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RESUMO

Guimardes CR. Caracterizacto fenotipica da populagdo de células T reguladoras em
sangue de corddo umbilical de recém-nascidos a termo e pré-termo [Dissertacdo]. Sao
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2015.

A predisposicdo de recém-nascidos as doengas infecciosas é atribuida, em parte, a falta
da memédria imunoldgica pré-existente. Em recém-nascidos pré-termo, é presumido que o
sistema imune seja menos desenvolvido ao nascimento, mas pouco se sabe sobre o
tamanho e as caracteristicas das subpopulagdes de linfécitos. Células T reguladoras (Treg)
possuem papel crucial no controle do desenvolvimento de um sistema imune saudavel
incluindo a manutencao da autotolerancia e, sua auséncia, é responsavel pela gama de
manifestagbes inflamatdrias e autoimunes observadas em pacientes com [IPEX
(Immunodeficiency, Poliendocrinopathy and Enteropathy X-linked Syndrome). Essas
células sdo fenotipicamente caracterizadas pela presenca do fator de transcricdo Foxp3
(forkhead box P3) e pela alta expressdao da cadeia a do receptor de IL-2 (CD25), ja que
esta citocina é essencial para a geracdo, manutencao e funcionamento das células Treg.
Pouco se sabe sobre a frequéncia destas células em recém-nascidos, particularmente em
recém-nascidos muito prematuros ou moderados e recém-nascidos prematuros tardios,
estudados como grupos separados. Resultados preliminares do nosso grupo revelaram
uma maior capacidade dos recém-nascidos de produzir resposta pro-inflamatéria em
comparacdo aos adultos, a qual foi ainda mais acentuada pela diminui¢cdo da producdo de
IL-10, o que sugere uma funcdo reguladora reduzida. Diante disso, o objetivo deste
trabalho foi caracterizar fenotipicamente e quantificar a populacdo de células Treg, por
meio de citometria de fluxo, em sangue de corddo umbilical de 15 recém-nascidos pré-
termo nascidos entre 30-33°/; semanas de gestacdo (Grupo 1), 19 recém-nascidos pré-
termo nascidos entre 34-36°/; semanas de gestacdo (Grupo 2) e 20 recém-nascidos a
termo nascidos entre 37-41 semanas de gestacdo (Grupo 3), todos clinicamente
saudaveis e com peso adequado para a idade gestacional, em comparacdo com 26
adultos saudaveis. Os resultados demonstraram que existe uma correlacdo inversa entre
a frequéncia de Treg e a idade gestacional, com frequéncias significativamente maiores
de células Treg CD4+CD25hiCD127'°Foxp3+ no Grupo 1 quando comparado aos Grupos 2 e
3 e no Grupo 2 comparado ao Grupo 3, assim como frequéncias e numeros de Treg mais
elevados em todos os recém-nascidos comparados aos adultos. Todos os recém-nascidos
exibiram maior frequéncia de células Treg com fendtipo naive comparados aos adultos. A
expressao de CTLA-4 nas células Treg naive foi reduzida nos dois grupos de pré-termo
comparados aos grupos de recém-nascidos a termo e adultos, assim como nas células
Treg de memodria do Grupo 1 comparado aos demais grupos. As frequéncias de Tregs
adPB7" e a4B1* foram maiores em ambos os grupos de pré-termo, mas significativamente
diferentes somente no Grupo 1, quando comparado aos recém-nascidos a termo e
adultos. Em conclusao, foram observadas altas frequéncias de células Treg em recém-
nascidos pré-termo e a termo, e essas frequéncias mostraram correlacdo inversa com a
idade gestacional. Essas células exibiram um perfil naive quando comparadas as dos
adultos, com alta express3o de CD45RA e a4B7" e menor expressdo de CTLA-4, sugerindo
uma menor funcdo, particularmente em recém-nascidos muito prematuros.

Descritores: Linfécitos T Reguladores; Antigeno CTLA-4; Integrina Alfad; Citometria de
Fluxo; Recém-nascido Prematuro; Recém-nascido a Termo.



ABSTRACT

Guimardes CR. Phenotypic characterization of the population of regulatory T cells in
umbilical cord blood from term and preterm newborns [dissertation]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2015.

The predisposition of newborn infants to infectious diseases is attributed, in part, to the
lack of pre-existing immunological memory. In preterm newborns, it is assumed that the
immune system is less developed at birth, but little is known about the size and
characteristics of lymphocyte subpopulations. Regulatory T cells (Tregs) have a crucial
role in controlling the development of a healthy immune system including the
maintenance of self-tolerance and, their absence, is responsible for the range of
inflammatory and autoimmune manifestations observed in patients with [PEX
(Immunodysregulation Polyendocrinopathy Enteropathy X-linked Syndrome). These cells
are phenotypically characterized by the presence of the transcription factor Foxp3
(forkhead box P3) and by the high expression of the a chain of the IL-2 receptor (CD25), as
this cytokine is essential for the generation, maintenance and function of Treg cells. Little
is known about the frequency of these cells in neonates, particularly in very and
moderate preterm newborns and late preterm newborns studied as separate groups.
Preliminary results from our group revealed greater ability of newborns to produce pro-
inflammatory response compared to adults, which was further accentuated by the
decreased production of IL-10, which suggests a reduced regulatory function. Thus, the
aim of this study was to phenotypically characterize and quantify the population of Treg
cells, by flow cytometry, in the cord blood of 15 preterm newborns born at 30-33%/,
gestation weeks (Group 1), 19 preterm newborns born at 34-36°/, gestation weeks
(Group 2) and 20 term newborns born at 37-41 gestation weeks (Group 3), all clinically
healthy and adequate-for-gestational-age, compared to 26 healthy adults. The results
demonstrated that there is an inverse correlation of the Treg frequency and gestational
age, with significantly higher frequencies of CD4+CD25hiCD127'°Foxp3+ Treg cells in Group
1 compared to Groups 2 and 3 and in Group 2 compared to Group 3, as well as
significantly higher Treg frequencies and numbers in all the neonates compared to the
adults. All of the newborns exhibited increased Treg frequencies with a naive phenotype
compared to the adults. CTLA-4 expression in the naive Tregs was decreased in both
preterm groups compared with those from term newborns and adults, as well as in the
memory Treg cells from Group 1 compared with the other groups. The frequencies of
adB7" and a4PB1’ Tregs were higher in both preterm groups, but significantly different
only in Group 1, when compared with those from the term newborns and the adults. In
conclusion, high frequencies of Tregs were observed in term and preterm newborns, and
these frequencies showed an inverse correlation with gestational age. These cells
exhibited a naive profile when compared with adults, with high expression of CD45RA and
a4B7" and lower expression of CTLA-4, implying a decreased function, particularly in very
preterm newborns.

Descriptors: T-Lymphocytes, Regulatory; CTLA-4 Antigen; Integrin alpha4; Flow
Cytometry; Preterm Newborn; Term Newborn.
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1. INTRODUCAO

A protecdo contra infeccGes na gestacdo é promovida por diversos fatores que
atuam em conjunto. A cavidade uterina apresenta um sistema imune inato e um
sistema efetor que mantém a esterilidade, detectam infeccdo e, sob circunstancias de
invasdo microbiana substancial, induzem a expressdo de marcadores que podem
acelerar a maturagdo dos pulmdes e promover um parto prematuro, entregando o
feto a um ambiente ameagador (MARODI, 2006; PALMEIRA et al., 2012).

O trabalho de parto se assemelha a uma resposta inflamatdria que inclui
secrecdo de citocinas/quimiocinas por células residentes e infiltracdo de células do
sistema imune na interface materno-fetal. A ativacdo precoce destes processos
inflamatdrios leva ao trabalho de parto prematuro, o que pode resultar no nascimento
prematuro, um importante determinante da mortalidade e morbidade neonatal.
Portanto, a elucidacdo do processo de trabalho de parto a um nivel celular e molecular
é essencial para compreender a fisiopatologia da prematuridade (GOMEZ-LOPEZ et al.,

2014).

O conceito de prematuridade inclui todo recém-nascido (RN) vivo com menos
de 37 semanas completas de gestacdo contadas a partir do primeiro dia do ultimo
periodo menstrual. A etiologia do parto prematuro espontaneo é multifatorial. Dentre
os fatores responsaveis estdo: auséncia ou assisténcia pré-natal inadequada;
ocorréncia de parto prematuro e abortamento tardio anteriores; gestantes jovens e
tardias; estresse materno; uso de drogas, tabagismo e alcoolismo; atividade fisica

excessiva e condicdoes inadequadas de trabalho; antecedentes ginecoldgicos de



malformacgdes uterinas; e intercorréncias durante a gestacdo, como gestacdo multipla,
rotura prematura das membranas, anomalias da placenta, infec¢des (genitais,
urindrias), traumatismos e doencas sistémicas (hipertensdo arterial, diabetes). Apesar
disso, a etiologia ainda é desconhecida em 50% dos casos (NORWITZ et al., 1999).

No decorrer das duas ultimas décadas, foi relatado um declinio na taxa global
de mortalidade entre criangas abaixo de cinco anos de vida, porém um progresso mais
lento foi alcangado na redugdo da mortalidade neonatal (primeiros 28 dias de vida
completos). A porcentagem média de mortes neonatais em paises em
desenvolvimento é de 39%, sendo que, segundo a Organizagdo Mundial de Saude, a
mais alta foi observada no Brasil, de 64%. O documento mostra que paises que
reduziram rapidamente a mortalidade infantil, como o Brasil, tendem a mostrar uma
proporc¢do crescente de mortes no periodo neonatal (WHO, 2014). No mundo, no ano
de 2012, a mortalidade neonatal foi de 21 em cada 1000 nascidos vivos, sendo que no
Brasil foi 14 em cada 1000 nascidos vivos (WHO, 2014).

Apesar de a sobrevida ter melhorado nos ultimos anos, principalmente nos
centros terciarios, a prematuridade é a principal causa de morbidade e mortalidade
neonatal, pois ocorre em 11% dos nascidos vivos no mundo e é responsavel por 35%
das mortes neonatais (BLENCOWE et al., 2012; HOWSON et al., 2012). A morbidade
estd diretamente relacionada aos disturbios respiratorios e as complica¢Oes
infecciosas e neuroldgicas em longo prazo em criancgas, incluindo paralisia cerebral e
atraso no desenvolvimento (SHAPIRO-MENDOZA; LACKRITZ, 2012).

As taxas de nascimento prematuro vém aumentando em todo o mundo,

principalmente a custa de RN prematuros tardios, os quais foram assim denominados



recentemente, em 2005, em um semindrio organizado pelo Instituto Nacional de
Saude e Desenvolvimento Humano (NICHD). Uma proposta foi feita para substituir a
terminologia vaga e imprecisa de “perto de termo” para “pré-termo tardio” para,
assim, refletir a imaturidade fisioldgica e de desenvolvimento deste grupo de RN (RAJU
et al., 2012). Foi estabelecido, entdo, que o RN pré-termo tardio é aquele que nasce
com 34 semanas de gestacdo completas até 36 semanas e 6 dias, contadas apds o
primeiro dia do ultimo periodo menstrual. J& o RN pré-termo moderado é aquele
nascido entre 32 semanas de gestacdo completas e 33 semanas e 6 dias (GUASCH et
al., 2009; RYAN et al., 2010).

O estudo desenvolvido por Shapiro-Mendoza e colaboradores (2008) descreve
um risco 7 vezes maior de desenvolvimento de morbidades neonatais em prematuros
tardios, em relagdo aos nascidos a termo. Ja a incidéncia de eventos potencialmente
fatais aparentes em prematuros tardios foi, pelo menos, 8 vezes maior do que em
criancas nascidas a termo (HUNT, 2006).

A representacdo desproporcional de RN prematuros entre os ébitos neonatais
relacionados a infeccdo pode ser decorrente de um sistema imune imaturo (WYNN et
al., 2009). A infeccdo é a principal causa de mortalidade entre as criangas nos
primeiros dias de vida. O sistema imune adaptativo neonatal se apresenta inexperiente
pela falta de estimulacdo antigénica durante a fase uterina, com pouca ou nenhuma
memdria imunoldgica. Essa incompeténcia imune leva a uma maior susceptibilidade a
infeccdes clinicamente relevantes em neonatos e pode justificar uma demora no
desenvolvimento de uma resposta imune especifica. Porém, essa deficiéncia

imunoldégica inerente do periodo neonatal ndo é necessariamente relativa ao niumero



de seus componentes, mas em como sdo regulados funcionalmente (GHAZAL et al.,

2013).

1.1 Imunidade Neonatal

Neonatos prematuros possuem deficiéncias em ambas as imunidades, inata e
adaptativa, assim como na interacao entre esses dois sistemas (STRUNK et al., 2011).
Dentre os fatores inatos, em decorréncia da menor disponibilidade de proteinas e
peptideos sollveis, como a lectina ligante de manose (MBL), lactoferrina e as
defensinas e de uma resposta celular adequada, a capacidade de responder as
infeccOes fica reduzida. Estes peptideos e proteinas solUveis possuem capacidade de
opsonizar os patégenos ou atuar em sua morte direta, por meio de suas propriedades

antimicrobianas (MELVILLE; MOSS, 2013).

Outros fatores contribuem para uma eficiente fungao fagocitica, que incluem:
(i) a presenca de numeros adequados de mondécitos e neutrofilos no sangue periférico;
(ii) a habilidade para responder a sinais vindos dos sitios de inflamacao; (iii) a migracao
para esses sitios e; (iv) a capacidade de ingerir e eliminar o microrganismo invasor
(FILIAS et al., 2011). E bem estabelecido que os neutrdfilos apresentam deficiéncias
guantitativas e qualitativas importantes ao nascimento. Os RN a termo e,
particularmente, os pré-termo, dispéem de poucas células progenitoras de neutrofilos,
0 que pode resultar em grave deficiéncia para mobilizar nimeros adequados de

neutrdfilos por ocasido de uma infeccdo. Os neutréfilos neonatais também



apresentam multiplos defeitos funcionais, incluindo quimiotaxia, adesdo e migracao.

(NUSSBAUM; SPERANDIO, 2011).

Ainda dentre os componentes soltveis, RN a termo se beneficiam da protec¢ado
complementar proporcionada pelos anticorpos 1gG maternos transferidos através da
placenta (SIMISTER, 2003). No entanto, prematuros extremos carecem
substancialmente desses anticorpos, uma vez que a transferéncia placentaria ocorre,
em grande parte, durante o terceiro trimestre de gestacdo, principalmente apds trinta
e duas semanas de gestacdao (PALMEIRA et al., 2012; VAN DEN BERG et al., 2010). As
concentracdes de IgG aumentam com a idade gestacional, sendo assim, o RN
prematuro possui baixos niveis de IgG materna circulante, levando a uma opsonizacao
deficiente, o que ocasiona uma deficiéncia na fagocitose (HEININGER et al., 2009;

KALLMAN et al., 1998; VAN DEN BERG et al., 2011).

Considerados em conjunto, os mecanismos da imunidade inata desenvolvem-se
mais cedo que a imunidade adaptativa e, entre os componentes da imunidade
adaptativa (linfécitos T e B), é bem estabelecida a auséncia de memaria imunoldgica.
Os RN apresentam deficiéncias na ativacao de linfdcitos T e na produgdo de citocinas,
na interagao entre os linfécitos T e B e na producdao de imunoglobulinas pelas células
B, cuja capacidade plena de formar anticorpos é a ultima a ser adquirida, o que so

ocorre no final da infancia ou comeco da adolescéncia (MELVILLE; MOSS, 2013).

Recém-nascidos pré-termo e a termo apresentam uma deficiéncia funcional
dos linfécitos T resultante de uma grande proporcdo de células T naive circulantes (alta

expressdao de CD45RA e L-selectina) e uma baixa proporcdo de células T de meméria



(WALKER et al., 2011). Essa maior proporcdo de células T com fendtipo naive é
resultado de uma captacdo e apresentacdo de antigenos deficiente pelas células
dendriticas (DC), o que é agravado pela reducdo da expressdao de MHC de classe Il nas

células apresentadoras de antigenos (STRUNK et al., 2011).

Os neonatos sdo vulneraveis as infec¢des devido a um desvio no padrao de
resposta de linfécitos T CD4 para o fendtipo Th2, com baixa producdo de citocinas
importantes contra patégenos intracelulares (IL-12, IFN-y, IFN tipo |) em comparagao
aos adultos. Cabe lembrar que o IFN-y tem um papel fundamental na ativagao de
macrofagos, mecanismo critico para a resisténcia a patégenos intracelulares, como
micobactérias, toxoplasma e diversos fungos. Por outro lado, as fungdes Th2 ja bem
estabelecidas ao nascimento podem favorecer a sensibilizacdo alérgica precoce

(HARTEL et al., 2005; MARODI, 2006).

Por fim, alguns timdcitos autorreativos que deveriam ser eliminados durante a
selecdo negativa no timo podem se diferenciar em células T reguladoras (Treg), que
sdo indispensaveis para a manutencdo da tolerancia imune e homeostase por suprimir
uma aberrante ou excessiva resposta imune na periferia. A tolerancia imunoldgica é
uma caracteristica fundamental do sistema imunoldgico projetada para preservar
tecidos e células prdprias, permitindo, ao mesmo tempo, respostas eficazes contra as
infeccOes. Embora a maioria das células T autorreativas seja eliminada centralmente
no timo, células T periféricas abrigam células T autorreativas que sdao mantidas em
controle por um nimero de mecanismos imunorreguladores intrinsecos e extrinsecos,
dentre os quais as células supressoras ou T reguladoras (Treg) desempenham um papel

crucial (YADAV et al., 2013).



1.2 Tolerancia e Células T reguladoras

E bem estabelecido que a funcio critica do sistema imunoldgico é discriminar o
proprio do ndo préprio. A tolerancia a antigenos proprios é um processo altamente
regulado e, para manté-la, o sistema imune deve ser capaz de distinguir linfocitos
autorreativos e seu desenvolvimento. Ha evidéncias substanciais de que células T
autorreativas potencialmente patogénicas estdo presentes no sistema imune normal e
a supressdo da ativacdo/expansdo destas células mediada por células T é outro
mecanismo essencial para a auto-tolerancia. Células Treg sdo particularmente
importantes e indispensaveis para a manutencdo da homeostase imune e falhas no
seu desenvolvimento e funcdo sdo causas primarias de doencas autoimunes e
inflamatdrias (SESARMAN et al., 2010; WING; SAKAGUCHI, 2010; SAKAGUCHI et al.,

2008; LI; BOUSSIOTIS, 2011).

A maioria de células Treg CD4" naturais especificamente expressam Foxp3, um
fator de transcricdo que é crucial para o seu desenvolvimento e funcdo. Tregs CD4"
Foxp3* que constituem aproximadamente 10% das células T CD4", sdo produzidas no
timo como uma subpopulacdo de células T supressoras funcionalmente maduras. Em
contrapartida, células Tregs também podem ser induzidas a partir de células T naive
antigeno-especificas, seguido de exposicao antigénica sob condi¢des particulares na
periferia, especialmente no intestino e, nestas condi¢des, sdo denominadas de células

Tregs adaptativas ou induzidas (HORI et al., 2003a; SUN et al., 2007).

O desenvolvimento de células T reguladoras CD4°CD25" naturais no timo

requer interacGes de alta afinidade entre o receptor de células T (TCR) e os complexos



de auto-peptideos acoplados ao MHC de classe Il apresentados pelas células do
estroma do timo. Assim, elas sdo positivamente selecionadas durante o processo de
selecdo timica, com relativa alta afinidade por antigenos préprios (SAKAGUCHI et al.,

2010; JOSEFOWICZ et al., 2012).

Ao longo dos ultimos anos, tornou-se claro que a maior populacdo de células
Treg é gerada no timo, o que favorece o termo Treg derivada do timo (tTreg) para esta
populacdo (SHEVACH; THRONTON, 2014). As células tTreg CD4" Foxp3" expressam
constitutivamente a molécula CD25 (cadeia a do receptor para interleucina 2 — IL-2)
em niveis elevados. Essas células também compartilham um padrdo de expressdo
similar de um ndumero de moléculas de superficie de células T antigeno-ativadas, como
por exemplo, altos niveis de proteina 4 associada a linfocitos T citotéxicos (CTLA-
4/CD152), baixos niveis de expressdo da cadeia a do receptor para IL-7 (CD127), cadeia
B do receptor para IL-2 (CD122), CD44, antigeno 1 associado a fungao linfocitaria (LFA-
1/CD11a) e molécula 1 de adesdo intercelular (ICAM-1/CD54). Em contraste com
células T efetoras convencionais, células Treg Foxp3® raramente produzem IL-2 e
outras citocinas inflamatdrias incluindo IFN-y e IL-17. Uma vez ativadas, a capacidade
inibitdria das células Treg CD4°CD25" ndo é antigeno-especifica, o que significa uma
supressao independente da especificidade das células T respondedoras (ITOH et al.,

1999; HILL et al., 2007; YAMAGUCHI et al., 2011).

E igualmente claro que uma percentagem desconhecida de Treg pode ser
gerada a partir de células T Foxp3™ convencionais em sitios periféricos. Foi proposto
que essa populacdo fosse denominada Treg derivada na periferia (pTreg) (ABBAS et al.,

2013). As pTreg, como seu préprio nome diz, sdo geradas na periferia apds uma



variedade de estimulos antigénicos, em condicdes ditas tolerogénicas. Estas células
sdo células T supressoras secunddrias e se desenvolvem a partir de células CD4
convencionais, na presenca do antigeno e citocinas reguladoras como TGF-B, IL-10 e IL-
4, passando a expressar CD25 e Foxp3. Células pTreg exercem sua fungao através da
liberacdo de citocinas inibitdrias como IL-10 e TGF-B. Vdrios tipos de células Treg
periféricas tém sido descritos, incluindo Trl, que produzem IL-10 e cuja funcgdo
supressiva esta bem documentada nas doencas alérgicas, autoimunes e transplantes
alogénicos. Outros subtipos de Treg incluem: Th3 (produtoras de TGF-$), células T CD4"
CD8, T CD8" supressora e Tyd (YANG et al., 2008; SAKAGUCHI, 2006; JOLUNEIT;

SCHMITT, 2003; ZENG et al., 2015).

A Tabela 1, a seguir, demonstra as caracteristicas inerentes a cada subtipo de

células T reguladoras.

Tabela 1 - Caracteristicas das células T reguladoras derivadas do timo e induzidas na

periferia
tTreg pTreg
nTreg Trl Th3
Fenétipo CD4'CD25"" CD127°%  CD4'CD25 D4 CD25"de
precursores CD25
Outros . . . CD25°% CD45RB"“", CD25"°", CD45RB",
marcadores CTLA4', GITR', FoxP3 FoxP3" FoxP3"
D
o ependente de . Através de citocinas, Através de citocinas,
Supressao contato, de granzima B,

Papel in vivo

Expansao in
vitro

produz TGF-B

Supressdo de células T
autorreativas

Estimulacdo utilizando
TCR/CD28 e IL-2

produz IL-10

Imunidade de
mucosas, resposta
inflamatoria

CD3, IL-10, 4cido
retindico

produz TGF-

Imunidade de
mucosas, resposta
inflamatoria

CD3, TGF-B
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A identificacdo de Foxp3 como um fator transcricional chave em Treg permitiu
a determinacdo de um numero de caracteristicas imunoldgicas das células Treg
derivadas do timo, incluindo suas funcdes, estabilidade e diferenciacdo. A transducdo
de Foxp3 suprime a producdo de IL-2, porém regula positivamente a expressao de
moléculas associadas as Treg, como CD25, CTLA-4 e um membro da superfamilia do
receptor para TNF (GITR) em células T convencionais. Estudos de screening genémico
revelaram que Foxp3 regula positivamente e negativamente a expressdo de centenas
de genes por ligacdo direta em seu loci gendmico, até mesmo regulando a expressao
de si mesmo. A grande maioria das evidéncias experimentais indica que o Foxp3
facilita a diferenciacdo das células Treg e sua falta é responsavel pela gama de
manifestacbes inflamatdrias e autoimunes observadas em camundongos deficientes
de Foxp3 (scurfy) e em pacientes com IPEX (Immunodeficiency, Poliendocrinopathy and
enteropathy X-linked syndrome), tais como enterite, diabetes mellitus tipo I, outras
endocrinopatias autoimunes e citopenias (HORI et al., 2003b; MARSON et al., 2007;

CARNEIRO-SAMPAIO; COUTINHO, 2015).

Multiplos mecanismos de supressdo mediados por células Treg CD4'Foxp3*
foram propostos durante a Ultima década. A fungdo supressora das células Treg pode
ser facilitada através da sua interacdo com células dendriticas (DC) ou células T
efetoras diretamente. Linfdcitos Treg inibem contatos estaveis entre células T naive e
DC (LI et al, 2015). Células T antigeno-especificas necessitam de um contato
prolongado com os epitopos apresentados pelas DC, porém, na presenca de Treg,
essas células ndo exibem periodos longos de contato. Assim como células T de

memdria respondem mais rapidamente do que células T naive, células tTreg Foxp3®,
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gue ja sdo apresentadas a antigenos no timo e na periferia, interagem com DC
predominantemente e de forma mais rdpida. Células Treg interagem dominantemente
com DC apresentando antigenos e competem com células T naive pela interacdo com
essas células, principalmente em virtude da presenca de moléculas de adesdo como
LFA-1 e ICAM-1 em niveis maiores do que as células T naive. Além disso, a molécula
LAG-3 (CD223), homodloga a CD4, que se liga ao MHC de classe Il com maior afinidade,
€ mais expressa em Treg e contribui para a supressdo mediada por estas células
possivelmente por aumentar a interagdo DC-Treg e por transduzir um sinal inibitério
nas DC apds sua ligacdo ao MHC (LIANG et al., 2008; HUANG et al., 2004; JONULEIT et

al., 2001; Ll et al., 2015).

Uma vez que sinais coestimuladores transduzidos por CD28 sdo requeridos
para ativacdo e proliferacdo de células T naive, a inibicdo da sinalizagdao por CD28 em
células T respondedoras pela expressdao de CTLA-4 em células Treg é o mecanismo
central de supressdao. Como essa molécula compartilha os ligantes CD80 e CD86 com o
CD28, porém apresenta maior afinidade por ambos, CTLA-4, altamente expresso em
Treg, bloqueia a coestimulagdo via CD28 em células T convencionais por competir com
CD28 pelos ligantes CD80/CD86 na sinapse imunoldgica (WALKER, 2013). Um estudo
recente mostrou que CD80 e CD86 podem ser capturados e degradados por Treg
expressando CTLA-4, via trans-endocitose. Além disso, a expressdo de CD80 e CD86
pelas DC pode ser reduzida por regulacdo da transcricdo dependente da atuacdo do
Foxp3 apos a ligacdo entre CTLA-4 e CD80/CD86 (YOKOSUKA et al., 2010; QURESHI et

al., 2011; DEJEAN et al., 2009).
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A interagdo de DC com o CTLA-4 em Treg promove a produgao de IFN-y, que
induzira a producdo da enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO). A IDO é uma enzima
gue degrada o aminodcido essencial triptofano, sem o qual a ativacdo e proliferacdo
de linfécitos T e, consequentemente, mecanismos a ele associados podem ser
seriamente comprometidos. Os catabodlitos gerados pela acdo da enzima, como a
quinurenina, que é liberada no microambiente, leva a supressdo da célula T pela
inducdo da apoptose. Estudos adicionais mostraram que a IDO pode induzir o fendtipo
regulador em DC independente das suas func¢des cataboliticas. A sinalizacdo por CTLA-
4 também contribui para a conversdo de células T naive em células T Foxp3®

dependente de TGF-B (PALLOTTA et al., 2011; ZHENG; RUDENSKY, 2007).

Uma caracteristica fundamental de células tTreg é a baixa producdo de IL-2 e
sua alta expressao constitutiva do receptor de alta afinidade para IL-2, que é formado
por 3 cadeias, cadeia a (CD25), cadeia B (CD122) e cadeira y (CD132). Células Treg,
entretanto, sdo altamente dependentes da IL-2 exdgena para sua proliferacdo e
sobrevivéncia. Segundo Chen e Konkel (2015), é provdavel que os sinais provenientes da
estimulacdo por IL-2 mantém a viabilidade de células tTreg e protegem as células que
expressam Foxp3 da apoptose. As células Treg sdo capazes de privar células T
convencionais reativas a antigenos de IL-2, prevenindo sua ativacdo. A baixa producgao
de IL-2 e a absorcdo local dessa interleucina, em conjunto, podem conferir a Treg
CD25" a atividade supressora. Essa competicdo pelos fatores de crescimento levaria
células convencionais a apoptose por privacdao de citocinas. Como células Treg sdo
dependentes de IL-2 para sobrevivéncia, mas também agem para inibir a producdo

desta interleucina pelas células T convencionais, a ativacdo e expansao de células Treg
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e T convencionais podem ser balanceadas via IL-2 (FURTADO et al., 2002; SOJKA et al.,

2008; SETOGUCHI et al., 2005).

Outro mecanismo de supressdao envolve o ATP, que pode ser liberado por
células ativadas e por células danificadas, aumentando as reac¢des imunes. O ATP
extracelular tem papel importante no influxo de calcio mediado por TCR, ativacdo de
NFAT e producdo de IL-2. Linfdcitos Treg produzem ectoenzimas que reduzem as
concentracdes locais de ATP extracelular, como o CD39 e CD73, que sdo
preferencialmente expressas em Treg e degradam o ATP para AMP, e o AMP para

nucleosideos, respectivamente (YIP et al., 2009; BORSELLINO et al., 2007).

O TGF-B é uma citocina imunossupressora com funcbes pleiotrdpicas. Estd
presente em altas concentra¢des na superficie de Treg, contribuindo com a atividade
supressora e também atuando na inducdo de expressdao de IDO pelas DC. Apesar
destes achados, ainda é controversa a extensdo da contribuicdo desta citocina para a
supressao mediada por Treg. O Foxp3 permite uma maior sensibilidade de células Treg
para o TGF-B, pela regulacdo negativa da expressdo do receptor antagonista dessa

citocina, o Smad7 (PALLOTTA et al., 2011; CHEN; KONKEL, 2015).

A IL-10 é outra citocina supressora produzida por varias populacdes celulares,
incluindo Treg, e que induz células dendriticas tolerogénicas com funcdes reguladoras
gue, por sua vez, produzem IL-27, importante indutora da producdo de IL-10 por
células T convencionais. Esta interleucina pode promover também a diferenciacdo de
células T naive em células secretoras de IL-10. Embora a IL-10 seja abundantemente

produzida por células T Foxp3® e T Foxp3™ no intestino, células Treg isoladas do baco
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produzem baixas concentra¢des desta citocina in vitro. Por outro lado, a IL-35 foi
descrita mais recentemente como uma importante citocina imunossupressora, que
contribui com a funcdo supressora da Treg e que induz a diferenciacdo de células Tr35

(células secretoras de IL-35 Foxp3’) (TAKAHASHI et al., 1998; COLLISON et al., 2010).

Assumindo que células Treg utilizam os multiplos mecanismos descritos acima
para exercer sua atividade supressora, Yamaguchi e colaboradores (2011) propuseram
dois modelos de atuagdao destas células, afirmados por Li e Boussiotis (2011): o
primeiro atua em processos fisioldgicos ou ndo inflamatorios, responsavel por
sustentar a autotolerancia natural, e o segundo, que age em condicdes inflamatdrias,
na manutengdo da homeostase imune nos sitios constantemente expostos a

microrganismos invasores.

Dado que a ativacdo, proliferacdo e sobrevivéncia de células T convencionais
requerem varios tipos de coestimulacdo em adicdo a estimulacdo antigénica via TCR, a
privagdo dependente de Treg ou intervengao nos coestimulos pode atenuar ou
suprimir essas respostas imunes. Os mecanismos de privacdo estdo descritos na Tabela
2, a seguir, e incluem: i) a inibicdo da sinalizacdo por CD28 (por competicdo
dependente de LFA-1 de células Treg com células T naive por interagcdes fisicas com
DCs e pela regulacdo negativa da expressdo de CD80/CD86 nas DC dependente de
CTLA-4); ii) absorcdo de IL-2 via alta expressdao de CD25 presente em Tregs e; iii)

degradacdo de ATP dependente de CD39/CD73 (YAMAGUCHI et al., 2011).



15

Tabela 2 - Mecanismos de supressao das células T reguladoras

Funcao

Mecanismos de supressdo dependentes de contato

CTLA-4 Suprime a fungao co-estimulatéria das APCs
CD73-CD39 Hidroliza o ATP inflamatdrio extracelular
LAG3 Induz ou inibe a sinalizagdo através de moléculas de MHC de classe Il

Granzima A Lise de células T convencionais

Mecanismos de supressdo mediados por citocinas

TGF-B e LAP  Indugdo de Foxp3 em células T convencionais
IL-10 Atenua a funcdo de células dendriticas
Converte células T convencionais em células Trl
Galectina 1 Impede o ciclo celular e promove apoptose em células T
convencionais
CD25 Absorc¢ao de IL-2

IL-35 Induz a expressao de IL-35 em células convencionais

Fonte: Sakaguchi (2010).

Na auséncia de Treg, células T naive podem interagir repetidamente com DC,
recebendo estimulo constante de CD28, IL-2 e ATP, que regulam positivamente a
ativacdo dessas células e aumentam a expressdo de CD80/CD86 nas APC. Tendo em
vista que as células Treg ndo produzem IL-2 e necessitam dessa interleucina para
propria sobrevivéncia, assim como precisam da sinalizacdo por CD28, bloqueada pela
mesma, para sua manutencdo periférica, a atuacdo supressora destas células também

controla seu préprio nimero, prevenindo o excesso de células e assegurando a eficacia
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da resposta imune quando for requerida. A interrupcao desse feedback pode, entao,

afetar a homeostase imunoldgica (GARBI; HAMMERLING, 2011).

Para a defesa eficaz do hospedeiro, no entanto, a supressao mediada por Treg
deve ser revogada quando patégenos invadem transitoriamente o hospedeiro. Existem
muitas manifestacbes em que a estimulacdo do TCR na presenca de forte
coestimulagdo via CD28 e/ou altas concentracbes de IL-2 permite que as células T
respondedoras superem a supressao pelas T reguladoras (TAKAHASHI et al., 1998;

THRNTON; SHEVACH, 1998).

A estimulacdo de receptores Toll like também bloqueia a funcdo supressora das
células Treg, em parte devido a IL-6 produzida pelas DC e também devido a maior
expressdo de CD80/CD86. Essa anulagdo temporaria da supressdo mediada por células
Treg permite que o sistema imune responda aos patdgenos de forma eficaz (ZHENG et

al., 2004; YAMAGUCHI et al., 2011).

Enquanto uma atenuacdo temporaria de supressao é necessdria para montar
uma resposta imune eficaz, células Treg devem recuperar o controle em condic¢des
altamente inflamatdrias, a fim de evitar imunopatologias. Nestas condicGes, os
mecanismos de privacdo fisiologicamente em operacdo sdo revogados por coestimulos
abundantes; e células Treg, neste caso, produzem moléculas imunossupressoras para
suprimir diretamente a ativacdo e a expansao de células T respondedoras. Isto é, além
do mecanismo central de supressdo, mecanismos de citotoxidade ou de inativacdo

operam adicionalmente, através da producdo de IL-10, TGF-B, IL-35, granzima,
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perforina e cAMP, os quais sdo capazes de suprimir células T convencionais altamente

ativadas (YAMAGUCHI et al., 2011).

Além disso, como descrito acima, células Treg altamente ativas amplificam a
sua expansdo e capacidade supressora em um ciclo de regulacdo positiva através do
aumento da expressao de IL-10, TGF-B e IL-35, e também induzem a diferenciacdo de
células T naive convencionais em células T secretoras destas citocinas para,
efetivamente, conter a inflamacdo exacerbada (YAMAGUCHI et al., 2011; SAKAGUCHI

etal., 2010).

Em suma, as células Treg alteram os mecanismos de supressao dependendo do
microambiente local. Em um ambiente nado-inflamatério a homeostase imune é
mantida por essas células impedindo o coestimulo tanto de células T convencionais,
como das proprias T reguladoras. No entanto, durante uma resposta inflamatdria estes
mecanismos que privam estdo temporariamente anulados por uma abundancia de
estimulos. Neste caso, células Treg sdo capazes de restabelecer a supressao,
aumentando rapidamente a sua prépria funcdo em um ciclo de feedback positivo via
IL-10, TGF-B e IL-35 e é capaz de controlar células T convencionais por meio da

producdo dessas moléculas imunossupressoras (YAMAGUCHI et al., 2011).

Receptores envolvidos no trafego celular também sdo importantes para a
migracdo e funcdo das células Treg Foxp3®. Tem sido relatado que células T CD4*CD25"
expressam altos niveis de CXCR4, CCR4, CCR5, CCRS, ligantes de E/P-selectina e CD103

(aE integrina). Elas também expressam receptores de homing para ambientes

linfoides, tais como CD62L, CCR7 e CXCR5. Varias subtipos de células T Foxp3" foram
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descritos, que caracteristicamente expressam receptores de homing de acordo com o

seu grau de diferenciacdo e ativacdo (LIM et al., 2006).

Em doadores de sangue sauddveis, existem dados divergentes a respeito da
porcentagem de células Treg. Foi descrito que as porcentagens médias de Treg
CD4'CD127°"CD25" aumentam discretamente ao longo da vida, de 6,1% em sangue de
corddo para 7,22% em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de adultos
entre 20 e 25 anos, para 7,5% em PBMC de adultos acima de 60 anos. No entanto, a
correlacdo exata entre o numero de células Treg aumentado com a senescéncia imune
ainda ndo estd esclarecido (GREGG et al., 2005). Sakaguchi e colaboradores (2010)
revelaram que células Treg naive no sangue periférico dentre as células T CD4"
diminuem com a idade, comecando com niveis em torno de 4-10% no sangue de
corddo, 1-4% em adultos jovens e 0,5-1,5% em idosos sauddveis. Entretanto, a células
Treg efetoras aumentam com a idade comegando com niveis em torno de 0-0,5% em
sangue de corddo, 1-2,5% em adultos jovens e 1-4% em idosos sauddveis. Estas
células, por sua vez, foram diferenciadas por marcadores de células Treg naive —
CTLA4"Ki-67 CD45RA'Foxp3® e de células Treg efetoras - CTLA4™CD45RAFoxp3™

(MIYARA et al., 2009).

Foi relatada uma alta proporcdo de células Treg CD4'CD25", que expressam
elevados niveis de mRNA de CTLA-4, GITR e Foxp3 em sangue de corddes umbilicais,
gue é particularmente acentuada em bebés prematuros, comparados aos neonatos a
termo adequados para idade gestacional. No entanto, pouco se sabe sobre a
expressdao proteica destes marcadores e sua fungdo, particularmente em recém-

nascidos pré-termo. Além disso, foi demonstrado que o tipo de parto afeta o nimero
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de células Treg presentes no sangue do corddao umbilical, sendo mais alto em recém-
nascidos e suas maes apos parto vaginal, sugerindo um fenémeno relacionado ao

estresse (TAKAHATA et al., 2004; CHANG et al., 2005; YILDIRAN et al., 2011).

Justificativa

Os resultados observados do projeto do nosso grupo intitulado: “Avaliacdo da
resposta imune neonatal: mecanismos bdsicos de ativacdo via receptores semelhantes
ao Toll 2 e 4 (TLR-2 e 4) em diferentes células apresentadoras de antigenos de recém-
nascidos a termo e pré-termo sauddveis e com sepse precoce e tardia”, demonstram
niveis mais altos de producao de IL-6, TNF-a e IL-1B por mondcitos dos neonatos nao
estimulados (controle negativo) e estimulados com os agonistas de TLR-2 e TLR-4,
Pam3CSK4 ou LPS 055, quando comparados aos adultos (FARIA, 2013; SILVEIRA-LESSA,

2014).

Esses dados sugerem que o bebé apresenta maior capacidade de desenvolver
uma resposta pré-inflamatodria, o que fica ainda mais acentuada pela aparente menor
producao de IL-10 pelos RN, importante citocina anti-inflamatdria, o que pode levar a
um desequilibrio na resposta imune e aumentar a susceptibilidade do neonato a
desenvolver sepse. Particularmente, essa producao reduzida de IL-10 em neonatos, de
acordo com outros trabalhos da literatura pode contribuir para o aumento da sintese
de citocinas pro-inflamatérias em RN a termo e pré-termo (SCHULTZ et al., 2002;
YERKOVICH et al., 2007; CORBETT et al., 2010). A alta incidéncia de complicacGes

graves durante o processo infeccioso em neonatos pode ser consequéncia da sua
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incapacidade de controlar a inflamacdo (JONES et al, 1996; CHHEDA et al., 1996;

SCHULTZ et al., 2004).

Essas informagdes sugerem, portanto, um desequilibrio da resposta imune
neonatal. Como células T reguladoras também podem indiretamente inibir APC como
resultado de sua interagdo com células T respondedoras e/ou através da produgdo e
secrecao de citocinas anti-inflamatdrias, como IL-10 e TGF-B, a inibicdo mediada por

estas células pode constituir um mecanismo adicional de disfungao das APC.

Como células Treg CD4°CD25" tém sido mostradas como importantes na
regulagdo da tolerancia a aloenxertos em modelo murino, um aspecto bem explorado
na literatura é a funcdo destas células em sangue de corddao umbilical como supressora
ativa de respostas imunes alogénicas apds transplante de sangue de corddo ndo
relacionado, que é usado como uma fonte alternativa de células-tronco alogénicas

(CHANG et al., 2005).

Dentre a ampla gama de terapias baseadas em células, o uso do sangue de
corddo umbilical como fonte de células imunomoduladoras para o tratamento de
doencas autoimunes tem se tornado muito popular. A significante populacdo de
células Treg do corddo pode, em teoria, limitar as respostas inflamatdrias e suprimir
células T efetoras que tem papel central em processos autoimunes mediados por
células (ENDE et al., 2004; HALLER et al., 2007; VIENER et al., 2007; VOLTARELLI et al.,

2007).

Deste modo, o sangue de corddo umbilical tem se tornado alvo de interesse na

literatura para desenvolvimento de terapia celular contra uma gama de doencas,
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inclusive doencas autoimunes, mas a caracterizacao fenotipica e o papel destas células
no sistema imune do proprio recém-nascido ainda ndo foram bem elucidados,
particularmente em RN pré-termo analisados de acordo com a idade gestacional.
Considerando a importancia destas células no controle da homeostase imune e seu
papel no ambiente inflamatdrio, é de extrema importdncia a quantificacdo e
caracterizacdo da populacdo de células T reguladoras no sangue do cordao umbilical

de grupos bem definidos de recém-nascidos pré-termo e a termo saudaveis.



OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar fenotipicamente e quantificar a populagao de células T reguladoras

em sangue de corddo umbilical de recém-nascidos pré-termo e a termo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Avaliar a frequéncia e numero de células T reguladoras em sangue de cordao

umbilical de recém-nascidos pré-termo e a termo;

2.2.2. Analisar a expressao do marcador de células naive CD45RA em células T

reguladoras de sangue de corddo umbilical de recém-nascidos pré-termo e a termo;

2.2.3. Analisar a expressdao do marcador de ativacao CTLA-4 em células T reguladoras
naive e de memdéria de sangue de cordao umbilical de recém-nascidos pré-termo e a

termo;

2.2.4. Analisar a expressao das integrinas a4B7 and a4B1 em células T reguladoras de

sangue de corddao umbilical de recém-nascidos pré-termo e a termo.



METODOLOGIA
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3. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos Eticos

A coleta teve inicio somente apds aprovacdo do Comité de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa — CAPPEsq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo (Nimero do parecer 80463, data
22/08/2012) e apds apresentacdo minuciosa do projeto as parturientes doadoras, que
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido e estiveram inteiramente de
acordo em participar do trabalho. Todos os procedimentos ndo ultrapassaram os
limites descritos de risco minimo, de acordo com a regulamentacdo da convencdo de

Genebra para pesquisa com seres humanos, e do Conselho Nacional de Saude.

3.2. Casuistica

3.2.1. Obten¢ao de amostras de sangue de cordao umbilical

Foram coletadas 54 amostras de sangue de corddo umbilical de recém-nascidos
classificados em trés grupos: 15 amostras de recém-nascidos classificados como
muito/moderado pré-termo, com idade gestacional >30 e < 34 semanas (Grupo 1); 19
amostras de recém-nascidos pré-termo tardio, com idade gestacional >34 e <37
semanas (Grupo 2) e; 20 amostras de recém-nascidos a termo >37 semanas (Grupo 3),

todos clinicamente saudaveis e com peso adequado para a idade gestacional. A idade



26

gestacional foi determinada utilizando a data da ultima menstruagdo (DUM) e, quando
ndo possivel, considerando-se a ultrassonografia fetal realizada no primeiro trimestre.
Na avaliacdo clinica da idade gestacional, na auséncia da data da ultima menstruagao
e, quando surgiram duvidas no exame de ultrassonografia, foi utilizado o método de

Capurro (1978) para RN a termo e New Ballard (1991) para RN pré-termo.

Antes da coleta, foi realizada uma andlise dos prontudrios para escolha das
possiveis doadoras, estabelecendo os seguintes critérios de inclusdo: idade entre 18 e
35 anos; reacdes soroldgicas negativas para HIV, CMV, hepatite, sifilis, toxoplasmose,

rubéola e herpes.

Foram estabelecidos como critérios de exclusdo: ma formacdo placentaria,
recém-nascidos com sindromes genéticas, evidéncias clinicas ou patoldgicas de
corioamnionite, ou sinais clinicos ou laboratoriais de infeccdo (marcadores de infeccao
elevados como proteina C reativa, IL-8, IL-6; amniorrexe prematura > 18 horas e sepse

confirmada por hemocultura positiva).

A coleta foi realizada no Centro Obstétrico do Instituto Central do Hospital das
Clinicas e do Hospital Universitario da Universidade de Sdao Paulo. Foram coletados de
2 a 5 ml de sangue de corddo umbilical do lado fetal da placenta imediatamente apds o
parto, por puncdo venosa do corddo umbilical em tubos contendo 4cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para a avaliacdo de células T reguladoras por
citometria de fluxo e em tubos contendo gel separador para obtencdo do soro e

analise de citocinas.
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3.2.2. Obtengao de amostras de sangue periférico de adultos

Foram obtidas amostras de sangue periférico de 26 adultos saudaveis pertencentes ao
grupo do laboratério que foram utilizadas para a padronizagdo e controle dos testes
realizados. Os critérios de selecdo foram: adultos voluntarios saudaveis dos sexos
masculino e feminino, com reagdes soroldgicas negativas para HIV, HTLV I/Il, hepatites
B e C, doenca de Chagas e sifilis, e auséncia de sintomas sugestivos de infeccdo no
periodo da coleta. A coleta do sangue periférico de adultos foi somente realizada em

tubos com EDTA.

3.3. Delineamento metodoldgico

Coleta do Sangue de Corddo (RN dos Grupos 1, 2 e 3)

l Coleta do Sangue Periférico
de Adultos

Tubo Gel-separador
Obtencgao do soro l

!

Dosagem de citocinas
(citometria de fluxo)

Tubo EDTA
Caracterizagao de linfocitos T
CD4*CD25"CD127"“Foxp3*/ CD45RA /
CTLA-4 /adB7 / adpl
(citometria de fluxo)

Quadro 1. Fluxograma de desenvolvimento do protocolo experimental.
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3.4. Dosagem de citocinas nas amostras de soro de cordao umbilical

Para auxiliar a identificagdo de amostras de sangue de cordao umbilical de RN a
termo e pré-termo que apresentassem uma possivel infecgdo, em associagdo com os
dados do prontudrio foram dosados os niveis basais das citocinas TNF-a, IL-1j3, IL-6, IL-
8, IL-10, 1L-12p70, IL-2, IL-4 e IL-17A nas amostras de soro por citometria de fluxo
utilizando-se a técnica de CBA (Cytometric bead array, BD Biosciences), de acordo com

as instrucdes do fabricante.

Na técnica de CBA foram usadas amostras de soro adicionadas a um pool de
beads de captura especificas para todas as citocinas citadas. Também foi acrescentado
o reagente de detec¢do conjugado a PE. Esses mesmos reagentes foram adicionados as
diluicdes seriadas dos padrdes das citocinas. Apds 2 horas de incubagdo a temperatura
ambiente e protegidos da luz, todos os tubos foram lavados e analisados em citdmetro
de fluxo (LSR Il Fortessa, BD Biosciences), de acordo com a intensidade de
fluorescéncia de cada bead de captura para cada citocina. Foram salvos 2.000 eventos
em P1. As concentracdes dessas citocinas nas amostras foram determinadas através da
mediana de intensidade de fluorescéncia e baseadas na curva padrdo obtida para cada

citocina.

3.5. Caracterizacao fenotipica dos linfdcitos T reguladores

Apds a coleta, os nimeros absolutos de leucdcitos do sangue de corddo

umbilical e sangue periférico de adultos foram determinados pela contagem realizada
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no contador automatico de células (Sysmex XP-300, Sysmex Corporation, Kobe, Japan)

e 4x10° leucdcitos/mL foram separados em tubo Falcon™ de 50ml.

Para a realizacdo da fenotipagem sanguinea, as hemacias das amostras de
sangue colhidas em tubo contendo EDTA foram lisadas com Lysing Buffer (BD Pharm
Lyse™), incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos e centrifugadas a 1400
rom por 5 minutos a 4°C, desprezando-se o sobrenadante. Apds o procedimento
descrito acima, foram realizadas 2 lavagens com Staining Buffer (PBS 7,4 acrescido de
1% de SFB e 0,1% de azida sdédica) e centrifugacdo a 1400 rpm por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas no volume de Staining Buffer
adequado para que em cada poco da microplaca com fundo em “U” contivesse 2x10°
células em 100ul de Staining Buffer. Foi feita nova centrifugacdo, o sobrenadante
desprezado e as células ressuspendidas em 100 pul de Staining Buffer. As células foram
marcadas com anticorpos monoclonais reativos com CD4 marcado com V500 (clone
RPA-T4), CD25 marcado com APC-Cy7 (clone M-A251), CD127 marcado com Pacific
Blue (clone HIL-7R-M21), CTLA-4 marcado com PE-Cy5 (clone BNI3), CD45RA marcado
com FITC (clone L48), a4 marcado com APC (clone 9F10), B1 marcado com PE-Cy5
(clone MAR4), e B7 marcado com PE-Cy5 (clone FIB504), todos obtidos da BD
Biosciences. A placa permaneceu incubada por 30 minutos a 4°C e na auséncia de luz.
Em seguida, 100ul de Staining Buffer por poco foram adicionados, a placa centrifugada
a 1400 rpm por 5 minutos a 4°C, e o sobrenadante desprezado. Foi feita uma nova

lavagem com Staining Buffer nas mesmas condicoes da centrifugacdo anterior.

Para as marcagdes intracelulares de Foxp3, apds a marcacao extracelular foram

adicionados 100 pl de Cytofix/Cytoperm por poco e a placa foi incubada por 30
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minutos a 4°C na auséncia de luz. Apds este periodo, a placa foi centrifugada a 1400
rom por 5 minutos a 4°C, e o sobrenadante desprezado. Foram feitas 2 lavagens com
Staining Buffer e, apds esse processo, foram adicionados 130 ul de PBS acrescido de
paraformaldeido a 1% e Tween-20 a 0,5% em cada poco e a placa incubada por 30
minutos em temperatura ambiente na auséncia de luz. Foram adicionados 100ul/poco
de PBS gelado para parar a reacdo e a placa foi centrifugada a 1400 rpm por 5 minutos
a 4°C, e o sobrenadante desprezado. Foram adicionados 100ul da suspensdo do
anticorpo anti-Foxp3 marcado com PE (clone PCH101, eBioscience, San Diego, CA,
USA). O controle negativo da reacdo foi realizado com as mesmas marcagdes
extracelulares, porém com o controle isotipico marcado com PE (clone eBR2a,
eBioscience) no lugar do anticorpo anti-Foxp3. A placa foi incubada por 2 horas a
temperatura ambiente no escuro. Nos 30 minutos restantes dessa reagdo, o anticorpo
anti-CTLA-4 foi adicionado para marcacgao intracelular. Depois de 2 etapas de lavagens,

o sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 200 ul de Staining Buffer.

Foi realizada a aquisi¢cdo das amostras no citémetro de fluxo LSR Il Fortessa (BD
Biosciences) utilizando o software FACSDiva (BD Biosciences). A analise foi feita no
software FlowJo (TreeStar, Ashland, OR, USA). O gate de linfécitos foi feito baseado
nas caracteristicas de tamanho e granulosidade (FSC-A x SSC-H) e a popula¢do de
células CD4" foi determinada dentro desse gate. Aproximadamente 20.000 células por
amostra foram adquiridas no gate de linfocitos CD4*. As células T reguladoras,
definidas por TCD4'CD25"CD127"°Foxp3*, foram analisadas no gate de CD4* e os
resultados expressos em porcentagem (frequéncia) e numero absoluto de células Treg.

Os numeros absolutos das populacbes de células T CD4+CD25hiCD127'°Foxp3+ foram
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calculados pela multiplicacdo da porcentagem indicada na citometria de fluxo e o
numero absoluto de linfécitos que, por sua vez, foram determinados pelo nimero de
leucécitos totais, avaliados pelo contador automatico de células. A média da
intensidade de fluorescéncia (MFI) de FoxP3 dentro da populacdo de células Treg e o
MFI de CTLA-4 em células Treg naive (CD45RA') e de memdria (CD45RA’) foram

determinados para todas as amostras.

3.6. Analise estatistica

No presente trabalho, além da analise estatistica descritiva para calcular
médias, medianas e desvios-padrdo, para os resultados com distribuicdo normal, a
andlise entre dois grupos foi feita pelo teste t de Student ndo pareado, ou para
comparac¢des multiplas, o ANOVA seguido pelo teste de Tukey; para o restante, foram
utilizados os testes ndao paramétricos Mann-Whitney para as analises entre dois grupos
diferentes, e Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Dunn para comparac¢des
multiplas. A analise estatistica e gréafica foi realizada no GraphPad Prism 5.0 (Graph-
Pad Software, Lalolla, CA, USA). Um limite de significancia de 0,05 foi utilizado para

todos os testes.
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4. RESULTADOS

4.1. Analise do grupo amostral

Os critérios de exclusdo das amostras de sangue de corddao umbilical que
exibiram sinais de infeccdo foram definidos pelo estado clinico do neonato, dosagem
de proteina C reativa, maes com sinais indicativos de infeccdo amnidtica e trabalho de
parto prolongado ou algum outro diagndstico que poderia ocasionar resultados
erroneos e falso-positivos em decorréncia de um estado de ativagao prévio do sistema
imune. As Tabelas 3, 4, 5, 6, 7 e 8 contém as informacdes relevantes dos RN e suas

maes.

Tabela 3 - Andlise de prontudrio das parturientes e seus respectivos recém-nascidos
pré-termo pertencentes ao Grupo 1

Tipo de Peso RN Apgar Doenga Bolsa rota
RN PT IG (sem) parto (g) (1’/5’) materna >18h
1PT 32°, Cesérea 950 8/10 Presente *? N3o
4pT 33°/, Cesarea 1390 9/10 Presente * Nao
5PT 30, Normal 1500 9/10 Ausente Nao
7PT 32°/, Cesarea 1590 7/8 Ausente Sim
14PT 337/, Normal 1965 8/9 Presente 2 N3o
15PT 319, Cesarea 1920 8/9 Ausente N3o
20PT 334, Normal 1925 4/5 Ausente N3o
25PT 323/, Normal 2135 6/7 Ausente N3o
26PT 323/, Normal 2190 8/9 Ausente N3o
27PT 31, Cesarea 1790 7/7 Ausente N3o
28PT 313/, Normal 1230 8/8 Ausente N3o
29PT 323/, Normal 1550 7/9 Ausente N3o
33PT 321, Normal 1735 6/8 Ausente N3o
34PT 323/, Normal 1805 5/8 Ausente N3o
35PT 31/, Cesérea 1680 9/9 Presente* Nao

RN: recém-nascido; PT: pré-termo; IG: idade gestacional em semanas; g: gramas; L

Hipertensdo Arterial Crénica; *: Doenca Hipertensiva Especifica da Gestacdo; *: Cardiopatia;
*: Diabetes Gestacional.
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Tabela 4 - Analise de prontudrio das parturientes e seus respectivos recém-nascidos
pré-termo pertencentes ao Grupo 2

. Bolsa
RN PT IG (sem) Tipo de Peso RN A?ga'r Doenga rota

parto (g) (1’/5’) materna >18h
2PT 34°/, Cesarea 2050 8/9 Presente *° Sim
3PT 369, Normal 2650 9/10 Ausente Sim
6PT 352/, Normal 1420 7/9 Ausente N3o
8PT 357/, Normal 2090 9/10 Presente “*° N3o
11PT 36 %/, Normal 2340 9/10 Presente * N3o
12PT 341, Cesarea 1960 7/9 Presente ’ N3o
13PT 341/, Cesarea 1270 7/9 Presente ’ N3o
16PT 34°/, Normal 2550 8/9 Presente ® N3o
17PT 36 %/, Cesarea 2295 3/7 Ausente N3o
18PT 341, Normal 2260 9/10 Presente * N3o
19PT 36 Normal 3250 9/9 Ausente N3o
22PT 34°/, Cesdrea 2070 9/9 Ausente N3o
23PT 34°/, Cesarea 2435 8/9 Ausente N3o
24PT 342/, Normal 1735 8/9 Ausente N3o
30PT 36 Normal 2660 9/9 Ausente N3o
31PT 36 Normal 2267 8/9 Ausente N3o
32PT 344/, Cesarea 3170 8/9 Ausente N3o
36PT 35°¢, Cesarea 1895 8/9 Ausente N3o

RN: recém-nascido; PT: pré-termo; IG: idade gestacional em semanas; g: gramas;l:
Hipertensdo Arterial Crénica; *: Doenca Hipertensiva Especifica da Gestacdo; *: Cardiopatia;
>: Asma; °: Diabetes Mellitus; ’: Epilepsia; 8 Hipertireoidismo.

Tabela 5 - Andlise de prontudrio das parturientes e seus respectivos recém-nascidos a
termo pertencentes ao Grupo 3

] Bolsa
RNT IG (sem) Tipo de Peso RN Aega’r Doen¢a materna rota
parto (8) (1°/5°)

>18h
3T 399, Cesérea 3920 10/10 Ausente N3o
4T 387/, Normal 3580 8/8 Ausente N3o
5T 38°/, Normal 3327 9/10 Ausente N3o
6T 38°¢/7 Normal 3720 9/10 Ausente N3o
7T 403/, Normal 3280 9/10 Presente ° N3o

8T 381/, Cesarea 3400 10/10 Presente N3o
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9T

10T
11T
127
13T
147
15T
16T
17T
18T
19T
20T
21T
22T
23T
24T

39/,
37°/
39°%,
38/
39°/,
37°%,
40/,
37°/
37/
39,
38°/,
403/,
40°/;
41'/,
40/,
39/,

Cesdrea
Normal
Cesdrea
Normal
Normal
Cesdrea
Normal
Cesdrea
Cesdrea
Normal
Normal
Cesdrea
Cesdrea
Normal
Normal

Normal

3210
3145
3290
3100
3360
3000
3490
2850
4310
2860
2805
4555
3465
3550
3610
3580

8/8
9/10
8/9
9/10
10/10
8/9
10/10
9/10
8/9
8/9
9/10
9/9
8/9
8/9
9/9
9/9

Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Presente
Presente
Ausente
Presente °
Presente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Presente

Ausente

3

10

,11

1

4

RN: recém-nascido; T: termo; IG: idade gestacional em semanas; g: gramas; ': Hipertensdo

Arterial Cronica; *: Cardiopatia; °: Diabetes Mellitus; °: Hipertensdo Arterial Sistémica;
Sindrome Nefrética; '': Hipotireoidismo.

10,

Tabela 6 - Dados dos prontuarios das parturientes e seus respectivos recém-nascidos
pré-termo do Grupo 1

RN PT Morbidade Materna Exame laboratorial (RN)

ITU SGB E. coli 1|Z§|i:\ ;g?a ;g?a HMC
1PT NR NR NR <10 210 NR Negativa
4PT Ausente NR NR NR NR NR NR
5PT NR NR NR NR NR NR NR
7PT Ausente Ausente NR NR <10 NR Negativa
14PT Ausente NR NR NR NR NR NR
15PT Ausente NR NR NR NR NR NR
20PT Ausente NR NR NR NR NR NR
25PT Ausente NR NR NR NR NR NR
26PT Ausente NR NR NR NR NR NR
27PT Ausente NR NR NR NR NR NR
28PT Ausente Ausente NR NR NR NR NR
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29PT Ausente Ausente NR NR NR NR NR
33PT Ausente Ausente NR NR NR NR NR
34PT Ausente Ausente NR NR NR NR NR
35PT Ausente Ausente NR NR NR NR NR

RN: recém-nascido; PT: pré-termo; ITU: infeccdo do trato urindrio; SBG: Streptococcus do
grupo B; E. coli: Escherichia coli; PCR: proteina C reativa; HMC: Hemocultura; NR: ndo
realizada.

Tabela 7 - Dados dos prontudrios das parturientes e seus respectivos recém-nascidos
pré-termo do Grupo 2

RN PT Morbidade Materna Exame laboratorial (RN)
PCR PCR PCR

ITU SGB E. coli 1°dia  2°dia  3°dia HMC
2PT Ausente NR NR NR NR NR NR
3PT Ausente NR NR <10 NR NR Negativa
6PT Ausente NR NR NR NR NR NR
8PT Ausente Ausente NR <10 210 210 Negativa
11PT Ausente NR NR NR NR NR NR
12PT Ausente NR NR NR NR NR NR
13PT Ausente NR NR NR NR NR NR
16PT Ausente NR NR NR NR NR NR
17PT Ausente Ausente NR <10 <10 NR Negativa
18PT Ausente Ausente NR <10 <10 NR Negativa
19PT Ausente NR NR NR NR NR NR
22PT Ausente Ausente NR NR NR NR NR
23PT Ausente Ausente NR NR NR NR NR
24PT Ausente Ausente NR NR NR NR NR
30PT Ausente Ausente NR NR NR NR NR
31PT Ausente Ausente NR NR NR NR NR
32PT Ausente Ausente NR NR NR NR NR
36PT Ausente Ausente NR NR NR NR NR

RN: recém-nascido; PT: pré-termo; ITU: infeccdo do trato urindrio; SBG: Streptococcus do
grupo B; E. coli: Escherichia coli; PCR: proteina C reativa; HMC: Hemocultura; NR: ndo
realizada.
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Tabela 8 - Dados dos prontudrios das parturientes e seus respectivos recém-nascidos a

termo
RNT Morbidade Materna Exame laboratorial (RN)
ITU SGB E. coli 1'?,32 ;2‘; ;2‘; HMC
3T NR NR NR NR NR NR NR
a7 NR NR NR NR NR NR NR
5T NR NR NR NR NR NR NR
6T NR NR NR NR NR NR NR
T NR NR NR NR NR NR NR
8T Negativo Positivo NR NR NR NR NR
aT Negativo NR NR NR NR NR NR
10T NR NR NR NR NR NR NR
11T NR NR NR NR NR NR NR
12T NR NR NR NR NR NR NR
13T NR NR NR NR NR NR NR
1471 NR NR NR NR NR NR NR
15T NR NR NR NR NR NR NR
16T NR Positivo NR NR NR NR NR
177 NR NR NR NR NR NR NR
18T NR NR NR NR NR NR Negativa
19T NR NR NR NR NR NR NR
20T NR NR NR NR NR NR NR
21T NR NR NR NR NR NR NR
22T NR NR NR NR NR NR NR
23T NR NR NR NR NR NR NR
24T NR NR NR NR NR NR NR

RN: recém-nascido; T: termo; ITU: infeccdo do trato urinario; SBG: Streptococcus do grupo B;
E. coli: Escherichia coli; PCR: proteina C reativa; HMC: Hemocultura; NR: ndo realizada.

A Tabela 9, a seguir, mostra as caracteristicas demograficas e contagem de

leucécitos totais dos 54 RN que foram utilizados no presente trabalho e divididos em 3

grupos: Grupo 1 (>30 e <34 semanas), Grupo 2 (>34 e <37 semanas) e Grupo 3 (>37

semanas). Esses grupos foram divididos de acordo com a classificacdo proposta por
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Engle (2006) e foram significativamente diferentes em relagdo a idade gestacional,

peso e Apgar em 1 minuto.

Tabela 9 - Caracteristicas demograficas e contagem de leucdcitos totais dos grupos de

recém-nascidos

Grupo 1(G1) Grupo2(G2) Grupo 3(G3)
Valor de p
[N=15] [N=19] [N=20]
G1xG2 G1xG3 G2xG3
Peso (g)° 1690 £ 335,1 2268 +513,1 3445+451,9 p<0,001 p<0,0001 p<0,0001
IG (semanas)® 32°/,+1°,) 35°%/,+0°%, 39%,+1', p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
Apgar 1 min 71 8+1 9+1 p<0,05 p<0,01 p<0,05
Apgar 5 min 8+1 9+1 9+1 p<0,05 p<0,05 -
Parto Normal 9 (60)/ 11 (57,9)/ 12 (60)/
/ Cesarea® 6 (40) 8(42,1) 8 (40)
Nuamero de
10,6 £3,9 9,9+2,3 14,2 +4,8 - p<0,05 p<0,01

Leucécitos®

®Média + desvio padrao

®Numero (porcentagem)

4.2. Dosagem de citocinas nas amostras de soro de corddao umbilical

Os resultados das dosagens de citocinas nas amostras de soro de cordao

umbilical estdo demonstrados nas Tabelas 10, 11 e 12.
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Tabela 10 - Dosagem de citocinas nas amostras de soro de recém-nascidos pré-termo

do Grupo 1
Citocinas (pg/ml)

IL-8 IL-6 IL-12 IL-18 IL-10 TNF-o IL-2 IL-4 IL-17A
1PT 96,1 9,3 0,3 1,3 0,7 04 2,8 0,3 ND
4PT 39,5 17,8 0,1 0,9 1,0 0,8 ND ND ND
S5PT 32,8 20,4 0,4 0,6 1,9 1,4 ND 0,1 18,2
7PT 17,0 10,8 0,5 0,4 4,1 ND ND 0,3 65,5
14PT 26,7 2,2 ND ND 0,8 0,6 1,2 1,0 12,9
15PT 12,6 1,6 0,7 ND 0,3 0,3 1,4 ND ND
20PT 5000 5000 0,2 165,2 12,7 11,0 4,3 4,6 16,7
25PT 5000 268,0 1,2 238,6 3,6 10,3 3,2 4,5 122,3
26PT 5000 226,1 0,7 258,6 3,9 1,4 3,0 4,0 164,0
27PT 88,7 3,0 1,3 0,7 1,8 0,95 2,3 1,4 126,3
28PT 959,6 526,7 ND 11,6 4,5 1,0 1,8 2,5 141,0
29PT 787,4 292,6 2,5 1,7 3,5 1,3 2,6 2,2 125,1
33PT 441,4 305,6 3,7 4,6 9,1 1,2 3,3 3,5 223,5
34PT  200,8 36,3 2,2 19,6 2,7 1,4 1,8 2,2 1239
35PT 482,7 599,7 1,2 8,8 1,8 1,3 0,3 0,6 ND
Med 64,1 28,3 0,7 1,7 2,7 1,2 1,8 1,4 65,5
P 24,3-261,0 7,7-295,9 0,2-1,3 0,6-19,6 1,041 0,6-1,4 0,3-3,0 0,3-3,5 0-126,3

PT: pré-termo; ND: n3do detectado; NR: ndo realizado; Med: mediana; P: percentis 25% e

75%.

Tabela 11 - Dosagem de citocinas nas amostras de soro de recém-nascidos pré-termo

do Grupo 2
Citocinas (pg/ml)

IL-8 IL-6 IL-12 IL-1B IL-10 TNF-o IL-2 IL-4 IL-17A
2PT 78,5 13,6 0,5 4,3 1,2 1,2 ND ND ND
3PT 14,5 4,0 0,3 0,5 0,3 0,1 NR NR NR
6PT 30,8 7,5 0,3 0,8 0,1 0,1 NR NR NR
8PT 16,0 2,6 0,1 1,8 1,1 ND 1,9 2,4 21,9
11PT 1835,7 50,3 0,4 6,7 2,4 53,2 1,4 1,9 10,3
12PT 16,0 3,4 ND ND 1,3 0,4 3,1 2,0 10,9
13PT 24,6 3,6 0,7 ND 1,5 ND ND ND ND
16PT 18,6 4,3 1,2 6,1 0,5 0,8 ND 0,6 4,9
17PT 21,3 2,1 1,1 0,4 ND ND 0,4 1,0 45,7
18PT 21,2 11,0 0,8 0,7 0,7 0,2 0,4 0,2 25,8
19PT 22,7 16,3 ND 0,5 5,0 2,05 3,5 3,3 11,4
21PT 20,0 51 0,7 1,1 3,4 2,0 4,3 4,3 19,3
22PT 47,1 9,0 0,5 0,7 3,4 1,4 3,1 2,6 15,0
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23PT 35,2 5,3 0,2 0,1 3,3 1,0 4,0 3,8 94,4
24PT 44962 22,0 05 524 29 7,4 3,3 3,2 157,2
30PT 10,9 2,6 0,4 1,9 2,1 1,1 2,5 2,7 12,05
31PT 16,9 9,1 1,6 2,3 2,1 1,2 3,1 3,6 11,7
32PT 16,8 6,1 0,7 2,8 2,7 2,1 3,3 3,6 16,7
36PT 20,5 12,7 1,6 0,2 1,4 0,4 ND ND ND
Med 211 6,1 0,5 0,8 1,5 1,0 2,5 2,4 12,0
P 16,8-35,2 3,6-12,7 0,3-0,8 0,4-2,8 0,729 0,120 02-33 0434 7,6-238

PT: pré-termo; ND: ndo detectado; NR: ndo realizado; Med: mediana; P: percentis 25% e
75%.

Tabela 12 - Dosagem de citocinas nas amostras de soro de recém-nascidos a termo do
Grupo 3

Citocinas (pg/ml)

IL-8 IL-6  IL-12  IL-1p IL-10  TNF-o 12 -4 IL-17A
3T 92,9 4,1 1,0 1,6 1,7 2,9 1,2 0,8 8,3
aT 52,8 1,0 1,3 10,0 1,0 1,9 4,0 1,9 5,6
5T 119,6 9,3 ND 0,3 0,7 3,9 2,2 1,7 19,4
6T 210,7 4,1 ND 4,2 0,4 1,6 2,7 3,2 11,4
7T 25,0 4,7 2,0 2,7 0,2 0,8 2,9 3,2 16,0
8T 363,9 1,7 ND 2,4 0,8 6,8 NR NR NR
9T 16,0 13.1 ND 1,6 0,9 ND ND ND 31,2
10T 19,2 7,0 1,8 1,4 0,6 1,3 2,9 3,2 16,0
11T 16,7 2,7 0,3 1,8 1,4 1,5 2,9 4,1 13,0
127 16,2 4,9 0,5 1,2 1,0 1,9 0,1 0,4 ND
13T 20,9 16,0 0,9 0,9 0,8 0,6 3,2 3,7 17,3
14T 16,8 4,4 1,4 1,3 0,9 1,0 3,3 4,5 18,0
15T 18,1 4,3 0,3 1,2 41,2 1,9 2,5 3,1 100,4
16T 19,8 39,2 1,6 0,9 1,9 0,2 NR NR NR
17T 24,7 5,2 0,2 0,6 0,5 0,4 0,1 0,2 22,5
18T 17,5 1,0 0,7 1,2 1,1 1,7 3,3 4,9 155,7
19T 24,7 5,2 0,2 0,6 0,5 0,4 ND ND 2,4
20T 9,5 1,3 0,9 0,4 1,4 0,4 ND 0,4 ND
21T 13,8 5,2 1,3 3,4 3,0 2,3 0,2 ND 16,2
227 17,1 16,9 1,5 1,7 2,1 1,1 0,2 0,2 50,5
23T 12,6 14,0 ND 7,6 4,5 0,9 0,7 1,6 3,5
247 10,8 4,9 0,7 1,8 2,7 1,0 ND 0,7 31,8
Med 17,8 4,9 0,7 1,5 1,0 1,2 1,7 1,6 16,1

P 16,0-24,9 4,1-8,7 0,2-1,3 1,024 0,6-20 06-19 0,1-29 0,2-3,2 6,3-29,0

T: termo; ND: ndo detectado; NR: ndo realizado; Med: mediana; P: percentis 25% e 75%.
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As amostras marcadas em azul e italico indicam que estas foram excluidas.
Apesar de ndo apresentarem altos niveis de citocinas pré-inflamatérias, foi
comprovada infeccdo por Streptococcus do grupo B no momento do parto e,
portanto, as amostras 8T e 16T foram excluidas da nossa casuistica, a fim de evitar
possiveis interferéncias nas analises e resultados posteriores. Algumas amostras,
principalmente do Grupo 1, apresentaram niveis mais altos das citocinas IL-8 e IL-6
em relagdo as outras amostras, porém, como ndo foram encontrados indicios de
infeccdo nos prontuarios maternos e dos RN, essas amostras foram incluidas nas

analises.

A Figura 1, a seguir, mostra a relagao entre os niveis de citocinas e o tipo de
parto. Os dados estao apresentados pela mediana das amostras agrupadas por tipo de

parto, normal ou cesarea.

Nossos dados mostram niveis significativamente mais elevados das citocinas
pré-inflamatdrias TNF-a e IL-17A, citocina predominantemente secretada pelas células
Th17 que apresentam inumeras fungdes imunomoduladoras e induzem a producdo da
IL-1, IL-6, TNF e quimiocinas (HARRINGTON et al., 2005; ANNUNZIATO et al., 2008) no
parto normal comparado a cesarea. As concentracdes de IL-8, IL-6 e IL-10 nao
dependeram do tipo de parto e os RN de parto vaginal (n = 32) apresentaram
concentragdes equivalentes dessas citocinas quando comparados com os nascidos por
cesarea (n = 22), embora uma tendéncia a concentra¢des mais elevadas de IL-8 e IL-6

foi encontrada no parto vaginal (p = 0,0535 e p = 0,0538, respectivamente).
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Figura 2 - Estratégia de gate para a andlise de células Treg no sangue de corddo umbilical de
recém-nascidos pré-termo e a termo sauddveis e no sangue periférico de adultos. As células
TCD4* foram identificadas no gate de CD4°™™ (B) e dentro da populacdo total de linfécitos
com base no tamanho (forward scatter, FSC) e granulosidade celular (side scatter, SSC) (A). As
células Treg foram identificadas dentro do gate CD4" com base na elevada express3o de CD25
e a baixa ou nula expressio de CD127 (C). D: Os linfécitos TCD4*CD25*CD127"° foram
considerados Treg baseados na marcacgao intracelular do fator de transcri¢cdo forkhead box P3
(Foxp3) (Q2); E: O controle negativo foi constituido pela mesma amostra incubada com os
mesmos anticorpos extracelulares e o controle isotipico de IgG anti-mouse marcado com PE

(Q2).
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Na Tabela 13 estdo representados os resultados do numero absoluto e da
frequéncia de linfdcitos totais, de linfocitos TCD4" e de linfécitos Treg nas amostras de
sangue de corddao umbilical dos RN dos Grupos 1, 2 e 3 e de sangue de adultos, apds a
determinacdo da significancia estatistica entre os grupos de estudo, por meio do teste

ANOVA, seguido pelo teste de comparacdo multipla de Tukey.

Os resultados mostraram que as frequéncias de linfdcitos totais e de células T
helper CD3'CD4" foram significativamente mais elevadas em ambos os grupos de pré-
termo em comparacdo com o grupo de adultos e ndo houve diferencas
estatisticamente significativas quando comparados com os nascidos a termo, embora
uma tendéncia para uma frequéncia diminuida da populacdo de linfécitos totais no

grupo a termo foi evidenciada.

Quando os numeros absolutos dessas células foram analisados, numeros
estatisticamente mais elevados de linfocitos totais e de células T helper foram
encontrados nos trés grupos de RN em comparacdo com os adultos (ANOVA,

p <0,0001 e p <0,0001, respectivamente).

A Tabela 13 também mostra a frequéncia e nimero de células Treg dentro da
populacdo TCD4*. Uma maior frequéncia de células Treg no sangue do corddo
umbilical dos RN do Grupo 1 foi detectada quando comparados aos RN do Grupo 2 (p <
0,05) e aos nascidos a termo (p < 0,0001). O Grupo 2, por sua vez, mostrou uma
frequéncia significativamente aumentada, quando comparado ao Grupo 3 (p < 0,01) e
este Ultimo grupo mostrou uma frequéncia mais elevada do que os adultos (p < 0,05).
Além disso, os adultos apresentaram porcentagens significativamente reduzidas

guando comparados com ambos os grupos de RN pré-termo (p < 0,0001).
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Tabela 13 - Andlise da média do numero absoluto e da frequéncia de linfécitos totais, de linfécitos TCD4" e linfécitos
TCD4"CD25hiCD127'°Foxp3+ nas amostras de sangue de corddo dos recém-nascidos dos Grupos 1, 2 e 3 e de sangue de adultos
i e R
Média + DP G1xG2 G1xG3  G2xG3
Linfocitos
Numero (/ul) 4416 +1933" 4193 +1306"  4302+1231" 2419 + 913 - - -
Frequéncia (%) 43,9+155  42,7+11,1 34,8+ 13,4 33,7+ 10,6 - - -
Linfécitos TCD4"
Numero (/ul) 1972 +1125" 1709 + 621" 1767 + 656 848 + 338 - - -
Frequéncia (%) 43,8+13,6  44,6+12,6° 40,0 +11,1 36,5+ 5,4 - - -
Linfécitos TCD4'CD25"CD127"°Foxp3*
Numero (/ul) 77 £35' 69 +39' 44 + 24" 12 +9 - p<0,01 p<0,05
Frequéncia (%) 50+1,5" 3,8+1,7" 2,4+1,1 1,6 +1,0 p<0,05 p<0,0001  p<0,01

Estatisticamente diferente do grupo de adultos ('p < 0,0001; ép <0,01; "p <0,05).
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Devido ao elevado numero de leucécitos, uma caracteristica do periodo
neonatal, nimeros aumentados de células Treg foram encontrados nos trés grupos de
RN em comparagdo com os adultos. Observou-se também maior nimero de células

Treg nos Grupos 1 (p <0,01) e 2 (p < 0,05) em comparacao ao Grupo 3 (Tabela 13).

A andlise da média da intensidade de fluorescéncia de Foxp3 pode ser
observada na Figura 3 e os resultados seguiram a mesma tendéncia em relacdo a
proporcdo de células Treg. O Grupo 3 apresentou um MFI de Foxp3 significativamente
menor que ambos os grupos de RN pré-termo (p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente)
e equivalente ao dos adultos, e o Grupo 2 mostrou um MFI significativamente maior

em relagao aos adultos (p < 0,05) .
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Figura 3 - Mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) de forkhead box P3 (Foxp3) em
células Treg CD4*CD25"CD127 °Foxp3* do sangue de corddo umbilical de recém-nascidos pré-
termo (Grupos 1 e 2) e a termo (Grupo 3) e de sangue de adultos, como controles. Os valores
de p foram calculados pelo teste U de Mann-Whitney. *: p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

A analise da correlacdo entre a frequéncia de linfécitos T reguladores e a idade

gestacional dos RN esta representada na Figura 4, onde pode ser observada uma
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correlagdo inversa entre os parametros analisados, ou seja, quanto maior a idade

gestacional, menor a frequéncia de linfécitos Treg Foxp3®.

p =0.0002
r?=-0.4871

Treg (%)
"

Idade Gestacional (semanas)

Figura 4 - Porcentagem de células Treg CD4'CD25"CD127"°Foxp3* em amostras de sangue de
corddo umbilical de recém-nascidos distribuidas de acordo com idade gestacional. Os recém-
nascidos apresentaram idade gestacional variando de 30 a 41 semanas de gestagcdo. A
correlacdo de Pearson e andlise de regressao linear confirmou uma correlacdo inversa entre as
porcentagens de Treg e a idade gestacional.

4.4. Expressao de CD45RA em células Treg neonatais

Na Figura 5, estd representada a média da frequéncia de células Treg
expressando o marcador de fendtipo naive, CD4A5RA. A andlise da frequéncia desse
marcador resultou em uma média + desvio padrdo de 46,7 + 9,5 para o Grupo 1; Grupo

2:52,8+17,4; Grupo 3: 48,9 + 13,9 e Adulto 22,1 + 12,2 do total de linfocitos Treg.

Os resultados revelaram que os 3 grupos de RN apresentam uma frequéncia
significativamente maior da expressdao de CD45RA quando comparados aos adultos. A
maior expressdo desse marcador indica uma maior frequéncia de células

fenotipicamente naive dentro da populacdo de linfocitos T reguladores neonatais.
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Figura 5 - Porcentagem de células Treg CD4'CD25"CD127"°Foxp3*CD45RA* nas amostras de
sangue de corddo umbilical de recém-nascidos pré-termo (Grupos 1 e 2) e a termo (Grupo 3) e
de sangue de adultos, como controles. Os valores de p foram calculados pelo teste t de
Student ndo pareado. T: p < 0,0001.

4.5. Expressao de CTLA-4 em células Treg neonatais

Em decorréncia da menor expressao de CTLA-4 na superficie das células Treg,
além da marcacdo extracelular desta molécula, foi realizada a marcacao intracelular. A
Figura 6 descreve a mediana da frequéncia de células T CD4+CD25hiCD127'°Foxp3+
expressando intra e extracelularmente o marcador caracteristico de linfécitos Treg,
CTLA-4. A analise da frequéncia desse marcador resultou em uma média £ desvio
padrdo de 25,9 £+ 10,6 para o Grupo 1; Grupo 2: 29,0 + 9,8; Grupo 3: 32,6 + 10,8 e
grupo de adultos: 34,5 + 10,3 do total de linfdcitos Treg, nao resultando em diferencas
estatisticas entre os grupos, apesar de ter sido observado um aumento da frequéncia

de acordo com a idade gestacional.
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Figura 6 - Frequéncia de células Treg CD4'CD25"CD127°Foxp3'CTLA-4" nas amostras de
sangue de cordado umbilical de recém-nascidos pré-termo (Grupos 1 e 2) e a termo (Grupo 3) e
de sangue de adultos, como controles.

Estes resultados nos levou a pesquisar a expressdao de CTLA-4, representada
pela analise do MFI desse marcador, em populacdes de células Treg naive (CD45RA") e
de memodria (CD45RA’), analisadas separadamente como duas populagdes diferentes,
as quais podemos observar na Figura 7. De fato, a expressdao de CTLA-4 na populacdo
de Treg naive CD45RA" foi significativamente menor nos RN pré-termo dos Grupos 1 e
2, quando comparados aos nascidos a termo e aos adultos. Em relagdo a populacdo de
células Treg de memoria (CD45RA’), também observou-se uma diminuicdo significativa
da expressao de CTLA-4 apenas no Grupo 1 quando comparado aos grupos de RN a

termo e adultos.

Interessante notar que a comparacdo da expressdao de CTLA-4 nas populagdes
de Treg CD45RA" e CD45RA™ dentro de cada grupo revelou maior expressdo de CTLA-4
nas células Treg de memdria, CD45RA’, apenas no grupo de adultos (p < 0,001) e
expressdo similar de CTLA-4 quando células Treg CD45RA" e CD45RA™ foram

comparadas dentro de cada grupo neonatal.
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Figura 7 - Mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) de CTLA-4 expresso em células Treg
CD4*'CD25"CD127°Foxp3* naive (CD45RAY) e de memdria (CD45RA) das amostras de sangue
de corddo umbilical de recém-nascidos pré-termo (Grupos 1 e 2) e a termo (Grupo 3) e de
sangue de adultos, como controles. Os valores de p foram calculados pelo teste de Mann—
Whitney. "1 p<0,05; " p<0,01; "": p < 0,0001.

4.6. Expressao dos marcadores de homing a4p7 e a4B1 em células Treg neonatais

Em seguida, foi realizada a andlise das células Treg de RN pré-termo e a termo
guanto ao perfil de expressdo dos marcadores de migracao celular a4B7 e a4p1. Na
Figura 8, esta representada a frequéncia de células Treg neonatais expressando os
receptores de homing 04B7 e a4Pl. As frequéncias de células Treg a4B7" foram
maiores em ambos os grupos de RN pré-termo, mas significativamente diferente
apenas no Grupo 1 quando comparado aos RN a termo e adultos. As frequéncias de
células Treg a4B1’ seguiram a mesma tendéncia, mas foi ainda verificada uma maior

frequéncia destas células no Grupo 2 quando comparado aos adultos.
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A analise de correlacao de Pearson revelou uma tendéncia para uma correlacao
inversa entre o percentual de células Treg a4B7" e a idade gestacional (r = -0,2468, p =
0,0573), entretanto, ndo foi detectada nenhuma correlacdo significativa entre o

percentual de células Treg a4P1" e a idade gestacional.
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Figura 8 - Células Treg CD4'CD25"CD127"°Foxp3* expressando os receptores de homing para a
mucosa intestinal a4p7 e a4B1 nas amostras de sangue de corddo dos RN dos Grupos 1,2e3e

kKK

de sangue de adultos. ": p<0,05; ": p<0,01; " : p<0,001; " : p<0,0001.
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5. DISCUSSAO

O estabelecimento de valores normais de referéncia de células T reguladoras
em recém-nascidos e como elas sdo numérica e proporcionalmente afetadas pela
prematuridade fornece a base para posteriores investigacdes sobre a atividade
funcional dessas células. Varios autores descrevem os valores de referéncia para as
subpopulacdes de leucécitos de RN a termo saudaveis (VAN GENT et al., 2009), porém
poucos analisaram os mesmos parametros em RN pré-termo (QUINELLO et al., 2014;

CORREA-ROCHA et al., 2012).

Nosso trabalho evidenciou diferengas significativas entre os grupos de RN
quando os parametros peso e idade gestacional foram comparados. Esses dados
mostram a importancia da divisdo detalhada dos RN em diferentes grupos, ja que
essas diferencas também podem ser vistas na analise dos resultados de
imunofenotipagem, assim como no numero de leucdcitos circulantes, provavelmente
refletindo fases dinamicas de desenvolvimento, onde a diferenga de apenas alguns
dias no periodo gestacional ja mostra um diferente grau de maturacdo (MILCIC, 2010).
Na andlise da frequéncia de células TCD4", a qual exclui a influéncia da leucocitose
caracteristica desse grupo etario, ambos os grupos de RN pré-termo mostraram altas
porcentagens dessas células quando comparados com os adultos e possuem
frequéncias equivalentes aos RN a termo, apesar deste grupo apresentar uma
tendéncia a uma menor porcentagem dessa populacdo quando comparado aos grupos

de pré-termo. Esses resultados sdo consistentes com dados recentes sugerindo que
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esses RN a termo, que estdo prontos para deixar o ambiente protetor do Utero,
apresentam a necessidade de mobilizar um maior ndmero de células para os
linfonodos periféricos a fim de responder aos possiveis agentes infecciosos (PEOPLES

et al., 2009).

Devido ao papel fisiolégico das citocinas como marcadoras de infecgao, a
avaliacdo de citocinas prdé-inflamatdrias, como a IL-6 e IL-8 e citocinas anti-
inflamatdrias, como a IL-10, mostrou ser potencialmente util para o diagndstico
precoce de sepse (NG; LAM, 2010). A analise das citocinas pré e anti-inflamatérias
obtidas das amostras de sangue de corddo foram consideradas dentro da normalidade
para todos os neonatos incluidos em nossa casuistica (PROKESOVA et al., 2006; RIZOS
et al., 2005; SANTANA et al., 2001). Rizos e colaboradores (2005) encontraram niveis
mais elevados dessas citocinas no parto normal em comparagao a cesarea, pois a
liberacdo de citocinas e mediadores inflamatdérios pode ocorrer em outras situacdes
ndo patoldgicas, como a gravidez e o parto, e ndo apenas em infec¢des. A relagdo
estabelecida entre os niveis de citocinas inflamatdrias com tipo de parto mostrou que
o parto vaginal esta fortemente ligado a estimulacdao de uma rede de citocinas,
refletindo diretamente nos altos niveis encontrados no soro materno e no soro de
cordao umbilical durante o parto, bem como nas amostras neonatais durante os
primeiros dias de vida. Esses resultados reforcam a sugestdo de que o préoprio parto a
termo, sendo um processo inflamatério, promoveria a ativacdo da resposta imune
neonatal, ocasionando um aumento significativo de citocinas pré-inflamatérias
durante os primeiros dias de vida. Reforcando ainda esta ideia, Rizos e colaboradores

(2005) constataram a presenca dos receptores sollUveis de citocinas, sIL-6R, sTNFRI e
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sTNFRII, em concentracbes elevadas nas amostras neonatais, o que denota um
mecanismo regulatério de protecdo para a mde e para o neonato contra a funcdo
sistémica das citocinas durante o trabalho de parto e na vida neonatal precoce. No
presente trabalho, a analise da comparacdo das concentracdes das citocinas IL-8, IL-6,
IL-1B e IL-10, separadas por tipo de parto, ndo revelou diferencas significativas, apesar
de ndo podermos descartar a possivel influéncia do pequeno nimero amostral de RN,
ja que foi detectada uma tendéncia a niveis mais elevados principalmente de IL-8 e IL-6

no parto vaginal.

Esse estudo mostrou um aumento significativo da populacdo de células Treg
CD4*'CD25"cCD127"°FoxP3* nos trés grupos de RN em comparacdo aos adultos, tanto
em numero absoluto, quanto em frequéncia e, interessantemente, a frequéncia dessas
células diminui na medida em que a idade gestacional aumenta. Esses resultados estdo
diretamente relacionados a correlagdo inversa entre a propor¢do de células T
reguladoras e a idade gestacional, evento também evidenciado por outros autores

(LUCIANO et al., 2014; CORREA-ROCHA et al., 2012).

De fato, tem sido observado que a contagem absoluta e a porcentagem de
células Treg em RN pré-termo e a termo sdao maiores do que as descritas para criangas
e adultos (RADSTAKE et al., 2009). Existe uma populacdo abundante de células Treg no
feto humano, que compreende uma porcentagem significativamente maior das células
TCD4" periféricas (aproximadamente 15%) do que é encontrado em criancas e adultos
saudaveis (5%) (TAKAHATA et al., 2004). Foi relatado que as células T fetais e adultas
sdo populagdes diferentes que surgem a partir de células tronco hematopoiéticas

distintas de acordo com as diferentes fases de desenvolvimento do sistema imune. A
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propensdo para as células TCD4" fetais se diferenciarem em Treg apds estimulacdo,
evidenciada pelo aumento da expressao de Foxp3 e CD25, sugere que no inicio da vida,
a diferenciacdo dessas células pode favorecer uma populacdo cujo papel é o de
promover tolerancia a antigenos proprios (e potencialmente estranhos, notadamente
aloantigenos maternos) encontrados durante o desenvolvimento (MOLD et al., 2010).
Esses dados podem explicar a presenca de altos niveis de linfocitos T reguladores nos
neonatos e a correlagdo negativa entre a frequéncia destas células e a idade
gestacional. A presenca de valores elevados de células Treg em prematuros poderia
desempenhar um papel protetor na tolerancia materno-fetal, mas também pode ter
um efeito secundario, por meio do qual células Treg inibem a sobrevivéncia e
proliferacdo de linfocitos e outras células do sistema imune (CORREA-ROCHA et al.,

2012).

A inibicdo da resposta imune antimicrobiana mediada por Treg poderia levar a
um clearance ineficaz dos patdgenos, resultando em uma inflamagdo cronica
decorrente da infecgdo persistente. Por outro lado, Tregs participam na regulacdo da
resposta imune impedindo, assim, a ativacdo imune exacerbada e potencialmente
prejudicial. O pool de células Treg de RN prematuros pode ser alterado pela baixa
idade gestacional, exposicdo pré-natal a inflamacdo e corioamnionite (LUCIANO et al.,
2014). No entanto, os critérios de exclusdao utilizados no presente trabalho e ja
discutidos anteriormente, foram escolhidos para tentar reduzir ao maximo a exposicao
pré-natal a inflamacdo e corioamnionite, com o intuito de trabalharmos com uma

casuistica saudavel.
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Tem sido discutido que a presenca de niveis reduzidos de citocinas reguladoras,
em conjunto com a diminuicdo da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) de
FoxP3 em células Treg do sangue de corddo umbilical de filhos de maes alérgicas,
indica uma menor eficiéncia funcional destas células (GEORGESON et al., 2001;
BERRINGTON et al., 2005). O mau funcionamento das células Treg no sangue do
corddo umbilical de criancas de maes alérgicas poderia ser compensado parcialmente
por um aumento do nimero dessas células em comparagao com o grupo saudavel. No
entanto, enquanto uns trabalhos ndo encontraram diferencas significativas no MFI de
FoxP3 entre criangas de alto e baixo risco (RINDSJO et al., 2010), outros estudos
apontam para a diminuicdo da fun¢do das células Treg com base na intensidade de
expressao do FoxP3 (SCHAUB et al., 2008; SMITH et al., 2008; STEINBORN et al., 2010).
Esses resultados controversos poderiam ser explicados por um baixo nimero de
individuos incluidos nos estudos (SMITH et al., 2008) ou por diferentes métodos
utilizados para a quantificacdo de FoxP3 (HRDY et al., 2012; RINDSJO et al., 2010). Com
base nesses dados, realizamos a analise do MFI de Foxp3 nas nossas amostras e, assim
como os resultados referentes ao numero e frequéncia de células Treg ja descritos em
nosso estudo, foi observado um maior MFI de Foxp3 nas Tregs de RN pré-termo em
relacdo aos de termo e, além disso, altos niveis de expressao de Foxp3 no Grupo 2 em
relacdo aos adultos que, baseado em alguns estudos da literatura, implicaria em uma

maior funcdo dessas células em RN pré termo.

Resultados conflitantes nas frequéncias de Treg podem refletir uma variagdo
nas estratégias de formacdo dos gates utilizados nas analises de citometria, diferentes

marcadores de Treg testados, diferentes fluorocromos conjugados aos anticorpos
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monoclonais e também os diferentes grupos étnicos analisados. Todas estas
incoeréncias podem levar a conclusGes ambiguas, pois linfécitos Treg representam
uma populacdo heterogénea de células e muitos problemas metodolégicos surgem no
decurso do seu estudo. Diferentes estratégias de gate utilizadas para a quantificacao
de Treg, tais como CD4'CD25" (TAKAHATA et al., 2004), CD4*CD25"&" (BERRINGTON et
al., 2005; SCHAUB et al, 2008), CD4'CD25"8"cD127'°% (SMITH et al., 2008),
CD4*CD25"8"FoxP3* (MITTAG et al., 2005), CD4'CD25""CD127"°“FoxP3* (SCHOBER et
al., 2014) podem influenciar nas frequéncias encontradas dessas células (HRDY et al.,

2012).

De acordo com Sakaguchi e colaboradores (2010) e Myiara e colaboradores
(2009), a populacdo de células T Foxp3® possui heterogeneidade em seu fendtipo e
funcdo, incluindo células com capacidade supressora e ndo supressora. As células T
CD4'Foxp3* podem ser separadas em trés subpopulagdes funcional e fenotipicamente
distintas, baseadas na expressao de Foxp3, de marcadores de superficie celular, fungao
proliferativa em estado fisiolégico, capacidade de secre¢ao de citocinas, repertério de
TCR e atividade supressora in vitro. Essas trés popula¢ées compreendem: (1) células
Treg naive CTLA-4CD25"'CD45RA'FOXP3"°; (2) células Treg efetoras CTLA-
4*CD25""CD45RAFOXP3" e; (3) células ndo Treg CTLA-4'CD25'CD45RAFOXP3"
secretoras de citocinas. Nessas trés subpopulacdes Foxp3®, o grau de expressdo desse
marcador é diretamente proporcional a expressdo de CD25. Diante disso, podemos
supor que o aumento desses marcadores estd relacionado com o grau de ativacdo e

potencial de supressdo adquirido pelas células Treg.
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De acordo com nossos dados, podemos supor que as subpopula¢des descritas
acima podem fazer parte de um processo de maturacao celular envolvendo a ativacao
das células T reguladoras, ja que células Treg naive, apds estimulacdo, aumentam sua
expressdao de Foxp3, do receptor para IL-2 e adquirem capacidade de proliferacao
celular. Confirmando essa suposicdo, Miyara e colaboradores (2009) determinaram
gue a maior parte de células Treg efetoras Foxp3hi é proveniente de uma recente
ativacao e vigorosa proliferagdao de células Treg naive e apenas uma minoria de células

ativadas pode se desenvolver a partir de células ndo-Treg CD4 Foxp3 in vivo.

E descrito que células Treg de sangue de corddo sdo essencialmente células
naive que expressam o marcador de células T naive CD45RA (TAKAHATA et al., 2004).
Em nosso trabalho, foram verificadas frequéncias significativamente maiores de
células Treg expressando o marcador CD45RA nos 3 grupos de RN em relagdo aos
adultos. Estudos recentes mostraram que a expressdao dos marcadores CD45RA ou
CD45RO0, que sdo mutuamente exclusivos em células T, assim como em células Foxp3”,
sdo particularmente Uteis na marcacdao dessa populacdo quando combinados com a
expressdo de CD25 e/ou Foxp3 (SAKAGUCHI et al., 2010). E sugerido que o sangue de
cord3o umbilical contém células Treg CD4"CD25'FoxP3*CTLA-4" como uma populagdo
funcionalmente madura com fenétipo naive e, apesar da frequéncia mais elevada no
sangue do corddo, essas células ndo necessariamente possuem uma maior atividade
supressora quando comparadas com as de adultos. Apesar do CD45RA ser um
marcador de fendtipo naive em células T, que ndo sofreram estimulo via TCR para
maturacdo, estudos anteriores mostraram que células Treg precisam ser estimuladas

continuamente para manter-se na periferia. Desta forma, apesar de expressarem
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CD45RA, essas células ndo podem ser consideradas estritamente células T naive
(SAKAGUCHI et al., 2010). Além disso, a presenca de ambos os tipos de células Treg,
naive e de memodria, com atividades supressoras equivalentes em diferentes estdgios

do desenvolvimento humano também ja foi demonstrada (VALMORI et al., 2005).

A interacdo entre as células Treg e células dendriticas (DC) in vivo envolve a
molécula co-estimuladora CTLA-4, cuja expressdao é induzida pela ativacdo celular
(VIGNALI et al., 2008). O uso de anticorpos imunobloqueadores anti-CTLA-4 ou em
células Treg CTLA-4-deficientes, a supressao de células T efetoras mediada por células
Treg via DC é reduzida (ODERUP et al., 2006). Em adultos, a maioria das células Treg
expressa CTLA-4 intracelularmente, o que foi provado ser essencial para que as Treg
controlem a ativacdo e expansdo de outras células (CUROTTO DE LAFAILLE et dl.,
2009). Tem sido demonstrado que a interacdo do CTLA-4 com as moléculas
coestimuladoras CD80 e/ou CD86 em DC inibe o acumulo do fator primario de
crescimento de células T, IL-2. Além disso, independente do subtipo de linfécito T que
promove esta ligagdo, ocorre a regulagdo negativa da expressdo de CD80 e/ou CD86
(via endocitose) nas DCs, o que inibira a ativacdo e diferenciacdo das células T
(SANTNER-NANAN et al., 2008; JUNGE et al., 2007). Foi também observado que as
células Treg podem condicionar as DC a expressar indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO),
uma potente molécula reguladora que é conhecida por induzir a producdo de
metabdlitos pré-apoptdticos pelo catabolismo do triptofano, resultando na supressao
de células T efetoras dependente da interacdo entre CTLA-4 e CD80 e/ou CD86

(VIGNALI et al., 2008).
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A auséncia de diferencas estatisticas nas frequéncias de células Treg CTLA-4"
dentre os nossos grupos de estudo implica diferencas na maturacao dessas células
entre recém-nascidos e adultos onde, em neonatos, ha uma predominancia de células
Treg naive. Diante disso, a andlise do MFI de CTLA-4 realizada separadamente em
populacdes de Treg naive e de memdria revelou uma diminuicdo da expressdo de
CTLA-4 em células Treg naive dos RN pré-termo quando comparados com os nascidos a
termo e adultos, e menor expressao de CTLA-4 em células Treg de memadria no Grupo
1. Interessantemente, apenas o grupo de adultos mostrou um aumento da expressao
de CTLA-4 entre células naive e de memodria, sugerindo uma mudanga no grau de
maturacdo destas células. Foi demonstrado que a expressdao de CTLA-4 é diretamente
relacionada com a reserva intracelular desse marcador, pois células naive possuem
reserva desse marcador muito menor que as células de memdria e, portanto, a reserva
pode se esgotar bem mais rapidamente, levando assim a um declinio na expressdo de
CTLA-4 na superficie celular (JAGO et al., 2004). Isto sugere uma deficiéncia das células
naive em produzir CTLA-4 e implica em uma menor funcdo destas células,

particularmente no periodo neonatal.

Tem sido demonstrado que as células Treg sdao também importantes na
regulacdo da atividade de células T em tecidos periféricos e em locais com respostas
imunes em atividade, assim como foi demonstrado que a maioria das células Treg em
sangue de corddo umbilical e de criancas até 18 meses de idade expressam a4B7 e,
possivelmente, migram para tecidos linfoides secundarios no intestino, revelando a
importancia desse érgao como sitio primario da exposicdo antigénica para células T ao

nascimento e no inicio da vida (GRINDEBACKE et al., 2009). Entretanto, aos 3 anos de
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idade, os linfocitos Treg sofrem um processo de maturacdo, com a reducdo da
expressdao de a4B7 e aumento da expressdo de CCR4. De acordo com estudos
preliminares, foi evidenciado que células T CD45RA*FoxP3" em sangue de corddo
umbilical expressam a4B7, enquanto células T CD45RAFoxP3" expressam CCR4
(HIRAHARA et al., 2006; LIM et al., 2006). Sendo assim, de acordo com esses
resultados, hd um consenso de que o fenétipo de homing celular pode ser usado como
um marcador de diferenciagdo de células Treg CD4'CD25" pois, a medida que o
receptor de homing celular muda de a4B7 para CCR4, isso coincide com a

diferenciacao de fenétipo naive para de memoria (RABE et al., 2011).

Apesar de a4B1 ndo ser importante para mediar o recrutamento de linfécitos T
para o trato gastrointestinal sob condi¢cbes ndo inflamatdrias, na doenca de Crohn
ativa, o aumento de VCAM-1 nas células endoteliais pode contribuir para o
recrutamento de leucdcitos para o intestino sob condi¢des inflamatdrias, pela sua

interacdo com a4B1 (KURMAEVA et al., 2014).

Verificou-se que a delecdo da integrina a4, mas nao da integrina B1, em células
T, atenua significativamente o desenvolvimento de colite em ratos e reduz o acimulo
de células T no célon. Esses achados murinos também se correlacionam com uma
reducdo no acumulo de células T CD4" em bidpsias intestinais humanas de pacientes
com a doenga de Crohn ou em fluido cerebroespinal de pacientes com esclerose
multipla tratados com Natalizumab, um anticorpo monoclonal que bloqueia a integrina
a4 e, assim, interfere no homing celular mediado pela integrina a4B7 para o intestino,
assim como no homing dependente da integrina a4f1 para o cérebro (KURMAEVA et

al., 2004). Entretanto, como VLA-4 estd presente em todos os leucécitos, com excecao
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dos neutrdfilos, o bloqueio de VLA-4 pode ndo soé interferir em mecanismos
autoimunes, mas também na vigilancia imunoldgica do organismo, ja que aumentos
significativos dos linfécitos T e B circulantes foram detectados depois da administracdao

de Natalizumab, o que sugere uma interrupcao no trafego linfocitario.

Por outro lado, foi observada uma relativa diminuicdo nos linfdcitos Treg
circulantes, que poderiam estar sendo recrutados para o sistema nervoso central
durante a inflamacdo e poderiam modular a funcdo das células efetoras neste local.
Apesar disso, foi descrito que Natalizumab ndo afetou a ja presente reduzida funcao
supressora das células Treg em pacientes com esclerose multipla. A fun¢do supressora
reduzida é provavelmente decorrente de uma maior proliferacdo dessas células nestes
pacientes em comparacdo com individuos saudaveis, ja que esta descrito que células
Treg em proliferacdo apresentam menor atividade supressora (PUTZKI et al., 2010;

KUMAR et al., 2006).

De acordo com essas afirmacdes, ja foi demonstrada uma migracdo mais
eficiente para o intestino mediada pela quimiocina CCL25 pelas células Treg de sangue
de corddo umbilical comparadas com as de adulto que, por outro lado, parecem migrar
mais eficientemente por meio do ligante de CCR4, CCL22, demonstrando que células
Treg de neonatos apresentam um padrao caracteristico de homing para o intestino e
corrobora com a no¢do de que o intestino é um drgao central no desenvolvimento da

tolerancia (GRINDEBACKE et al., 2009).

Apesar disso, os estudos acima ndo analisaram sangue de corddo umbilical de

RN pré-termo como um grupo isolado e, portanto, nosso estudo mostra, pela primeira
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vez, uma frequéncia ainda maior de células Treg a4B7" em RN pré-termo quando
comparados aos RN a termo, indicando um fendtipo mais imaturo no primeiro grupo.
A tendéncia da correlacdo inversa encontrada entre células Treg a4B7" e a idade
gestacional também favorece essa ideia. Em discordancia com outros estudos, a
auséncia de diferenca estatistica entre células Treg a4B7" de RN a termo e adultos
observada em nosso estudo pode ser explicada pelo fato de que o marcador CD25 foi
utilizado, ao invés de FoxP3, como marcador de células Treg em um dos trabalhos
(GRINDEBACKE et al., 2009) e, no outro, a4B7" foi analisado em células T
CD45RA'FoxP3" e CD45RAFoxP3" separadamente (LIM et al., 2006). Além disso, a
diminui¢do da frequéncia de células Treg a4B7" e a4B1* encontrada em RN a termo
comparados aos pré-termo, corrobora com a baixa frequéncia de células TCD4"
também encontrada no grupo de RN a termo, o que pode sugerir uma migragdo prévia
dessas células para tecidos linfoides secundarios, pois a expressao de receptores de

homing sado frequentemente regulados negativamente quando as células alcancam o

tecido alvo (GRINDEBACKE et al., 2009).

Em conclusdo, foram observadas frequéncias de células T reguladoras
inversamente correlacionadas com a idade gestacional, resultando em altas
frequéncias dessas células em RN pré-termo e a termo comparados aos adultos. No
entanto, essas células possuem um perfil naive com alta expressdo de CD45RA e
a4B7/a4B1 e baixa expressdo de CTLA-4, especialmente no grupo de RN muito pré-
termo, o que sugere uma diminuicdo da funcdo dessas células, particularmente na

prematuridade.
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6. CONCLUSOES

1. Recém-nascidos pré-termo e a termo apresentaram valores elevados de
células T reguladoras em relacdo aos adultos e a frequéncia dessas células
mostrou correlacdo inversa com a idade gestacional;

2. Frequéncias significativamente maiores de células T reguladoras com fenétipo
naive foram observadas em recém-nascidos a termo e pré-termo em relagdo
aos adultos;

3.  Uma menor expressdo de CTLA-4 foi detectada em células T reguladoras naive
em ambos os grupos de RN pré-termo e em células Treg de memoria apenas
nos RN muito prematuros ou moderados (Grupo 1) em comparacdo aos RN a
termo e adultos;

4. Recém-nascidos pré-termo mostraram frequéncias mais elevadas de células T
reguladoras expressando as integrinas envolvidas no homing intestinal a4p7 e

a4B1 quando comparados aos recém-nascidos a termo.

Recém-nascidos pré-termo apresentaram proporg¢des e nimeros mais elevados
de células T reguladoras em relagao aos nascidos a termo e adultos, com frequéncias
inversamente proporcionais a idade gestacional. No entanto, essas células exibiram
um perfil distinto quando comparadas as dos adultos, com alta expressdao do marcador
de células naive CD45RA e do marcador de homing intestinal a4B7" e menor express3o
de CTLA-4, sugerindo um fendtipo funcionalmente imaturo, particularmente em

recém-nascidos muito prematuros.
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1. Justificativa e os objetivos da pesquisa: convidamos a senhora para fazer parte desta
pesquisa, que tem por objetivo avaliar no sangue do corddo umbilical de seu bebé as células T
reguladoras que possuem papel importante no controle da inflamacao e, sua falta, é responsavel
por muitas doencas. Esta pesquisa é importante, pois a crianca recém-nascida tem facilidade de
adquirir infeccdes principalmente porque suas defesas costumam ser inferiores a de criancas de
maior idade. Caso a senhora autorize por escrito, serd colhido 10ml de sangue do corddo
umbilical. O sangue sera colhido utilizando seringa e agulha esterilizada, descartaveis, usadas
uma Unica vez, e os profissionais que fardo esta coleta estardo usando luvas também
descartaveis. Caso a senhora ndo queira participar da pesquisa, vocé tem todo o direito de se
recusar, e isto ndo vai mudar em nada o tratamento do seu filho neste hospital. Caso comece na

pesquisa e depois queira desistir, o tratamento do seu filho também vai continuar igual.

2. Procedimentos que serdo utilizados e propésitos, incluindo a identificagdo dos
procedimentos que sdo experimentais: Sera colhido 10ml de sangue da veia umbilical direto
da placenta que foi retirada de seu corpo na sala de parto da maternidade. Sera quantificado no
sangue do corddo umbilical do seu bebé as células T reguladoras. As coletas serdo feitas
apenas para o presente estudo.

3. Desconfortos e riscos esperados: O sangue de corddo umbilical sera colhido da veia do

corddo umbilical apds a retirada da placenta, logo apés o parto, sem dor ou desconforto algum
para a senhora ou para seu bebé.

4. Beneficios que poderdo ser obtidos: Trata-se de um estudo experimental testando a hipotese
de que bebés recém-nascidos a termo e prematuros apresentam numeros de células T
reguladoras diferentes. Somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de algum
beneficio.

5. Garantia de acesso em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é
o Dra. Patricia Palmeira que pode ser encontrada na Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 647.
Sao Paulo, SP. Telefone(s) (11) 3069-8782. Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre
a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio
Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442

ramal 26 — E-mail: cappesg@hcnet.usp.br

6. E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar

do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao;

7. Direito de confidencialidade — As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com

outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum paciente;
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8.

10.

11.

3
Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em

estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

Despesas e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacéo financeira relacionada a
sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela serd absorvida pelo orcamento da

pesquisa.

Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta

pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo “Caracterizacdo fenotipica da populacdo de células T
reguladoras em sangue de corddo umbilical de recém-nascidos a termo e pré-termo”. Eu
discuti com a pesquisadora Patricia Palmeira sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacdo € isenta de despesas e que tenho
garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter

adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual.
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Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
paciente ou representante legal para a participacédo neste estudo.
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FICHA DE ANAMNESE DAS PARTURIENTES

Identificacao

Morbidades maternas

O OK
Pré-termo abaixo de 34 semanas () PT <34
GRUPO: Pré-termo acima de 34 semanas () PT <37
Termo ( ) T

e e e ;
Caso n° : | Caso n°:
Data do atendimento: : | DataA:
Data do nascimento: | DataNasc:
Dados Maternos
Nome: Iniciais:
Endereco
N° | Complemento Bairro:
CEP Telefone: |
Gestacao 1) | (2 | (3dias | (+de3) | Gesta
Idade gestacional (IG) . ‘7 00.‘0/7 (ignorada) IG:
Método IG (1) USG 1°trim | (2) DUM (3) Capurro . )

(4) N.Ballard | (5) Desconhecido Método 1G:
Morbidades maternas
Circlagem (0) Ausente (1) Presente Circlagem:
Infeccdo: (0) Ausente (1) Presente (2) Néo pesquisado | Infeccdo:
ITU (0) Ausente (1) Presente (2) Nao pesquisado | ITU:
SGB (0) Ausente (1) Presente (2) Néo pesquisado | SGB:
E. coli (0) Ausente (1) Presente (2) N&o pesquisado | E. coli:
Outras (0) Ausente (1) Presente (2) Néo pesquisado | Outros
Especificar
Sorologias
Sifilis/ VDRL (0) N&o reagente | (1) Reagente Titulo: Sifilis/VD
Sifiliss TPPA (0) N&o reagente | (1) Reagente (2) Ndo pesquisado | Siffilis/TP
Sifilis/FTA-Abs | (0) N&o reagente | (1) Reagente (2) N&o pesquisado | Sifilis/Ft
HIV (0) N&o reagente | (1) Reagente (2) N&o pesquisado | HIV:
CMV - 1gG (0) Néo reagente | (1) Reagente (2) N&o pesquisado | CMV/IgG
CMV - IgM (0) Néo reagente | (1) Reagente (2) Ndao pesquisado | CMV/IgM
Rubeola - IgG (0) N&o reagente | (1) Reagente (2) Néo pesquisado | Rubéloa/lgG
Rubeola - IgM | (0) Nao reagente | (1) Reagente (2) Ndo pesquisado | Rubeola/IgM
Toxo - 1gG (0) Néo reagente | (1) Reagente (2) Ndo pesquisado | Toxo/lgG
Toxo - IgM (0) Néo reagente | (1) Reagente (2) Néo pesquisado | Toxo/lgM
Teste de avidez | (0) Alta (1) Baixa (2) Indeterminado Toxo/avidez
Hepatite C (0) Néo reagente | (1) Reagente (2) Nao pesquisado | HVC:
Hepatite B (0) N&o reagente | (1) Reagente (2) Nao pesquisado | HVB
HBsAg (0) Néo reagente | (1) Reagente (2) Né&o pesquisado | HBsAg
Anti-Hbs (0) Néo reagente | (1) Reagente (2) Néo pesquisado | Anti-Hbs
HBeAg (0) Néo reagente | (1) Reagente (2) N&o pesquisado | HBeAg
Anti-Hbe (0) Néo reagente | (1) Reagente (2) Néo pesquisado | Anti-Hbe
Anti-Hbc (0) Néo reagente | (1) Reagente (2) Néo pesquisado | Anti-Hbc




Dados Intraparto

Recém-nascidos

Qutros
Citar

(0) N&o reagente

(1) Reagente

Doengas Maternas

Hipertireoidismo (0) Ausente (1) Presente Hipert:
Hipotireoidismo (0) Ausente (1) Presente Hipot:
Diabete Melito (0) Ausente (1) Presente DM:
Diabete gestacional (0) Ausente (1) Presente DG:
Pneumonias (0) Ausente (1) Presente PN:
Tuberculose (0) Ausente (1) Presente Th:
Febre Reumatica (0) Ausente (1) Presente FR:
Doenca de Chagas (0) Ausente (1) Presente Chagas:
Hipertensdo Arterial Aguda (0) Ausente (1) Presente HASa
Hipertensdo Arterial Cronica | (0) Ausente (1) Presente HASc
LUpus Eritematoso Sistémico | (0) Ausente (1) Presente LES:
Artrite Reumatdide (0) Ausente (1) Presente AR
Polimiosite/Dermatomiosite | (0) Ausente (1) Presente P/D
Poliarterite Nodosa (0) Ausente (1) Presente Pnodo
Outras Doengas auto-imunes | (0) Ausente (1) Presente Autoimune
Citar
Alergias (0) Ausente (1) Presente | Qual? Alergia
Tabagismo (0) Ausente (1) Presente | n°de cigarros Tabaco
Alcool (0) Ausente | (1) Presente | n° doses Alcool
Drogas ilicitas (0) Ausente (1) Presente | Qual? Drogas
Medicamentos: (0) Nao (1) Sim Quais? Medicamentos
Citar:
Corticoides (0) N&o | (1) Sim | Corticoide
Dados Intraparto

Tipo de parto (0) normal (1) forcipe (2) cesérea

Profilaxia SBG |(0) ndo realizada | (1) Adequada (2) Inadequada

Profilaxia HIV  |(0) ndo realizada | (1) Realizada (2) ndo se aplica
Antibioticoterapia

Pré-parto (0) ndo realizada | (1) Realizada
Intraparto (0) ndo realizada | (1) Realizada
Recém-nascidos
Peso de Nascimento (PN): | PN:
Género (1) Masc (2) Fem | (3) Indeterm Género:
Apgar: Apgarl.: Apgarl.:
Apgar5: Apgarb:

Classificagcdo RN:
Clas.IG (1) Pré-termo | (2) Termo | (3) POs-termo Clas.IG
Clas.T (1) PIG (2) AIG (3) GIG Clas.T
Clas.Peso (1) Normal (2) BP (3) MBP Clas.Peso
Risco Infeccioso (0) Néo (1) Sim
Bolsa Rota > 18 horas (0) Nao (1) Sim




Quadro laboratorial

ITU materna (0) Nao (1) Sim
Febre Materna (0) Nao (1) Sim
Corioamnionite (0) Nao (1) Sim
Procedimentos
Procedimento cirurgico (0) Nao (1) Sim Cirurgia:
Hemorragia Intracraniana (0) Nao (1) Sim HIC:
Drogas vasoativas (0) Nao (1) Sim Drogas vasoativas:
Uso de hemoderivados (0) Nao (1) Sim Hemoderivados:
Concentrado de hemacias (0) Nao (1) Sim Hemécia:
Plasma fresco congelado (0) Nao (1) Sim Plasma:
Concentrado de plaquetas (0) Nao (1) Sim Plaquetas:
Gamaglobulina EV (0) Nao (1) Sim Gamaglob.:
Estirpylador de coldnias (granuldcitos (0) Néo (1) Sim Granulokine:
neutrofilos
Hb HT Leucdcitos | Neutrdfilos | INN Plaquetas
HMG 1° exame
Leucdcitos (1) > 20.000 / mm?3 | (2) Entre 20.000 e 5.000 / mm?® | (3) < 5.000 / mm3
Neutrofilos (1) > 1750 / mm3 (2) <1750 / mm3
INN (1)>0,2 (2)<0,2
Plaquetas (1) > 150.000 / mm3 (2) <150.000 / mm3
Hb HT Leucdcitos | Neutrofilos | INN Plaquetas
HMG 2° exame
Leucdcitos (1) > 20.000 / mm?3 | (2) Entre 20.000 e 5.000 / mm® | 3) <5.000 / mm?
Neutrofilos (1) > 1750 / mm3 (2) <1750 / mm3
INN (1)>0,2 (2)<0,2
Plaquetas (1) > 150.000 / mm3 (2) <150.000 / mm3
PCR 1° dia Data:
2° dia Data:
3° dia Data:
PCR1 (1) > 10 mg/L (2) <10 mg/L (3) Néo colhida
PCR2 (1) > 10 mg/L (2) <10 mg/L (3) Néo colhida
PCR3 (1) > 10 mg/L (2) <10 mg/L (3) Néo colhida
HMC (0) Negativa (1) Positiva (2) Néo colhida
Agente (HMC-AE) \
LCR (0) Normal | (1) Alterado | (2) N#o colhido
LCR Leucdcitos Neutréfilos linfocitos Proteinas Glicose
Glicemia
Leucdcitos (1) > 20 leucdcitos / mm?3 (2) < 20 leucocitos / mm3
Neutrofilos (1) > 20% (2)<20%
Proteinorraquia | RNT: (1) > 100 mg% (2) <100 mg%
RN PT (1) > 120 mg% (2) <120 mg%
Glicorraquia (1) < 75% da glicemia (2) > 75% da glicemia
Bacterioscopia | (0) Negativa (1) Positiva
Cultura (0) Negativa (1) Positiva (3) Néo colhido
LCR-AE




Diagnostico

Urocultura (0) Negativa | (1) Positiva | (2) Néo colhida
Método (1) PSP (2) Sondagem (3) Saco coletor
Urocultura-AE
Evolucdo: | Alta hospitalar (0) Nao (1) Sim Alta:
Data da alta Data Alta
Obito (0) N3o (1) Sim Obito
Data Obito

Data do 6bito

Diagnosticos:




