spots were
collected on filter paper in each sampling procedure. The pieces of filter paper were

left in a horizontal position to air dry for three hours. Then they were tagged and
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frozen at -20 °C until the time of analysis. The samples used in the study were
collected during the procedures performed as part of regular clinical patient follow-up,
thus avoiding unnecessary additional punctures. The material collected in this stage
was obtained through artery punctures. Blood eluates were obtained with a method
previously tested in this study (9-mm discs of filter paper eluted with 250 pL of buffer
solution) (10).

Laboratory tests and analyzed variables

All samples were assayed in duplicate. IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a and
GM-CSF levels were measured using Bio-Plex Pro™ Human Cytokine Standard 8-
Plex immunoassay kits, Group | (BIO-RAD, Richmond, CA, USA). This assay uses
XMAP technology to allow the quantification of multiple cytokines with intra and inter-
assay precision of 5-10% for cytokines. Assay readings were interpreted on an
automated analyzer (Luminex 100; Luminex, Austin, TX, USA) equipped with the
required software packages. Explanatory variables included gestational age, weight
at birth, gender, 1-minute and 5-minute Apgar scores, axillary temperature on
admission to the neonatal unit, delivery mode, use of steroids prenatally, maximum
fraction of inspired oxygen (FIO2), time on continuous positive airway pressure
(CPAP), time on ventilator, use of amines, blood transfusion, and length of
hospitalization. In terms of outcome variables, the correlation between cytokine levels
and bronchopulmonary dysplasia (BPD), sepsis, peri-intraventricular hemorrhage

(PIVH), retinopathy of prematurity (ROP), and death was analyzed.
Statistical analysis

The entire sample was characterized. Frequencies of occurrence were used to report
the findings from categorical variables and descriptive measurements (mean,
median, 25" and 75" percentiles, minimum and maximum values, standard
deviation) were applied to quantitative variables. The Kolmogorov-Smirnov test was
used to assess data normality. The levels of cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
IFN-y and TNF-a did not follow a normal distribution, which indicated the need for
non-parametric tests. GM-CSF levels followed a normal distribution and were

analyzed using parametric tests. The Friedman test was used to compare between



118

the cytokine (IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y and TNF-a) levels observed at each
sampling time and ANOVA was used to analyze GM-CSF levels. When needed,
multiple pairwise comparisons were performed using the Wilcoxon signed-rank test.
Cytokine levels at each sampling time by outcome (BPD, sepsis, ROP, PIVH, death,
or favorable outcome) were analyzed using the Mann-Whitney U test for IL-2, IL-4,
IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y and TNF-a, and Student’s t-test for GM-CSF. Statistical
significance was attributed to test results with a p-value under five percent. Software
package SPSS version 20.0 was used in statistical analysis.

Results

Table 1 contains the demographic, perinatal, and neonatal data for the 34 infants
included in the study; Table 2 describes the frequencies of occurrence of each
clinical outcome. All patients included in the study were on CPAP in the delivery
room, during transference, and for the first three hours after they were admitted to
the neonatal unit. FiO2ranged from 40% to 100%; 91.2% of the mothers did not have
urinary tract infections (UTI) during pregnancy; and 8.8% (n=3) had records of
treated UTI but unclear disease statuses at the time of delivery. The neonates
included in the study were on CPAP for a mean of 10.21 days. None of the patients
were intubated within their first three hours of life, but some required intubation at a

later time. Mechanical ventilation was used for a mean of 12.54 days.

Table 1: Demographic, perinatal, and neonatal data of the 34 individuals enrolled in

the study.

Variables Values
Gestational age (weeks) - Mean (Min-Max) 30.56 (28-32)
Birth weight (g) - Mean (Min-Max) 1,385 (585-2,710)
Gender (%) - F/IM 38.2/61.8

1-minute Apgar score - Mean (Min-Max) 7 (4-9)
5-minute Apgar score - Mean (Min-Max) 9 (5-10)
Age of the mother - Mean (Min-Max) 29.79 (17-44)
Vaginal delivery/C-section (%) 8.8/88.2

Mothers on steroids (%) 97.1
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Premature rupture of membranes (%) 23.5
Temperature < 36.5°C on admission (%) 38.2
Use of amines (%) 20.6
Blood transfusion (%) 14.7
Time on CPAP (days) — Mean (Min-Max) 10.21 (1-45)
Time on mechanical ventilation — Mean (Min-Max) 12.65 (0-131)
Length of hospitalization (days) — Mean (Min-Max) 39.26 (5-131)

CPAP: Continuous Positive Airway Pressure; Min: minimum; Max: maximum; F: female; M: male

Table 2: Frequency of clinical outcomes in the studied population.

Frequency

Outcome n %

Bronchopulmonary dysplasia 6 17.6
Sepsis 12 35.3
Retinopathy of prematurity* 9 26.5
Intraventricular hemorrhage** 7 20.6
Death 3 8.8
No unfavorable outcome 16 47.1

*One of the nine patients with ROP had a severe form of disease and required
photocoagulation
** None of the patients had PIVH grade Il or IV

TNF-a levels within the first hour of life in the group developing sepsis were
significantly higher when compared to the group of individuals who did not have
sepsis (Table 3). No correlation was found between cytokine levels within the first

three hours of life and the other outcomes analyzed in the study.

Table 3: Comparison between serum cytokine levels of patients with and without

sepsis.
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SEPSIS
No Yes

Variables N Mean Median N Mean Median P

IL-6 (10 min) 22 4.25 0.00 12 20.90 2.50 0.327
IL-6 (1 h) 33.42 8.90 80.84 24.80 0.299
IL-6 (3 h) 42.58 7.50 191.82 16.80 0.204
IL-8 (10 min) 22 82.10 69.70 12 174.25 77.00 0.511
IL-8 (1 h) 125.47 114.80 242 .11 151.80 0.317
IL-8 (3 h) 254.83 230.30 511.35 238.40 0.462
IL-10 (10 min) 22 7.56 0.00 12 12.25 15.90 0.204
IL-10 (1 h) 12.42 0.00 13.87 16.00 0.560
IL-10 (3 h) 9.80 2.40 11.16 13.20 0.749
IFN-y (10 min) 22 88.37 0.00 12 135.12 79.80 0.094
IFN-y (1 h) 115.00 0.00 119.44 105.40 0.317
IFN-y (3 h) 99.00 0.00 267.47 134.80 0.133
TNF-a (10 min) 22 82.05 8.40 12 122.40 24.20 0.383
TNF-a (1 h) 40.95 0.00 102.49 15.60 0.048
TNF-a (3 h) 160.32 0.00 107.76 58.60 0.396
GM-CSF (10 min) 22 396.26 310.00 12 466.13 452.8 0.547*
GM-CSF (1 h) 357.41 268.10 444.75 477.8 0.480*
GM-CSF (3 h) 362.68 322.70 379.29 389.20 0.881*

*Student’s t-test. The Mann-Whitney U test was used in all other variables.

The descriptive measures for IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a, and GM-CSF at ten

minutes, one hour, and three hours are in Table 4.
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Table 4: Descriptive measures of neonatal IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a, and GM-

CSF levels 10 minutes, one and three hours after birth (pg/mL).

25th 75th

Variables Time Mean Median SD  Minimum Maximum ' _
Percentile Percentile
IL-6 10 min  10.13 0.00 39.24 0 223.60 0 3.65
1h 49.12 15.90 122.39 0 675.4 0 40.40
3h 91.25 9.8 334.13 1.915.00 0 41.20
IL-8 10 min  117.99 77.0 160.88 0 918.0 40.05 146.20
1h 164.72 124.8 167.11 0 855.8 60.10 212.7
3h 34297 23540 451.41 36.80 2.712.60 143.20 377.50
IL-10 10 min 9.22 10.10 9.28 22.60 17.45
1h 1252 12.20 14.37 54.20 20.65
3h 9.95 6.30 10.86 30.80 17.95
IFN-y 10 min 104.87 0.00 243.19 1.226.80 137.20
1h  113.05 0.00 174.45 694.80 167.05
3h 15059 57.60 280.13 1.533.40 205.00
TNF-a 10 min  96.29 10.10 192.35 801.60 102.35
1h 59.66 25 127.44 507.00 31.50
3h 141.75 13.6 205.20 681.60 301.35
GM-CSF 10min 41449 379.4 363.68 1.260.40 94.65 655.15
1h 377.86 291.90 33231 1.261.80 82.95 572.90
3h 372.05 348.50 290.95 1.068.60 104.90 548.10

The IL-6, IL-8, and IFN-y levels found in each sampling time were statistically

different.
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Thirteen patients had axillary temperatures below 36.4°C on admission to the
neonatal unit. The comparison of cytokine serum levels found in individuals with
hypothermia versus unaffected subjects revealed that GM-CSF levels were

significantly higher in the group not presenting hypothermia (p = 0.005) (Table 5).

Table 5: Comparison between serum cytokine levels one hour after birth of patients
with and without hypothermia on admission to the neonatal unit.

Hypothermia
No Yes
Variables N Mean Median N  Mean Median P
IL-6 (1 H) 21 60.21 17.90 13  32.32 5.40 0.207
IL-8 (1 H) 21 146.95 11480 13 191.12 148.60 0.221
IL-10 (1 H) 21 1524 15.90 13 931 0.00 0316
IFN-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

*Student’s t-test. The Mann-Whitney U test was used in all other variables

No statistically significant differences were found in cytokine levels within the first
three hours of life of individuals requiring intubation (n=16) during hospitalization

versus subjects intubated after the first three hours of life (n=18).

The population was stratified by weight at birth and divided into two groups, one with
individuals weighing 1,500 grams or more (n=13) and another with infants weighing
less than 1,500 grams (n=21). No statistically significant differences were found
between the groups in terms of the cytokine levels observed at different sampling

times
Discussion

The present study demonstrated the viability of detecting cytokines in capillary blood
samples on filter paper collected within the first three hours of life of preterm

neonates.
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The use of filter paper in workup monitoring has been tested in recent years (8,9,11).
The small amounts of blood required in this test method proved particularly
advantageous for neonates, given the concerns over infant circulating blood volumes
and the numerous blood tests performed in this population for clinical monitoring and
follow-up purposes. Less pain, along with easier sample collection, storage,
transportation and cytokine stabilization also appears as advantage of the collection

of blood samples on filter paper (8,12,13).

Many studies in neonatology have targeted biomarkers with potential uses in
identifying patients at greater risk of developing severe clinical outcomes or
complications and driving the adoption of preventive measures directed to specific
patient groups.

In regards to the outcomes considered in this study, a correlation was observed
between TNF-a levels in the first hour of life and development of early and late sepsis
during hospitalization; no correlations were found with BPD, ROP, PIVH, or death.
Sepsis ranks among the main causes of morbidity and mortality in neonatal units.
The identification, prevention, and management of cases of sepsis is a significant
challenge for health care teams. Prashant et al. (2013) analyzed IL-6, IL-8, TNF-q,
and C-reactive protein (CRP) serum levels in neonates before and after treatment
with antibiotics and 24 and 48 hours after the administration of antimicrobial drugs.
The authors reported that TNF-a was highly sensitive in diagnosing inflammation,
although it could not be used to differentiate neonates with and without infection; high
levels of TNF-a were also associated with higher risk of death. An association
between IL-6 and TNF-a was also suggested for the diagnosis of neonatal sepsis
(14). Other studies have also reported increased TNF-a levels in patients with clinical
sepsis versus controls (15,16). TNF-a expression appears to be correlated with
sepsis severity and death (17). The number of deaths in this study was not
significant, given that the included subjects had a mean gestational age of 30 weeks.

Therefore, no correlation was observed between sepsis and death.

Most published papers included very low birth weight neonates to report correlations
between cytokine levels and prevalent clinical outcomes with an inflammatory

etiology, BPD, and sepsis in particular (18,19,20). BPD was diagnosed in 17.6% of
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the subjects enrolled in our study, but no correlations were found with the
investigated cytokines at any of the different sampling times. The association
between cytokines and the development of retinopathy of prematurity, intraventricular
hemorrhage, and necrotizing enterocolitis has also been investigated by other
authors, but was not observed in this study (6,21.22). Only one of nine patients
diagnosed with retinopathy of prematurity in our group developed severe ROP; none

had PIVH grade Il or IV; and none had necrotizing enterocolitis.

IL-6, IL-8, IFN-y, TNF-a, and GM-CSF were detected within the first hours of life of
the subjects included in the study. The IL-6, IL-8, and IFN-y levels observed at
different sampling times were statistically different.

There is some controversy as to the timing of cytokine release. IL-6 levels were
different at the three sampling times, with higher levels being detected one hour after
birth, whereas gradually higher levels of IL-8 were observed throughout the first three
hours of life of the subjects. IL-6 and IL-8 have a short half-life, and circulating levels
drop dramatically with the administration of antimicrobial therapy to patients with
sepsis, reaching virtually undetectable levels 24 hours after the start of treatment
(23). These characteristics limit the use of these cytokines as diagnostic markers for
sepsis. However, the observation of variations in their levels might be useful in the
identification of practices to induce inflammatory responses, although they are not
described as a disease with an established pathophysiology, as is also the case of

neonate handling and clinical procedures deemed risk-free by health care teams.

IFN-y was detected only at three hours of life. Other authors looking into the
associations between cytokines and BPD reported correlations between IFN-y, BPD,
and death (18).

GM-CSF levels observed at different sampling times were not statistically different.
However, a correlation was found between lower GM-CSF serum levels and
hypothermia in the 13 patients with axillary temperatures below 36.4°C on admission
to the neonatal unit versus individuals not diagnosed with hypothermia. GM-CSF
stimulates the proliferation of myeloid progenitor cells and induces the maturation
and release of the medullary neutrophil pool into peripheral blood. In vitro studies

performed with neonate neutrophils revealed that both factors, in addition to acting
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on the bone marrow, improve the functional status of mature neutrophils by
enhancing chemotaxis, phagocytosis, bactericide properties, and oxidative
metabolism. Hypothermia was found to reduce GM-CSF levels, which could possibly
lead to more severe cases of neutropenia and, consequently, increased chances of

sepsis (24).

Some of the individuals included in the study only needed intubation after their first
three hours of life when they were admitted to the neonatal unit. Their serum cytokine
levels were compared to those of the patients who never required mechanical
ventilation during hospitalization, but no statistically significant differences were
found.

Most of the studies on cytokine levels and their correlations with clinical outcomes
have included extremely low birth weight infants. The population enrolled in this study
was stratified for bodyweight and comparisons were made between the cytokine
levels and clinical outcomes of individuals weighing less than 1,500 grams and 1,500

grams and more, but no statistically significant differences were identified.
Conclusion

The assessment of neonatal cytokine levels may shed light on the stress infants are
exposed to as a result of the procedures they undergo within the first hours of their
lives. Cytokine levels demonstrate how preterm neonates respond physiologically to
insults initiated during intrauterine life and inflicted within hours of birth. The
correlation between neonatal sepsis and high levels of TNF-a is a promising finding
for monitored neonates at risk. Hypothermia leads to lower levels of GM-CSF, which
by in turn favors the onset of neutropenia. Preventing hypothermia includes the
adoption of proper infant handling procedures, particularly for preterm neonates

within their first hours of life.
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What is already known on this topic: some cytokines have been correlated with
prevalent neonatal outcomes such as sepsis, bronchopulmonary dysplasia, and
retinopathy of prematurity; the method using dried whole blood spots on paper filter

has been utilized previously.

What this study adds: cytokine levels observed within the first three hours of life;
the correlation between GM-CSF and hypothermia, indicating the need to review

care practices in order to prevent it from occurring.
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