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RESUMO

Faria CCQG. Avaliacdo da resposta imune apos estimulacao de
monocitos via Toll-Like Receptor 2 (TLR-2) em recém-nascidos a
termo e pré-termo [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2013.

O sistema imune neonatal tem sido considerado funcionalmente
imaturo e recentes estudos sugerem que a suscetibilidade do neonato
as infeccoes pode ser devido a alteragcoes funcionais de células
apresentadoras de antigenos que podem levar a deficiéncias
secundarias nas respostas adaptativas. A ativacdo das células
apresentadoras de antigenos € desencadeada pela estimulacao de
receptores, como os Toll-like Receptors (TLRs) e alteracdes na ativacao
desses receptores podem levar a uma subsequente reducao da ativacao
de proteinas da via de sinalizacao intracelular e consequente alteracoes
dos niveis das citocinas pré- e anti-inflamatérias, contribuindo assim,
para uma resposta imune ineficiente do neonato. O Toll-like receptor 2
(TLR-2) € um receptor essencial para o reconhecimento seletivo de
varios antigenos bacterianos e virais, em especial, o peptideoglicano,
que compreende cerca de 50% da parede celular de bactérias Gram-
positivas, como os estafilococos, que sao agentes infecciosos que
prevalecem nas Unidades de Terapia Intensiva Neonatal. O objetivo
deste estudo foi avaliar a ativacao e resposta de monoécitos de sangue do
cordao umbilical de recém-nascidos pré-termo saudaveis <34 semanas
de gestacao (Grupo 1), recém-nascidos pré-termo > 34 e <37 semanas
de gestacao (Grupo 2) e recém-nascidos a termo (Grupo 3) e de adultos
saudaveis, como controles, apos a estimulacdo de TLR-2 ex-vivo com
Pam3CSK4. Apés a estimulacdo dos monocitos, foram determinados os
niveis de expressao dos marcadores de ativacao celular, os niveis das

citocinas pro- e anti-inflamatorias e a expressao de moléculas



envolvidas na sinalizacdo intracelular. A caracterizacao das populacoes
leucocitarias, bem como a capacidade fagocitica de Staphylococcus
aureus e geracao de burst oxidativo por monoécitos e neutrofilos foram
analisados por Citometria de Fluxo. Os resultados demonstraram que
as células dendriticas e monocitos de neonatos expressam TLR-2 em
niveis semelhantes aos de adultos. A expressdao adequada de TLR-2
sugere um reconhecimento antigénico eficiente que é refletido em uma
ativacao apropriada das moléculas da cascata de sinalizacao e uma
potente producao de citocinas pro-inflamatoérias, apesar da reduzida
producao de IL-10. Fagocitos neonatais apresentaram capacidade
fagocitica de S. aureus reduzida em relacao aos adultos e geracao do
burst oxidativo semelhante entre os grupos, no entanto neonatos pré-
termo apresentaram producao de peroxido de hidrogénio deficiente, o
que poderia contribuir com uma reduzida morte intracelular deste
microrganismo. Em conclusdo, o recém-nascido nao apresenta uma
imaturidade funcional, mas sim, um desequilibrio em sua resposta
imune inata, com uma aparente menor producao de fatores anti-

inflamatérios, o que pode levar a predisposicao a sepse.

Descritores: Toll-like receptor 2; Imunidade inata; Recém-nascido
prematuro; Monodcitos; Peptideos e proteinas de sinalizacao intracelular;

Vias de sinalizacao; Fagocitose.



SUMMARY

Faria CCQG. Evaluation of the immune response after stimulation
of monocytes via Toll-Like Receptor 2 (TLR-2) in preterm and term
newborns [thesis]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade

de Sao Paulo; 2013.

The neonatal immune system has been considered functionally
immature and recent studies suggest that susceptibility of the neonate
to infections may be due to functional alterations in antigen-presenting
cells that can prompt to secondary deficiencies in adaptive responses.
The activation of antigen-presenting cells is triggered by stimulation of
receptors such as Toll-like receptors (TLRs) and changes in the
activation of these receptors may lead to a subsequent reduction in the
activation of intracellular signaling pathway proteins and consequent
changes in pro- and anti-inflammatory cytokine levels, thus
contributing to an inefficient immune response of the neonate. Toll-like
Receptor 2 (TLR-2) is an essential receptor for the selective recognition
of several bacterial and viral antigens, in particular, peptidoglycan,
which comprises about 50% of the Gram-positive bacteria cell wall,
such as staphylococci, which are infectious agents that prevail in
Neonatal Intensive Care Units. The aim of this study was to evaluate the
activation and response of monocytes derived from umbilical cord blood
of healthy preterm newborns <34 weeks of gestation (Group 1), preterm
newborns 234 and <37 weeks of gestation (Group 2) and term newborns
(Group 3) and from healthy adults, as controls, after ex-vivo TLR-2
stimulation with Pam3CSK4. After monocyte stimulation, it was
determined the expression levels of cellular activation markers, pro- and
anti-inflammatory cytokine levels and the expression of molecules
involved in downstream intracellular signaling. The characterization of

leukocyte populations, as well as the phagocytic ability of



Staphylococcus aureus and generation of oxidative burst by monocytes
and neutrophils were analyzed by flow cytometry. The results
demonstrated that neonatal dendritic cells and monocytes express TLR-
2 at similar levels to those of adults. The proper expression of TLR-2
suggests an efficient antigen recognition which is reflected in an
appropriate activation of downstream signaling molecules and potent
production of pro-inflammatory cytokines, in spite of the reduced
production of IL-10. Neonatal phagocytes showed reduced phagocytic
capacity of S. aureus compared to adults and similar generation of
oxidative burst between groups, however preterm neonates showed
deficient production of hydrogen peroxide, which could contribute to a
reduced intracellular killing of this microorganism. In conclusion, the
newborn does not present a functional immaturity, but an imbalance in
its innate immune response, with an apparent lower production of anti-

inflammatory factors, which can lead to a predisposition to sepsis.

Descriptors: Toll-like receptor 2; Immunity innate; Preterm newborn;
Monocytes; Intracellular signaling peptides and proteins; Intracellular

signaling; Phagocytosis.
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1. INTRODUCAO

Ao nascimento, o neonato apresenta uma maior suscetibilidade a
agentes infecciosos devido a imaturidade funcional de seu sistema
imune. Algumas funcdées sao particularmente imaturas, enquanto
outros aspectos sao funcionais ao nascimento, mesmo em recém-
nascidos extremamente prematuros (Levy, 2007).

Os neonatos, particularmente aqueles nascidos prematuros, sao
mais vulneraveis a morbidade e mortalidade devido a infeccoes. A
imaturidade do sistema imune inato associada a necessidade de
procedimentos médicos invasivos no contexto de um nascimento
prematuro torna estas criancas altamente suscetiveis a patogenos
neonatais comuns (Sharma et al., 2012).

Onze por cento de todos os bebés nascem prematuros (menos de
37 semanas de gestacao), o que representa cerca de 12,9 milhodes de
criancas nascidas prematuramente a cada ano em todo o mundo (Beck
et al., 2010). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, 3,7
milhoes de recém-nascidos com menos de 28 dias morreram em 2010,
37% dessas mortes foram em consequéncia de causas infecciosas
(WHO, World Health Statistics: 2010). A incidéncia de sepse precoce em
neonatos nascidos a termo € de 0,1%, enquanto em recém-nascidos

pré-termo pode chegar a 0,4%. (Filias et al., 2011).



A incidéncia de infeccao pode variar muito, dependendo da idade
gestacional, com uma maior ocorréncia de infeccao grave e mortalidade
nos primeiros 3 a 7 dias de vida em recém-nascidos prematuros de
muito baixo peso ao nascimento (Lukacs et al., 2004; Wynn e Wong,
2010; Cuenca et al., 2013).

Bebés nascidos a termo se beneficiam de protecdao suplementar
proporcionada pelos anticorpos 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
gestacao (Palmeira et al., 2012; van den Berg et al., 2010).

A imunidade inata € a primeira linha de defesa do organismo
contra a invasao de patogenos e sua ativacao € um passo essencial no
desenvolvimento da imunidade adquirida antigeno-especifica.

O sistema imune inato neonatal € marcado por defeitos
quantitativos e qualitativos dos neutrofilos, reducao dos niveis de
moléculas do complemento, deficiente quimiotaxia e fagocitose durante
os primeiros 2 meses de vida e a reduzida atividade da imunidade
adaptativa é consequente da auséncia de células T de memoria e baixa
producao de imunoglobulinas por células B (Peoples et al., 2009).

Apbs a atuacao das barreiras fisicas, quimicas, biologicas e de
componentes soluveis presentes no sangue ocorre a ativacao das
chamadas células apresentadoras de antigenos (APCs) “profissionais”.

As APCs profissionais sao assim denominadas por: (i) apresentarem



moléculas de MHC (Major Histocompatibility Complex) de classe II,
constitutivamente, na membrana celular; (ii) expressarem moléculas co-
estimuladoras na sua superficie; (iiij por serem eficientes no
processamento e apresentacdao de antigenos. Estas compreendem:
células dendriticas (DCs), monoécitos/macrofagos e linfocitos B
(Trombetta e Mellman, 2005).

Apobs o reconhecimento dos patogenos, as APCs migram do tecido
infectado para os linfonodos regionais, onde apresentam o antigeno
capturado e processado em sua superficie, juntamente com o MHC de
classe II para as células T CD4 naive (Aderem e Ulevitch, 2000;
Janeway e Medzhitov, 2002). Uma eficiente ativacao de células T requer
a ativacao, principalmente, das células dendriticas, a qual envolvera a
inducao de moléculas co-estimuladoras tais como CD80, CD86 e CDA40,

bem como producao das citocinas IL-6, IL-12, IL-1p e TNF-c.

Atividade dos Monocitos Neonatais

Monocitos circulantes aparecem pela primeira vez no sangue fetal
com aproximadamente 18 a 20 semanas de gestacdao e aumentam com
a idade gestacional atingindo, ao nascimento, uma concentracao
superior a da maioria dos adultos. Os monoécitos, ainda, sofrem
diferenciacao nos tecidos, onde se tornam macrofagos mononucleares
ou células dendriticas (Pérez et al., 2010; Lewis e Wilson, 2011).

Os monocitos sao originados da medula 6ssea de um progenitor

mieldide comum compartilhado com neutrofilos, sendo liberados no



sangue periférico onde circulam por varios dias antes de migrarem para
os tecidos e recompor a populacdo de macrofagos teciduais. Sua
morfologia, como monoécitos maduros na circulacdo, € heterogénea e
constitui cerca de 5 a 10% de todos os leucocitos do sangue periférico
em humanos. Sao APCs variaveis no tamanho e na morfologia nuclear e
apresentam diferentes graus de granulosidade (Gordon e Taylor, 2005).

A identificacao inicial dos monocitos € feita pela expressao de
grandes quantidades de CD14 em sua superficie, o qual faz parte do
receptor para o lipopolissacarideo bacteriano (Sanchez-Torres, et al.,
2001).

Recentes estudos mostram que os monocitos podem ser divididos
em duas subpopulacoes principais: células CD14*CD16- e células
CD14*CD16". A primeira, denominada como “classica”, compreende 80
a 90% do total de monodcitos. A segunda subpopulacdo, de mondcitos
CD14*CD16*, é denominada “inflamatéria”, por apresentar elevada
capacidade de produzir altos niveis de citocinas inflamatorias,
habilidade aumentada de apresentacao antigénica, em razao da alta
expressdao de MHC de classe Il e expressdo de genes envolvidos na
fagocitose mediada pelo receptor Fcy (CD16), além de altos niveis de
expressao de Toll-like receptors 2 e 4 (TLR-2 e TLR-4) (Ziegler-Heitbrock,
2007; Sohlberg et al., 2011; Gordon e Taylor, 2005).

Embora monoécitos classicos parecam ser menos eficientes no
processo de apresentacdo antigénica, eles exibem um papel essencial no

desenvolvimento da imunidade inata (Pérez et al., 2010). Além de sua



atividade como APC, os monoécitos apresentam uma funcao central na
fagocitose, morte de microrganismos, producao de citocinas e inducao
de células efetoras (Unanue, 2002). Essas células interagem com
linfécitos T naive formando a “sinapse imunologica”, o que leva a
maturacao e a geracao de células T efetoras totalmente ativadas (Pérez
et al., 2010).

O reconhecimento do peptideo associado a moléculas de MHC na
superficie das APCs profissionais se da através do TCR. Este
reconhecimento dos peptideos+tMHC pelo TCR promove uma ativacao
destes linféocitos devido a fosforilacao das tirosinas na cadeia
citoplasmatica da molécula CD3 e leva a transducao de sinais que
culminam em ativacao de diversos genes, como por exemplo, o gene da
IL-2 (Janeway, 2001). Esse reconhecimento inicial gera um sinal que so6
€ suficiente para ativar completamente os linfécitos de memoria, pois a
expansao clonal de linfocitos T naive requer também outro sinal. Este
segundo sinal € emitido pelas APCs e se da através do reconhecimento
de moléculas co-estimuladoras por moléculas ligantes correlacionadas
nos linfécitos T, como: (i) CD80 e CD86 — CD28; (ii) CD2 - CDS8; (iii)
CD40L - CD40; (iv) ICAM - LFA-1. A emissao deste segundo sinal
desencadeia a sinapse imunologica. O termo sinapse imunologica foi
cunhado para denominar o ponto de contato entre os linfocitos T e as
APCs (Banchereau e Steinman, 1998; Mahnke et al, 2002).

Existem diferencas quantitativas e qualitativas entre monoécitos e

APCs de recém-nascidos e adultos. Diferencas qualitativas em



monocitos sao evidentes no utero, a fenotipagem de monodcitos
circulantes neonatais ou fetais no terceiro trimestre de gestacao,
realizada por citometria de fluxo, revela que os niveis de expressao de
moléculas de MHC classe II sao reduzidos, contribuindo potencialmente
para uma atividade deficiente como célula apresentadora de antigenos

(Jones et al., 2002).

Toll-Like Receptors

A ativacao das APCs é desencadeada por receptores expressos na
superficie ou em compartimentos intracelulares destas células e de
outras células do sistema imune, denominados Receptores de
Reconhecimento de Padroes (PRRs, do inglés Pattern recognition
receptors), que tém a capacidade de discriminar entre os
microrganismos € o proprio, pois reconhecem padroes moleculares
presentes nos patogenos (PAMPs, pathogen associated molecular
patterns), encontrados em uma ampla variedade de microrganismos e
ausentes em nosso organismo (Akira et al., 2006; Aderem e Ulevitch,
2000; Banchereau e Steinman, 1998; Janeway e Medzhitov, 2002).

Entre os mais importantes da familia de PRRs estao os Toll-like
Receptors (TLR) que reconhecem, com seletividade, um grande numero
de variados e complexos PAMPs (Arancibia et al., 2007). O
descobrimento dos Toll-like receptors e seu papel crucial no
reconhecimento de patogenos virais, bacterianos, parasitarios e

fingicos estabeleceu definitivamente a imunidade inata como um elo



entre a deteccdao e reconhecimento dos microbios e a ativacdao do
sistema imune adaptativo.

Toll-like receptors desempenham wum papel importante no
reconhecimento de patogenos e inicio das respostas inflamatoria e
imune. Sua estimulacao por produtos microbianos leva a ativacao de
vias sinalizadoras que resultam na ativacao de genes que codificam
citocinas pro-inflamatorias (Janeway e Medzhitov, 2002).

TLRs sao proteinas que possuem um dominio intracelular
altamente conservado, conhecido como TIR (Toll/IL-1-receptor
homologous region), envolvido na interacao proteina-proteina, o qual €
necessario para iniciar a via de sinalizacdo intracelular. O dominio
extracelular, com repeticoes ricas em leucina (LRRs, Leucine-rich
repeat), esta relacionado ao reconhecimento do ligante. As LRR variam
entre os diferentes TLRs, embora a forma como eles possam discriminar
entre os diferentes PAMPs ainda permanece obscura (Arancibia et al.,
2007).

Em mamiferos existem, pelo menos, 10 membros da familia de
TLR capazes de reconhecer componentes especificos conservados entre
microrganismos. TLR 1, 2, 4, 5 e 6 estao presentes na membrana
plasmatica e TLR 3, 7, 8 e 9 estao localizados em compartimentos
intracelulares (Angelone et al., 2006; Beutler, 2005). Quanto ao TLR-10,
este € encontrado nos linfécitos B e em células dendriticas, porém, a
sua localizacdo na célula e seu ligante microbiano especifico ainda é

desconhecido (Lewis e Wilson, 2011).



Em particular, o Toll-like receptor 2 desempenha uma funcao
central no reconhecimento de bactérias Gram-positivas através do
reconhecimento de variadas PAMPs na parede celular, incluindo acido
lipoteicodico, lipoproteinas, peptideoglicano, glicosilfosfatidinositol em
parasitas, além de espécies de Clamydia e Candida e hemaglutininas
virais, entre outros (Mogensen, 2009; Gay e Gangloff, 2007; Takeda et
al., 2003; Akira, 2003; Kumar et al., 2009; Vadillo e Pelayo, 2012).

A diversidade de ligantes reconhecidos pelo TLR-2 é possivel por
que esse receptor pode reconhecer ligantes em associacao a TLRs
estruturalmente proximos a ele, como o TLR-1 e TLR-6. A principal
consequéncia dessa cooperacao € o aumento do repertorio de
especificidades de ligantes (Kumar et al., 2009). Os heterodimeros de
TLR-2/1 sao capazes de reconhecer triacil lipopeptideo derivado de
bactérias Gram-negativas e a [-defensina-3, peptideo antimicrobiano
capaz de ativar monocitos e células dendriticas (Funderburg et al.,
2007), além de um agonista sintético conhecido como Pam3CSK4. A
associacao entre TLR-2/6 permite o reconhecimento de diacil
lipopeptideo e acido lipoteicéico (LTA) presentes em bactérias e
zymosan, presente em fungos (Akira et al., 2006).

A importancia de TLR-2 na defesa contra bactérias Gram-
positivas € comprovada em varios estudos que mostraram uma maior
susceptibilidade ao desafio com Streptococcus pneumoniae e

Staphylococcus aureus em camundongos deficientes de TLR-2 em



comparacao aos camundongos selvagens (Echchannaoui et al., 2002;
Mancuso et al., 2004; Takeuchi et al., 2000).

A ativacao da cascata de sinalizacao via TLR se inicia a partir de
um estimulo por uma PAMP apropriada, provocando o recrutamento e
associacao das moléculas adaptadoras TIRAP (TIR-domain-containing
adaptor protein, também conhecida como MyD88-adaptor-like protein,
MAL) e MyD88 (Myeloid differentiation primary response gene 88)
através da interacdo dominio TIR-TIR (Figura 1) (Ulrichts e Tavernier,
2008). Uma vez que a MyD88 se liga a cauda do receptor, ocorre o
recrutamento e ativacao de membros da familia IRAK (IL-1 receptor
associated kinase). IRAK-4 é recrutado, ativado e, em seguida, IRAK-
1/2 sao sequencialmente fosforilados, sendo IRAK-4, particularmente
importante por ser indispensavel na inducao da resposta a IL-1 e outros
ligantes de TLR. Em seguida, IRAK-1 e IRAK-2 sao associadas ao TRAF-
6 (tumour-necrosis-factor-receptor-associated factor-6) que age como uma
ligase de wubiquitina e, junto com o complexo enzimatico de
ubiquitinacdo catalisa a sintese de cadeias poliubiquitinadas em sua
propria molécula e em outros substratos, incluindo membros do
complexo IKK (IkappaB kinase) e kB (lkappaB protein). Um papel
central nos eventos de sinalizacao da cascata € o recrutamento da TAB-
2 (Proteina 2 ligante de TAK-1, Transforming growth factor b-activated
kinase 1) e TAB-3 que se associam ao TRAF-6 ubiquitinado, o qual se
liga a TAK-1 levando a sua ativacao. TAK-1, entao, estimula a ativacao

de duas vias distintas, uma envolvendo o complexo IKK e outra, a via da
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MAPK (Mitogen-activated protein kinase). Na primeira via, a ativacao de
TAK-1 leva a ativacao do complexo IKK, composto pelas quinases IKKa e
IKKB, bem como a IKKy (NEMO) resultando na fosforilacdo de IKKa e
IKKB que, por sua vez, estimulam a fosforilacdo da proteina IxB
(Mogensen, 2009). Apos sua fosforilacao, IxkB € ubiquitinado e
degradado no proteassomo, permitindo a ativacdo e translocacao de NF-
kB (nuclear factor-xB) para o nucleo da célula, onde se liga a sitios kB
presentes em promotores e intensificadores de uma ampla gama de
genes pro-inflamatorios, que sao, entao, transcritos (Mogensen, 2009;
Vadillo e Pelayo, 2012).

Na segunda via, TAK-1 fosforila membros da familia MAPK (MKK)
incluindo MKK3, 4, 6, e 7. MKK3/6 fosforilam e ativam a proteina p38,
enquanto que MKK4/7 ativam a JNK (c-Jun N-terminal kinases). A
molécula TPL-2 (Protein tumor progression locus 2), membro da familia
MKK, medeia a ativacao de ERK1/2 (Extracellular signal-regulated
kinase 1/2) pela mesma via. Por fim, essas vias de sinalizacado levam a
ativacdo do fator de transcricao AP-1 (Activator protein 1), o qual
contribui com a regulacao da producao das citocinas pro-inflamatoérias
€ quimiocinas, assim como a proliferacado e sobrevida celular
(Mogensen, 2009; Yamamoto e Takeda, 2010; Risco et al., 2012; Vadillo

e Pelayo, 2012).
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Figura 1: Adaptado de Zhang Y et al., PLoS One, 2013.

A funcao essencial e nao redundante iniciada pela TAK-1 é
fortemente sugerida pela resposta significativamente reduzida de NF-
kB, JNK e p38 a varios ligantes de TLR em células derivadas de
camundongos deficientes dessa quinase (Mogensen, 2009).

A ligacao do TLR ao seu ligante em APCs resulta na ativacao e
maturacao destas células, observada através do aumento da expressao
das moléculas co-estimuladoras que serao importantes no inicio da
resposta imune adaptativa (Kadowaki et al., 2001). Portanto, alteracoes
funcionais nas APCs podem levar a deficiéncias secundarias nas

respostas de células T (Zinkernagel, 2001).
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Dados da literatura mostram o envolvimento dos TLRs na
regulacao da hematopoiese precoce em vertebrados. Nagai et al. (20006)
reportaram que TLR-2 e 4 sao expressos desde os estagios mais
precoces da diferenciacao hematopoiética murina e que, ao serem
estimulados pelos seus ligantes Pam3CSK4 e Lipopolissacarideo (LPS),
respectivamente, induzem as células-tronco e progenitores mieloides a
entrarem no ciclo celular e promoverem sua diferenciacao em
granulocitos e macrofagos, ignorando a necessidade de fatores de
crescimento e diferenciacao. Estimulacao semelhante em progenitores
linfoides promove a producao de células dendriticas, sugerindo que, o
reconhecimento de componentes microbianos € possivel desde as etapas
mais precoces da hematopoiese.

A compreensao dos mecanismos da imunidade inata progrediu
notavelmente a partir do descobrimento dos receptores Toll-like, que
nao somente participam da inducao da secrecao de citocinas pro-
inflamatorias e da expressao de moléculas co-estimuladoras implicadas
na modulacdo da resposta imune, mas também no controle dos eventos

que antecedem a hematopoiese (Vadillo e Pelayo, 2012).

Fagocitose e burst oxidativo

Neutrofilos e macrofagos sdao as principais células da resposta
imune inata e representam a primeira linha de defesa contra patégenos.
Ambos possuem uma gama de dispositivos antimicrobianos (Aderem e

Underhill, 1999). No entanto, a eficiéncia da fagocitose bacteriana
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depende basicamente da opsonizacao do patogeno, assim como o estado
de ativacao do fagocito (Stout e Suttles, 2004). A opsonizacao ocorre
quando um microrganismo € revestido com moléculas que favorecem a
fagocitose. As principais proteinas envolvidas nesta funcao sao: a
imunoglobulina de classe G (IgG), fracoes C3b e C3bi do sistema
complemento e a fibronectina.

Os neutrofilos sao as células fagociticas recrutadas mais
precocemente, as quais migram do sangue para os tecidos com o
objetivo de ingerir e destruir os microrganismos evitando, assim, a
infeccao (Vasselon e Detmers, 2002). Os neutrofilos englobam e digerem
0s microrganismos através da acao de proteinas e enzimas microbicidas
digestivas contidas nos seus granulos citoplasmaticos tornando-as
capazes de hidrolisar polissacarideos simples e complexos além de
proteinas, lipideos e outros substratos (Faurschou e Borregaard, 2003;
Chen et al., 2011).

Os macrofagos apresentam grande plasticidade funcional,
permitindo uma adaptacao fenotipica rapida as mudancas no
microambiente (Stout e Suttles, 2004). A esse respeito, a ativacdo
classica dos macrofagos por interferon (IFN)-y e fator de necrose tumoral
(TNF) aumenta sua expressao de receptores de reconhecimento (PRRs),
levando ao aumento da fagocitose. Além disso, os mecanismos
microbicidas, como o burst oxidativo sdao altamente regulados de forma

mais eficaz para eliminar as bactérias (Soehnlein et al., 2008).



14

O processo de digestao do microrganismo envolve basicamente
dois eventos celulares: degranulacao no vacuolo fagocitico com a
formacao do fagolisossomo e o burst respiratéorio com a producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS, reactive oxygen species) (Hampton et
al., 1998), seguidos da liberacao de citocinas inflamatorias pelos
fagocitos (Babior, 1999; Babior, 2000).

Neutrofilos e macrofagos produzem espécies reativas de nitrogénio
e espécies reativas de oxigénio por um mecanismo denominado burst
oxidativo, além de citocinas e quimiocinas, que amplificam e dirigem a
resposta imune (Hoebe et al., 2004). Além disso, os monocitos e
macrofagos possuem diferentes enzimas hidroliticas em seus
lisossomos, que contribuem para a degradacao dos patogenos
internalizados (Appelberg, 2006).

De modo geral, as espécies reativas de oxigénio consequentes da
fagocitose sao geradas principalmente através da ativacdo da NADPH
(Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) oxidase, uma enzima
complexa que consiste de trés subunidades citosélicas e duas
subunidades de membrana. A separacao destes dois grupos de
componentes em compartimentos distintos garante a inatividade do
complexo enzimatico em células inativadas. Apds o reconhecimento do
agente invasor, ocorre a organizacao do complexo NADPH oxidase na
membrana plasmatica, seguida da producao de espécies reativas do
oxigénio (ROS). Como a producdo dessas ROS é associada a um

aumento abrupto do consumo de oxigénio, o evento metabodlico no qual
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elas sdao geradas € chamado burst (“explosao”) respiratorio ou burst
oxidativo. O precursor destes oxidantes reativos € o radical anion
superoxido (0O2'7), o qual é convertido, em sua maior parte, em peroxido
de hidrogénio (H202). Apesar de nao ser um radical livre devido a
auséncia de elétrons desemparelhados na ultima camada, o H2O2 € um
metabolito extremamente deletério, pois participa da reacdao que produz
o radical hidroxila (OH’), que € altamente toxico para as células, pois, a
combinacao extremamente rapida do OH' com metais ou outros radicais
no proprio sitio onde foi produzido confirma sua alta reatividade. Assim,
se o radical for produzido proximo ao DNA e a este DNA estiver fixado
um metal, como ion Fe++, poderao ocorrer modificacoes de bases
purinicas e pirimidinicas, levando a inativacdo ou mutacdao do DNA.
Além disso, o OH’ pode inativar varias proteinas de membrana celular e
enzimas ao oxidar seus grupos sulfidrilas a pontes dissulfeto. Também
pode iniciar a oxidacdo dos acidos graxos polinsaturados das
membranas celulares (lipoperoxidacao) (Ferreira e Matsubara, 1997).

Contudo, outros fatores contribuem para uma eficiente funcao do
sistema fagocitario, que incluem: (i) a presenca de numeros adequados
de monocitos 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).

Todos os estimulos pro-inflamatorios, metabdlicos e imunologicos

provocam o aumento do recrutamento de monoécitos para locais
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periféricos, onde ocorre a diferenciacdo em macrofagos e células
dendriticas, contribuindo assim, para a defesa do hospedeiro,
remodelacao e reparacao tecidual (Gordon e Taylor, 2005).

Como ja foi discutido anteriormente, os monocitos tém um papel
crucial na resposta imune primaria devido a sua habilidade de fagocitar
e degradar patogenos bacterianos. Por fim, esses eventos podem levar o
monocito a dois caminhos distintos, ou seja, monocitos podem migrar
para os tecidos linfoides e ativar o sistema adaptativo, ou podem sofrer
apoptose, proporcionando sua morte induzida pela fagocitose (Gille et
al., 2009).

A fagocitose das células apoptéticas pelos monoécitos é
importante, pois proporciona a homeostasia tecidual através da
remocao de leucocitos infectados, como por exemplo, os neutroéfilos em
tecidos inflamados. A remocao tardia pode levar a necrose secundaria
das células apoptéticas e, entdo, perpetuar a inflamacdo e

consequentemente, destruicao tecidual (Gille et al., 2009).

Padrao de citocinas inflamatorias produzidas por monocitos

A producao de citocinas em resposta a ligantes de TLR € uma das
caracteristicas relevantes de monocitos e macrofagos teciduais
(Sohlberg et al., 2011).

Embora muitos estudos tenham mostrado um padrao distinto da
producao de citocinas pelas APCs neonatais quando comparados aos

adultos, poucos tém abordado os mecanismos responsaveis por tais
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diferencas. Evidéncias recentes indicam que o estado fisiologico distinto
de células mononucleares neonatais ao nascimento, incluindo sua
exposicao a distintos fatores humorais inerentes a gestacdo e/ou ao
nascimento, poderiam contribuir substancialmente para a polarizacao
de suas respostas de citocinas mediadas por TLR. Em nota, as células
mononucleares do sangue de cordao-umbilical contém uma
concentracao intracelular aproximadamente 20 vezes maior de segundo
mensageiro de cAMP (Adenosina 3',5'-monofosfato ciclico) (Levy et al.,
2006), uma molécula que pode ativar a via dependente e independente
da proteina kinase para inibir a producao de TNF induzida por um
estimulo (Hasko e Cronstein, 2004). Neste caso, cAMP pode reduzir a
producao de TNF através da fosforilacao da MAPK (Mitogen-activated
protein kinase) (Zhang et al., 2006), molécula crucial cuja ativacao
induz a producao do TNF. Ainda, cAMP é também conhecido por inibir
varias outras citocinas como IFN-a, IFN-f e IL-12, que sao pouco
expressas em monocitos neonatais, enquanto preservam ou aumentam
a expressao de outras citocinas produzidas por APCs neonatais como a
IL-6, IL-10 e a IL-23 (Schnurr et al., 2005).

Alguns defeitos funcionais de fagocitos mononucleares neonatais
tém sido documentados, comparados aos seus homologos adultos, que
evidenciam imaturidade, producado diminuida de citocinas e fagocitose
alterada. Monocitos e macrofagos neonatais produzem baixos niveis de
citocinas pro-inflamatorias, como TNF-o, IL-1B ou IL-12, em resposta

aos ligantes de TLR e, por outro lado, altos niveis de IL-6, IL-8, IL-10 e
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IL-23 (Levy, 2007). Essas alteracoes provavelmente resultam em vias de
sinalizacao ligadas ao TLR pouco eficientes, mas a natureza destas
deficiéncias ainda nao esta bem elucidada. Embora monocitos
neonatais expressem RNA mensageiro (mRNA) para os diferentes TLR
em niveis similares aos de monoécitos de adultos, esses dados néao
excluem possiveis diferencas na expressdao da proteina destes
receptores. Por exemplo, embora os niveis de mRNA da molécula MyD88
estejam normais em monocitos do sangue de cordao, a expressao da
proteina € reduzida, contribuindo possivelmente para a deficiente
producao de TNF mediada pelo TLR (Yan et al., 2004; Sadeghi et al.,
2007). Essas diferencas poderiam constituir mecanismos basicos para a
exacerbada suscetibilidade a infeccoes em bebés prematuros (Velilla et
al., 2000).

A relevancia potencial da expressao de TLR-2 na saude e na
doenca neonatal € o reconhecimento de patéogenos que sao relevantes
para o neonato como Streptococcus grupo B, Listeria monocytogenes,
Mycoplasma hominis, C. albicans hyphae e citomegalovirus (van der
Graaf et al., 2005; Henneke e Berner, 2006). Neste contexto, a
maturacao funcional da expressao do TLR tem sido de muito interesse.
Monocitos do sangue de cordao umbilical de pré-termos tém expressao
basal de TLR-4 diminuida, mas normal de TLR-2 comparado com
monocitos do sangue periférico de adultos (Forster-Waldl et al., 2005).
Embora varios estudos estabelecam a similaridade entre a quantidade e

a expressao de TLRs em monocitos do sangue de cordao umbilical de
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recém-nascidos a termo e monocitos de sangue periférico de adultos, a
funcionalidade da ativacao desses TLRs parece ser muito diferente (Levy

et al., 2004; Yan et al., 2004).

Justificativa

Apesar dos progressos substanciais na definicao dos meios pelos
quais produtos microbianos ativam a liberacdo de citocinas apos
estimulacao de TLRs, pouco se sabe sobre a expressao e funcao deste
sistema em recém-nascidos humanos, particularmente nos pré-termos,
uma populacao em risco relativamente elevado de infeccao microbiana e
sepse. Alguns estudos que avaliaram a producao e liberacao de
citocinas comparando-se leucocitos neonatais e de adultos apos
estimulacao in vitro, mostraram baixas respostas em neonatos (Levy et
al., 2004). No entanto, nao existem relatos publicados da atividade de
uma gama de ligantes bem definidos para TLR e expressdao de seus
receptores e moléculas intermediarias envolvidas na sinalizacdo em
monocitos neonatais.

Contudo, a resposta imune inata do recém-nascido pode estar
sujeita a alteracoes na ativacdo de TLR-2 e subsequente reducao da
ativacao das proteinas sinalizadoras podendo levar a alteracoes nos
niveis de expressado génica e niveis séricos das citocinas pro- e anti-

inflamatoérias, além da reduzida atividade fagocitica e microbicida dos
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fagocitos, contribuindo, assim, para uma resposta imune ineficiente do
bebé decorrente de algumas dessas alteracoes.

O TLR-2 €& um receptor essencial para o reconhecimento seletivo
de peptideoglicano, que compreende cerca de 50% da parede celular de
bactérias Gram-positivas. Dentre estas, estao os estafilococos, que sao
agentes infecciosos que prevalecem nas Unidades de Terapia Intensiva
Neonatal (UTIN), responsaveis por surtos epidémicos, sendo classica a
infeccdo por Staphylococcus aureus e, mais recentemente, foi
reconhecida a importancia das infeccoes por estafilococos coagulase
negativos, especificamente por S. epidermidis, acometendo
preferencialmente os recém-nascidos com reduzida imunocompeténcia,
como os recém-nascidos pré-termo (Sadeck e Ceccon, 2006).

Atualmente, a taxa de infeccao bacteriana nas UTIN, situa-se
entre 6 e 25%, sendo maior nos recém-nascidos com peso inferior a
1.500 gramas, especialmente naqueles menores de 1.000 gramas
(Richards et al., 2003; Nizet e Klein, 2011). Portanto, é de extrema
importancia realizar uma completa avaliacao da atividade do TLR-2, que
compreende estimulacao, ativacao da cascata de sinalizacao e producao
de citocinas para a estimulacao dos linfocitos T em recém-nascidos com
diferentes idades gestacionais, a fim de comparar a maturacao
funcional deste receptor.

Em sintese, o estudo da imunidade inata neonatal nao s6 fornece
uma visao sobre o desenvolvimento do sistema imune inato humano,

mas também fornece valiosas informacoes sobre possiveis mecanismos
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subjacentes de doencas infecciosas neonatais. Uma melhor
compreensao destes mecanismos pode levar a mnovas opgoes

terapéuticas (Sadeghi et al., 2007).
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OBJETIVO

Avaliar a ativacao de monoécitos do sangue de cordao umbilical de
recém-nascidos a termo e recém-nascidos pré-termo de diferentes
idades gestacionais mediante estimulacao via Toll-like receptor 2 (TLR-

2).

Objetivos especificos

1. Quantificar a expressao dos marcadores de ativacao e das citocinas
TNF-o, IL-1pB, IL-6, IL-8 e IL-10 em cultura de monécitos do sangue
de cordao umbilical, estimulados ou nao, via TLR-2;

2. Avaliar as populacoes leucocitarias presentes no sangue de cordao
umbilical;

3. Determinar a capacidade fagocitaria e burst oxidativo dos fagocitos
mono e polimorfonucleares presentes no sangue de cordao
umbilical;

4. Determinar os niveis de expressao das proteinas envolvidas na via
de sinalizacao intracelular, como MyD88, ERK1/2, JNK, p38 e do
fator de transcricao NFxB, antes e apos estimulacao via TLR-2 de

monocitos do sangue de cordao umbilical.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Etica

O presente projeto obteve prévia aprovacdo do Comité de Etica
para Analise de Projetos de Pesquisa — CAPPEsq da Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sédo Paulo (Protocolo de Pesquisa n°0101/10), e do Comité de Etica do
Hospital Universitario da Universidade de Sao Paulo (Registros CEP-
HU/USP 972/09). Além disso, ap0s a apresentacdo minuciosa do
trabalho, todas as parturientes doadoras assinaram um termo de
consentimento pré-esclarecido onde estiveram inteiramente de acordo

em participar do mesmo.

3.2. Casuistica

3.2.1. Obtencao de amostras de sangue de cordao umbilical

Para o presente trabalho, foram colhidas 17 amostras de recém-
nascidos pré-termo com idade gestacional < 34 semanas (Grupo 1), 30
amostras de recém-nascidos pré-termo > 34 e < 37 semanas (Grupo 2) e
47 amostras de recém-nascidos a termo = 37 semanas (Grupo 3). A
coleta foi realizada no Centro Obstétrico do Hospital Universitario da
USP e no Centro Obstétrico do Instituto Central do Hospital das

Clinicas.
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Foram utilizados tubos contendo heparina para realizacdao das
culturas celulares e para o ensaio de Dihidrorodamina-123 (DHR),
tubos com gel separador para a dosagem de citocinas no soro e tubos
contendo EDTA para a realizacao da imunofenotipagem. Antes da
coleta, foi realizada uma analise dos prontuarios para escolha das
possiveis doadoras e aplicacao de uma ficha de anamnese a parturiente,
estabelecendo os seguintes critérios de inclusao: idade entre 18 e 35
anos; reacoes sorologicas negativas para doencas infecto-contagiosas
como hepatite, HIV e sifilis. Foram estabelecidos como critérios de
exclusao: sinais de infeccao durante gestacao, trabalho de parto
prolongado, niveis de proteina C reativa aumentados e hemocultura
positiva.

A idade gestacional foi determinada considerando-se a data da
ultima menstruacao (DUM) e, quando nao foi possivel, utilizou-se a
ultra-sonografia fetal realizada no primeiro trimestre. Na avaliacao
clinica da idade gestacional, quando surgiram duvidas sobre a data da
ultima menstruacao e na auséncia do exame de ultra-sonografia, foi

utilizado o método de Capurro (1978) e New Ballard (1991).

3.2.2. Amostras controle de sangue de adultos saudaveis

Foram obtidas amostras de sangue periférico de adultos
saudaveis que foram utilizadas para a padronizacdao e controle dos
testes realizados. Os critérios de selecdao foram: adultos voluntarios

saudaveis de 18 a 35 anos, dos sexos masculino e feminino, com
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reacoes sorologicas negativas para HIV, HTLV I/II, hepatites B e C,
doenca de Chagas e sifilis, e auséncia de sintomas de infeccao no

periodo da coleta.

3.3. Agonista do TLR-2

A estimulacdao das células em cultura foi feita utilizando um
lipopeptideo sintético bacteriano denominado Pam3CSK4 (Catalog # tlrl-
pms, Invivogen, San Diego, CA, USA) que mimetiza a porcao amino-
terminal das lipoproteinas bacterianas. O reconhecimento do
Pam3CSK4 é mediado pelo TLR-2 que coopera com o TLR-1 através de
seus dominios citoplasmaticos. O Pam3CSK4 foi testado nas
concentracoes de 1, S e 10ug/mL em culturas de monocitos a fim de
determinar a concentracao ideal de estimulo, que foi estabelecida em

Sug/mlL.

3.4. Dosagem de citocinas nas amostras de soro de cordao

umbilical

Para auxiliar a identificacdo de amostras de sangue de cordao
umbilical de recém-nascidos (RNs) a termo e pré-termo que
apresentassem uma possivel infeccao, em associacdo com os dados do
prontuario foram dosadas nas amostras de soro as concentracoes
basais das citocinas através dos Kits de CBA (BD™ Cytometric Bead

Array System, BD Biosciences, San Jose, CA, USA), Kit pro-inflammatory
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e Kit Th1l, Th2, Th17, que incluem as citocinas IL-1(3, IL-6, IL-8, IL-10,
TNF-a, IL-12p70, IL-2, IL-4, IFN-y, IL-17A, de acordo com as instrucoes
do fabricante.

Resumidamente, no teste foram usados 50ul das amostras de
soro adicionadas a um pool de beads de captura especificas para todas
as citocinas citadas. Também foi acrescentado o reagente de deteccéao
conjugado a PE. Esses mesmos reagentes foram adicionados as
diluicoes seriadas dos padroes das citocinas. Apés 2 horas de
incubacao a temperatura ambiente e protegido da luz, todos os tubos
foram lavados e analisados por citometro de fluxo, de acordo com a
intensidade de fluorescéncia de cada bead de captura para cada
citocina. Foram salvos 2.000 eventos em P1l. As concentracoes dessas
citocinas nas amostras foram determinadas através da Mediana de
Intensidade de Fluorescéncia de PE (MFI, median fluorescence intensity)

e baseadas na curva padrao obtida para cada citocina.

3.5. Estudo funcional dos monodcitos

3.5.1. Separacao celular para a obtencao das células mononucleares

do sangue

Imediatamente apdés a dequitacao da placenta, foram coletados
aproximadamente 40mL de sangue de corddao umbilical em tubos
contendo heparina. Em ambiente estéril, o sangue foi diluido em

solucao salina na proporcao de 1:3. Apdés homogeneizacao, foram
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colocados 10mL de Histopaque (Histopaque 1077 g/mL, Sigma, St.
Louis, MO, USA) em outros tubos e adicionou-se cuidadosamente 20mL
do sangue diluido. Os tubos foram centrifugados a 2200 rpm por 20
minutos a 25°C e a camada de células mononucleares foi retirada e
passada para outro tubo. Foram realizadas duas lavagens com salina
estéril e centrifugacao a 1800 rpm por 10 minutos a 10°C. Por fim, o
pellet contendo as células mononucleares foi ressuspendido em meio
RPMI-1640 (Gibco®, Life Technologies, Foster City, CA, USA)
suplementado com L-Glutamina a 1%, Gentamicina (50mg/L) e Soro
Fetal Bovino (SFB) (Sigma, St. Louis, MO, USA) a 10% (meio R-10). A
viabilidade das células foi observada em microscopio optico utilizando
corante Trypan Blue (Trypan Blue Solution 0,4%, Sigma, St. Louis, MO,
USA) e sua contagem foi realizada no contador automatico (Cell-Dyn CD-
1700 Hematology Analyzer, Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL, USA). A
concentracao de células foi calculada de modo que em cada poco da

placa de 24 wells contivesse 1x10° células/mL.

3.5.2. Cultura de Monocitos

Apobs separacao celular, as células mononucleares do sangue de
corddao e as células mononucleares do sangue periférico de adultos
foram ressuspendidas em meio R-10 e distribuidas em placas de 24
wells na concentracao de 1x106 células/mL e mantidas a 37°C em
estufa com 5% de CO2, overnight, para aderéncia dos monocitos. Em

seguida, o sobrenadante contendo linfécitos foi retirado e os pocos
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lavados 2 vezes com meio RPMI-1640 para retirar os linfocitos
restantes. As células foram, entdo, estimuladas com Sug/mL de
Pam3CSK4, diluido em meio R-10. Os pocos utilizados como controle
negativo do teste nao foram estimulados, sendo adicionado somente o
meio R-10. O sobrenadante de cultura foi, entao, colhido 18 horas apoés
o estimulo e armazenado em microtubos a -80°C para posterior
dosagem das citocinas. Em seguida, as placas foram submetidas a um
banho de gelo por 10 minutos. Em ambiente nao estéril, as células
foram lavadas e ressuspendidas 3 vezes com Staining Buffer (PBS 7,4
acrescido de 1% de SFB e 0,1% de azida sodica) gelado. A suspensao de
células contida em cada poco foi transferida para tubos de citometria,
que foram centrifugados a 1800 rpm por 10 minutos e o sobrenadante
foi desprezado. Em cada tubo, foram adicionados 100ul de Staining
Buffer e realizou-se a marcacao celular com os anticorpos monoclonais
descritos na Tabela 1, selecionados previamente para avaliar a
populacao celular e ativacao das células cultivadas. Os tubos foram
incubados por 30 minutos a temperatura ambiente e na auséncia de luz
e em seguida 500ul de Staining Buffer foram adicionados e os tubos
centrifugados a 1800 rpm por S minutos a 4°C. O sobrenadante foi
desprezado e as células foram lavadas mais 2 vezes nas mesmas
condicoes. Por fim, 300ul de Staining Buffer foi adicionado aos tubos e
seguiu-se com a aquisicao das células no citometro FACS LRS II
Fortessa (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), salvando 10.000 eventos

dentro do gate de monocitos HLA-DR*CD14+. As analises foram feitas
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no software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR, USA) e os dados
apresentados representam a Mediana da Intensidade de Fluorescéncia

(MFI, median fluorescence intensity) dos marcadores.

Tabela 1. Marcadores de superficie celular dos monocitos cultivados

Anticorpo

Clone Fluorocromo Fabricante
monoclonal
HLA-DR G46-6 V500 BD Biosciences
CD14 MS5E2 Pacific blue @ BD Biosciences
CD80 BB1 FITC BD Biosciences
CD86 2331(FUN-1) PECy5S BD Biosciences
CDh40 5C3 PE BD Biosciences
TLR-2 (CD282) 11G7 Alexa 647 BD Biosciences

A dosagem dos niveis de citocinas pré- e pos-estimulo no
sobrenadante das culturas de monocitos também foi feita através do Kit
CBA, quantificando as citocinas pro-inflamatérias IL-1f, IL-6, IL-8,
TNF-a e anti-inflamatoéria IL-10, de acordo com as instrucoes do

fabricante.

3.6. Caracterizacao dos leucocitos do sangue de cordao umbilical

por Imunofenotipagem

Para a realizacdo da imunofenotipagem, as hemacias das
amostras de sangue colhidas em tubo contendo EDTA foram lisadas
com Lysing Buffer (BD Pharm Lyse™, BD Biosciences, San Jose, CA,
USA), incubadas a temperatura ambiente por 20 minutos e
centrifugadas a 1800 rpm por 10 minutos a 10°C, desprezando-se o

sobrenadante. Apoés a repeticao do procedimento descrito acima, foram
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realizadas 2 lavagens com Staining Buffer e centrifugacao a 1800 rpm
por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado
e as ceélulas ressuspendidas no volume de Staining Buffer adequado
para que em cada well da microplaca de 96 wells contivesse 1x106
células em 100ul de Staining Buffer. Os anticorpos pré-estabelecidos
(Tabelas 2 a 6) foram adicionados e a placa permaneceu incubada por
30 minutos a temperatura ambiente e na auséncia de luz. Em seguida,
foram adicionados 100ul/well de Staining Buffer, a placa centrifugada a
1800 rpm por S5 minutos a 10°C e o sobrenadante desprezado. Foram
feitas 2 lavagens com Staining Buffer nas mesmas condicoes de
centrifugacao anterior. O sobrenadante foi desprezado e as células
ressuspendidas em 300ul de Staining Buffer e, entao, transferidas para
tubos de citometria. Foi feita a aquisicdo no citémetro de fluxo
utilizando o software BD FACSDiva. As diferentes populacoes celulares
foram captadas utilizando-se como parametro o tamanho (forward
scatter, FSC) e a granulosidade celular (side scatter, SSC). Para a
captacao de células dendriticas, especificamente, foram excluidas as
populacoes de linfocitos, monocitos e neutrofilos. A analise foi feita no
software FlowJo, onde cada populacao celular foi analisada
separadamente através de gates utilizando como parametro o tamanho
e a granulosidade celular.

Os numeros absolutos das populacoes foram calculados pela

multiplicacao da porcentagem indicada de cada populacao na citometria
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de fluxo e o numero absoluto de leucécitos determinados pelo contador

automatico de células.

Tabela 2. Marcadores de superficie celular de células dendriticas
mieldides e plasmocitoides

Anticorpo Clone Fluorocromo Fabricante
monoclonal

Lineage** i FITC BD Biosciences
HLA-DR G46-6 V500 BD Biosciences
CDl11c 3.9 PE Cy5 BioLegend*
CD123 7G3 PE Cy7 BD Biosciences
CDla HI149 APC Cy7 BioLegend
CD80 2D10 APC BioLegend
CD86 2331(FUN-1) PE BD Biosciences
TLR-2 (CD282) 11G7 Alexa 647 BD Biosciences

*BioLegend Inc. (San Diego, CA, USA)

** anti-CD3 (clone SK7), anti-CD14 (clone M®P9), anti-CD16 (clone 3G8),
anti-CD19 (clone SJ25C1), anti-CD20 (clone L27), anti-CD56 (clone

NCAM16.2)

Tabela 3. Marcadores de superficie celular de monocitos

Anticorpo Clone Fluorocromo Fabricante
monoclonal

HLA-DR L243 APC Cy7 BD Biosciences
CDh14 MSE2 Pacific blue = BD Biosciences
CD80 BB1 FITC BD Biosciences
CD86 2331(FUN-1) PE CyS BD Biosciences
TLR-2 (CD282) 11G7 Alexa 647 BD Biosciences

Tabela 4. Marcadores de superficie celular das subpopulacoes
linfocitos T naive, linfocitos T de memoria central e linfocitos T

memoria efetora

de
de

Anticorpo Clone Fluorocromo Fabricante
monoclonal

CD3 SK7 APC Cy7 BD Biosciences
CD4 SK3 PerCP BD Biosciences
CD27 M-T271 FITC BD Biosciences
CD45RA HI100 APC BD Biosciences
CCR7 3D12 PE Cy7 BD Biosciences
CD62L DREG-56 PE BD Biosciences
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Tabela 5. Marcadores de superficie celular da subpopulacdao de
linfécitos T efetores

Anticorpo Clone Fluorocromo Fabricante
monoclonal

CD3 UCHT1 V450 BD Biosciences
CD4 SK3 APC Cy7 BD Biosciences
CD69 L78 PECy7 BD Biosciences
CD62L DREG-56 PE BD Biosciences
CD40L (CD154) TRAP1 PE Cy5 BD Biosciences

Tabela 6. Marcadores de superficie celular das subpopulacées de
linfocitos B naive, linfocitos B ativados e linfocitos B de memoria

Anticorpo

Clone Fluorocromo Fabricante
monoclonal
CD19 4G7 PerCP BD Biosciences
CD27 M-T271 FITC BD Biosciences
CD69 DREG-56 PECy7 BD Biosciences
CD40 5C3 PE BD Biosciences
TLR-2 (CD282) 11G7 Alexa 647 BD Biosciences

3.7. Analise da funcao fagocitica e burst oxidativo pelo método de

DHR

A analise da fagocitose de Staphylococcus aureus foi realizada por
meio da citometria de fluxo, a qual nos possibilita avaliar
conjuntamente o burst oxidativo, conforme descrito por Hasui et al.
(1989). Para tanto, utilizamos S. aureus marcadas com iodeto de
propidio, gentilmente cedida pelo laboratorio da Profa. Dra. Alice Maria
Melville Paiva Della. Utilizamos PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate,
Sigma, St. Louis, MO, USA) como controle positivo da reacao.

A DHR, especificamente na presenca de peroxido de hidrogénio €
oxidada convertendo-se em rodamina-123 fluorescente (Rothe et al.,

1988), a qual pode ser analisada por citometria de fluxo.
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O ensaio de DHR foi realizado em condicoes ideais de esterilidade.
Em microtubos, foram adicionados volumes adequados de sangue para
que em cada microtubo contivesse 1x106 leucocitos, que foram
estimulados durante 20 minutos a 37°C e separadamente com 300
ng/mL de PMA e S. aureus na proporcao de 10 microrganismos para 1
célula, ou nao estimulados a fim de verificarmos a producao espontanea
de H202. Em seguida, a DHR foi adicionada, a 500 ng/mL, em todos os
tubos e as amostras incubadas por 7 minutos a 37°C. Apods este
periodo, as amostras foram lavadas com 500ul de Staining Buffer e
centrifugadas por 5 minutos a 1800 rpm a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi desprezado e as hemacias foram lisadas duas vezes
com BD FACS™ Lysing Solution (BD Biosciences, San Jose, CA, USA),
permanecendo durante 20 minutos a temperatura ambiente e na
auséncia de luz. Em seguida as células foram lavadas duas vezes com
Staining Buffer e ressuspendidas em 300ul da mesma solucao.

A captacao foi feita no FACS LRS II Fortessa utilizando-se como
parametro o FSC e SSC, sendo salvos 2.000 eventos no gate de
monocitos. As células foram analisadas no software FlowJo, onde
monocitos e neutrofilos foram separados através de gates. Os
resultados foram expressos pela Média de Intensidade de Fluorescéncia

(MeanFI, mean fluorescence intensity).
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3.8. Analise da cascata de sinalizacao intracelular em cultura de

monocitos

3.8.1. Extracao de proteinas totais

Para a extracao de proteinas das células, a cultura dos monoécitos
foi realizada de modo semelhante a descrita anteriormente.
Resumidamente, apoés separacao, os monocitos foram adicionados em
placas de 12 wells na concentracao de 3x10° células/mL em meio R-10
e estimulados com 5 ug/mL de Pam3CSK4. As placas foram incubadas
em estufa de CO2 por 30 minutos e apos este periodo, as mesmas foram
colocadas em gelo e deixadas por 30 minutos a fim de parar a
estimulacao.

Em ambiente nao estéril, porém livre de RNAse e DNAse, iniciou-
se o protocolo de extracao de proteinas do kit PARIS™ (Protein Isolation
System, Life Technologies, Foster City, CA, USA) conforme procedimento
descrito pelo fabricante. O contetido de proteinas totais foi avaliado pelo
método do acido bicinconinico utilizando-se o kit de dosagem de
proteinas BCA™ Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL, USA). Os

resultados da extracao de proteinas foram expressos em ug/ml.

3.8.2. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida, SDS-PAGE
(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) a 10% com

pente de 15 dentes para analise das proteinas intracelulares dos
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monocitos cultivados. As proteinas extraidas de cada amostra obtidas
de células estimuladas e nao estimuladas com 5Sug/mL de Pam3CSK4
foram diluidas em Sample Buffer (Tris 60 mM, 25% glicerol, 2% SDS,
0,1% azul de bromofenol e 2,5% p-mercaptoetanol) e aquecidas a
100°C, de modo que cada amostra fosse aplicada ao gel em uma
concentracao de 60 ug/poco, além de S5 ul/poco do padrao de peso
molecular Kaleidoscope™ (225 a 12 kDa) (BioRad Laboratories Inc.,
Hercules, CA, USA). A corrida foi realizada em aparelho Mini Protean
Tetra Cell™ (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) com voltagem

de 100V.

3.8.3. Transferéncia das proteinas para nitrocelulose

A partir do gel descrito acima, foi preparado um "sanduiche" com
as placas de fibras, papéis de filtro, o gel e a membrana de nitrocelulose
(Towbin et al., 1979). A corrida de transferéncia foi feita fixando-se a
voltagem em 12V overnight e, em seguida, 20V por 30 minutos, em

aparelho Mini Protean II (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA).

3.8.4. Western blotting

Apbés a transferéncia, as membranas de nitrocelulose foram
coradas com corante de Ponceau S a 0,5% por 20 minutos e descoradas
com agua destilada. As membranas foram bloqueadas com tampao TBS

0,01M acrescido de leite desnatado em pé 5% e 0,05% de Tween 20 e,
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apés 1 hora a temperatura ambiente, foram incubadas com os
anticorpos anti-MyD88 de 33kDa (cod. 3699, Cell Signaling, Danvers,
MA, USA), anti-SAPK/JNK fosforilada de 54kDa (cod. 9251, Cell
Signaling) e anti-GAPDH (controle endogeno, cod. MAB374, Millipore,
Billerica, MA, USA,) de 38 kDa, todos diluidos 1:1000 no mesmo tampao
do bloqueio. Apoés incubacao overnight em ambiente refrigerado e 2
lavagens de 10 minutos com tampao de lavagem (TBS 0,01M pH 7,4
acrescido de Tween 20 0,1%), as fitas foram incubadas com anticorpo
secundario anti-IgG de coelho (para MyD88 e SAPK/JNK) ou anti-IgG
de camundongo (para GAPDH) marcados com peroxidase na diluicao de
1:5000 no mesmo tampao do bloqueio por 1 hora e meia a temperatura
ambiente. As fitas foram novamente lavadas por 2 vezes de 10 minutos
e o substrato quimioluminescente foi aplicado (Immobilon™ Western,
Millipore, Billerica, MA, USA). Este reagiu por dois minutos e a reacao foi

lida em aparelho fotodocumentador (Fuji Film LAS - 4000).

3.8.5 Phosflow

Phosflow® €& wuma técnica recentemente descrita que avalia
moléculas fosforiladas da via de sinalizacao intracelular do TLR-2: ERK-
1/2; NF-xB e p38, a qual € analisada por citometria de fluxo através da
marcacao destas moléculas intracelularmente com anticorpos
especificos conjugados a fluorocromos, a partir da cultura de

monocitos.
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Foi realizada a cultura de monécitos como ja descrito
anteriormente, porém o estimulo foi mantido por 20 minutos. Apos a
realizacao da marcacao extracelular com 3uL de anticorpo anti-CD14
(clone M5SE2) conjugado a V500 e 3uL de anti-HLA-DR (clone L243)
conjugado a APC-Cy7, foi feita uma lavagem com Staining Buffer e, em
seguida, adicionado um volume pré-determinado de Fixation Buffer
(BD™ Cytofix, Cat: 554655) de acordo com a quantidade de células/mL
(3x10°). Os tubos foram homogeneizados e incubados por 10 minutos a
37°C. Apos este periodo, adicionaram-se aos tubos 100uL de Staining
Buffer e os tubos foram centrifugados a 1800rpm por 5 minutos, a
temperatura ambiente. Foi feita uma lavagem com Staining Buffer e o
sobrenadante desprezado por inversdo. Homogeneizou-se o pellet com o
minimo de tampao que restou no tubo. Duzentos microlitros de Perm
Buffer II (BD™ Phosflow, Cat: 558052) foram adicionados para 3x10°
células/mL, homogeneizados e incubados por 30 minutos a 4°C.
Posteriormente, foram realizadas 3 lavagens adicionando-se 500uL de
Staining Buffer e os tubos centrifugados a 1800 rpm por 5 minutos, a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado por inversao e
foram adicionados 100uL de Staining Buffer em cada tubo para a
marcacao intracelular com os anticorpos previamente selecionados,

descritos na Tabela 7.
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Tabela 7. Marcadores das moléculas intracelulares presentes na
cascata de ativacao celular da via do TLR-2

Anticorpo

Clone Fluorocromo  Fabricante
monoclonal
ERK 1/2 20A PerCP BD Biosciences
NF-xB K10-895.12.50 PECy7 BD Biosciences
p38 36/p38 (pT180/pY182) Pacific Blue BD Biosciences

Os tubos foram incubados a temperatura ambiente por uma hora,
protegidos da luz. Foram feitas duas lavagens adicionando-se 1mL de
Staining Buffer em cada tubo e o sobrenadante, desprezado. As células
foram ressuspendidas em 200uL de tampao e foi feita a aquisicao em
citometro de fluxo FACS LRS II Fortessa (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA), salvando-se 20.000 eventos dentro do gate de monocitos
CD14*HLA-DR*. As analises foram feitas no software FlowJo e os dados
apresentados representam a Média da Intensidade de Fluorescéncia

(MeanFI) dos marcadores.

3.9. Analise Estatistica

Para a analise estatistica, o software utilizado foi o MedCalc
12.7.0 (MedCalc Software, Ostend, Bélgica). No presente trabalho, além
da analise estatistica descritiva utilizada para calcular meédias,
medianas e desvios padrao foram utilizados: Teste de Wilcoxon (para
analise comparativa das medianas das amostras pré e pos-estimulo);
Teste de Mann-Whitney (para analise realizada entre diferentes grupos);

Teste de Kruskal-Wallis (para analise comparativa das medianas dos 3
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grupos de RNs e de adultos) seguido do teste Post-hoc de Dunn. Foi

adotado um nivel de significancia de 5%.



RESULTADOS



43

4. RESULTADOS

4.1. Analise do Grupo Amostral

Os critérios de exclusao das amostras de sangue de cordao
umbilical que exibiram sinais de infeccao foram definidos pelo estado
clinico do neonato e dosagem de proteina C reativa, além de maes com
sinais indicativos de infeccao amniotica e trabalho de parto prolongado
ou algum outro diagnoéstico que poderia ocasionar resultados erroneos e
falso-positivos em decorréncia de um estado de ativacao prévio do
sistema imunologico. As Tabelas 8, 9, 10, 11 e 12 contém as
informacoes relevantes dos recém-nascidos (RNs) e suas respectivas
maes. As amostras 1T e 1PT foram descartadas inicialmente de nossa
casuistica por apresentarem volume insuficiente de sangue para
realizacdo dos ensaios, bem como por apresentarem resultados
indicativos de infeccdo em seus exames, pois os resultados da avaliacao
da proteina C reativa (PCR) e dos niveis de citocinas pro-inflamatorias

foram obtidos somente apos a coleta e armazenamento das amostras.
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Tabela 8. Analise de prontuario das parturientes e seus respectivos
recém-nascidos pré-termo pertencentes ao Grupo 1

RN PT IG Tipo de Peso Apgar Doenca Brzltza
(sem) parto RN (g) (1/5) materna >18h
2PT 33°9/7  Normal 1930 8/9 Ausente Nao
3PT 270/ Normal 960 5/8 Ausente Ndéo
8PT (1G) 305/7 Cesarea 1650 4/8 Presente ! Nao
8PT (2G) 305/7 Cesarea 1500 2/8 Presente ! Nao
14PT (1G) 301!/7 Normal 1270 9/9 Ausente Nao
14PT (2G) 301!/7 Normal 1400 9/10 Ausente Nao
15PT 33¢/7 Cesarea 1960 4/8 Presente 2 Sim
16 PT 32 4/7 Cesarea 1860 8/9 Ausente Nao
19PT 320/7 Cesarea 1690 8/9 Ausente Nao
21PT 326/7; Cesarea 950 8/10 Presente 134 Nao
24PT 335/7 Cesarea 1390 9/10 Presente 3 Nao
25PT 309/7  Normal 1500 9/10 Ausente Nao
27PT 325/7 Cesarea 1590 7/8 Ausente Sim
28PT 330/7  Cesdrea 1370 7/9 Presente 6 Ndéo
31PT 320/7  Normal 1630 8/9 Ausente Nao
36PT 332/7 Normal 1965 8/9 Presente 3 Nao
37PT 316/7; Cesarea 1920 8/9 Ausente Nao

RN: recém-nascido; PT: pré-termo; IG: idade gestacional em semanas; g:
gramas; 1G: primeiro gemelar; 2G: segundo gemelar; 1: Hipertensado Arterial
Cronica; 2: Fibrose Pulmonar; 3: Doenca Hipertensiva Especifica da Gestacao;
4: Cardiopatia; 5: Asma; 6: Carcinoma de utero invasivo. Amostras em
vermelho foram excluidas.

Tabela 9. Analise de prontuario das parturientes e seus respectivos
recém-nascidos pré-termo pertencentes ao Grupo 2

IG Tipo de Peso Apgar Doenca Bolsa
RN PT rota
(sem) parto RN (g) (1/5) materna >18h
1PT 351/ Normal 2890 10/10 Ausente Nao
4PT (1G) 36°9/; Cesarea 2595 8/10 Ausente Nao
4PT (2G) 36°/7; Cesarea 2590 7/9 Ausente Nao
5PT 354/7  Cesarea 2740 10/10 Ausente Nao

6PT 366/; Cesarea 2520 10/10 Ausente Sim
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7PT 36 4/7 Forcipe 2990 9/10 Ausente Sim
9PT (1G) 362/7 Cesarea 2410 8/9 Ausente Sim
9PT (2G) 362/7 Cesarea 1810 9/9 Ausente Sim
10PT 352/7  Cesarea 2705 9/9 Ausente Sim
11PT 350/7 Normal 2430 7/9 Ausente Nao
12PT 353/7 Normal 2450 10/10 Ausente Nao
13PT 354/7  Cesarea 2180 7/9 Presente 3 Nao
17PT 3590/7  Cesarea 2600 8/9 Presente 8 Nao
18PT 342/; Cesarea 2240 4/8 Ausente Nao
20PT 351/7 Cesarea 1160 9/10 Ausente Nao
22PT 345/7 Cesarea 2050 8/9 Presente 3.5 Sim
23PT 369/ Normal 2650 9/10 Ausente Sim
26PT 352/7 Normal 1420 7/9 Ausente Nao
29PT 352/7 Normal 2090 9/10 Presente 1.3.7 Nao
30PT 351/7 Cesarea 2650 9/10 Ausente Nao
32PT 340/; Cesarea 1780 9/10 Presente 3 Nao
33PT 342/7; Cesarea 2180 9/10 Ausente Nao
34PT 36 4/7 Normal 2340 9/10 Presente 4 Nao
35PT(1G) 341!/7 Cesarea 1960 7/9 Presente 9 Nao
35PT(2G) 34 /7 Cesarea 1270 7/9 Presente 9 Nao
38PT 34 5/7 Normal 2550 8/9 Presente 10 Nao
39PT 369/;  Cesarea 2295 3/7 Ausente Nao
40PT 34 17 Normal 2260 9/10 Presente 4 Nao

RN: recém-nascido; PT: pré-termo; IG: idade gestacional em semanas; g:
gramas; 1G: primeiro gemelar; 2G: segundo gemelar; !: Hipertensao Arterial
Cronica; 3: Doenca Hipertensiva Especifica da Gestacao; 4: Cardiopatia; 5:
Asma; 7: Diabetes Mellitus; 8 Isoimunizacdo RH; 9: Epilepsia; 10:
Hipertireoidismo. Amostras em vermelho foram excluidas.

Tabela 10. Analise de prontuario das parturientes e seus respectivos
recém-nascidos a termo pertencentes ao Grupo 3

IG Tipo de Peso Apgar Doenca Bolsa

RN'T (sem) arto RN (g) (1/5) materna rota
P g >18h

1T 390/ Normal 2845 10/10 Ausente Nao
2T 37¢6/7 Normal 2945 10/10 Ausente Nao

3T 392/ Cesarea 2485 9/10 Ausente Nao



4T

ST

7T

8T

10T
11T
12T
13T
14T
15T
16T
17T
19T
20T
21T
22T
23T
24T
25T
26T
27T
28T
29T
30T
31T
32T
33T
34T
35T
36T
37T
38T
39T
40T
41T

400/,
383/7
376/,
40¢/;
41090/,
415/,
410/
371/7
376/,
400/,
37¢6/7
384/,
400/
375/7
412/,
391/,
37¢6/7
391/,
400/
390/,
39 2/,
382/7
39¢6/7
39 6/,
39 2/7
402/
40 4/
379/7
400/
401/,
390/,
382/7
385/7
38 6/7
403/

Normal
Cesarea
Cesarea
Normal
Normal
Cesarea
Normal
Normal
Cesarea
Normal
Cesarea
Cesarea
Cesarea
Normal
Normal
Normal
Normal
Cesarea
Normal
Forcipe
Forcipe
Cesarea
Cesarea
Cesarea
Cesarea
Forcipe
Cesarea
Forcipe
Cesarea
Cesarea
Cesarea
Normal
Normal
Normal

Normal

3945
3350
3555
3905
3200
3060
3550
2745
3060
3155
2620
3290
3285
3365
3555
3470
2660
3300
3310
3265
2975
2610
3040
3200
4100
3395
4330
2760
2890
3825
3920
3580
3327
3720
3280

9/10
9/10
7/9
9/9
9/10
4/10
9/10
10/10
4/10
10/10
9/9
8/9
10/10
10/10
9/10
9/10
9/10
10/10
10/10
9/9
9/10
9/10
8/9
9/10
9/10
9/10
9/10
10/10
9/10
10/10
10/10
8/8
9/10
9/10
9/10

Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente

Ausente

Presente 1!
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42T 375/7 Normal 3145 9/10 Ausente Nao
43T 390/ Cesarea 3290 8/9 Ausente Nao
44T 39¢6/7 Normal 3360 10/10 Ausente Nao
45T 37°0/7 Cesarea 3000 8/9 Presente 4 Nao
46T 401/, Normal 3490 10/10 Presente 12 Nao
47T 390/ Normal 2860 8/9 Presente ! Nao
48T 371/7 Cesarea 4310 8/9 Presente 7,13 Nao

RN: recém-nascido; T: termo; IG: idade gestacional em semanas; g: gramas; !:
Hipertensdao Arterial Cronica; 4: Cardiopatia; 7: Diabetes Mellitus; 11:
Hipertensdo Arterial Sistémica; 12: Sindrome Nefrética; 13: Hipotireoidismo.
Amostras em vermelho foram excluidas.

Tabela 11. Dados do prontuario das parturientes e seus respectivos
recém-nascidos pré-termo

RN PT Morbidade Materna Exame laboratorial (RN)
. PCR PCR PCR
ITU SGB E. coli lodia 2odia 3edia HMC
1PT Ausente  Ausente NR <10 <10 NR  Negativa
2PT Ausente Ausente NR <10 <10 NR  Negativa
3PT Presente NR NR 210 210 <10 Negativa

4PT (1G) Ausente Ausente Ausente NR NR NR  Negativa
4PT (2G) Ausente Ausente Ausente NR NR NR  Negativa

SPT Ausente Ausente Ausente <10 <10 NR NR
6PT Ausente Ausente Ausente >10 >10 NR Negativa
7PT Ausente Ausente Ausente <10 <10 NR Negativa
8PT (1G) NR NR NR NR NR NR NR
8PT (2G) NR NR NR NR NR NR NR
9PT (1G) NR NR NR NR NR NR NR
9PT (2G) NR NR NR NR NR NR NR
10PT Ausente Ausente Ausente <10 <10 NR  Negativa
11PT Ausente Ausente Ausente <10 NR NR NR
12PT Ausente Ausente Ausente >10 10 <10 Negativa
13PT Ausente NR Ausente  NR NR NR NR
14PT(1G) Ausente NR NR <10 <10 NR  Negativa
14PT(2G) Ausente NR NR <10 <10 NR  Negativa

15PT Ausente Ausente NR <10 <10 NR  Negativa
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16PT
17PT
18PT
19PT
20PT
21PT
22PT
23PT
24PT
25PT
26PT
27PT
28PT
29PT
30PT
31PT
32PT
33PT
34PT
35PT(1G)
35PT(2G)
36PT
37PT
38PT
39PT
40PT

Ausente
Ausente
Ausente
NR
NR
NR
Ausente
Ausente
Ausente
NR
Ausente
Ausente
NR
Ausente
Ausente
NR
Ausente
Presente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente

Ausente

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
Ausente

Ausente

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

<10
NR
<10
NR
NR
<10
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
<10
<10
NR
NR
<10
NR
NR
NR
NR
NR
NR
<10
<10

NR
NR
NR
NR
NR

>10

NR
<10
NR
NR
NR
<10
NR

>10
>10

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
<10
<10

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

>10

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

Negativa
NR
Negativa
NR
NR
Negativa
NR
Negativa
NR
NR
NR
Negativa
NR
Negativa
Negativa
NR
NR
Negativa
NR
NR
NR
NR
NR
NR
Negativa

Negativa

RN: recém-nascido; PT: pré-termo;

realizada.

1G: primeiro gemelar; 2G: segundo
gemelar; ITU: infeccao do trato urinario; SBG: Streptococcus do grupo B; E.
coli: Escherichia coli; PCR: proteina C reativa; HMC: Hemocultura; NR: néao
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Tabela 12. Dados do prontuario das parturientes e seus respectivos
recém-nascidos a termo

RN T Morbidade Materna Exame laboratorial (RN)
ITU SGB E. coli fo (c:l?a 21:: ((:ifa ;o 3:1 HMC
1T NR NR NR NR NR NR NR
2T NR NR NR NR NR NR NR
3T NR NR NR NR NR NR NR
4T NR NR NR NR NR NR NR
5T NR NR NR <10 <10 NR  Negativa
7T NR NR NR NR NR NR NR
8T Presente NR Presente  NR NR NR NR
10T NR NR NR NR NR NR NR
11T NR NR NR NR NR NR NR
12T NR Presente NR NR NR NR NR
13T NR Presente™ NR NR NR NR NR
14T NR NR NR NR NR NR NR
15T NR NR NR NR NR NR NR
16T NR NR NR NR NR NR NR
17T NR NR NR NR NR NR NR
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 <10 <10 NR  Negativa
24T NR NR NR NR NR NR NR
25T NR NR NR NR NR NR NR
26T NR NR NR NR NR NR NR
27T NR NR NR NR NR NR NR
28T NR NR NR NR NR NR NR
29T NR NR NR NR NR NR NR
30T NR NR NR NR NR NR NR
31T NR NR NR NR NR NR NR
32T NR NR NR NR NR NR NR
33T NR NR NR <10 =10 <10 Negativa
34T NR NR NR NR NR NR NR
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35T NR NR NR NR NR NR NR
36T NR NR NR NR NR NR NR
37T NR NR NR NR NR NR NR
38T NR NR NR NR NR NR NR
39T NR NR NR NR NR NR NR
40T NR NR NR NR NR NR NR
41T NR NR NR NR NR NR NR
42T NR NR NR NR NR NR NR
43T NR NR NR NR NR NR NR
44T NR NR NR NR NR NR NR
45T NR NR NR NR NR NR NR
46T NR NR NR NR NR NR NR
47T NR NR NR NR NR NR  Negativa
48T NR NR NR NR NR NR NR

RN: recém-nascido; T: termo; 1G: primeiro gemelar; 2G: segundo gemelar;
ITU: infeccao do trato urinario; SBG: Streptococcus do grupo B; E. coli
Escherichia coli; PCR: proteina C reativa; HMC: Hemocultura; NR: néo
realizada; *: Staphylococcus warneri.

Diante dos dados apresentados nas Tabelas 8, 9, 10, 11 e¢ 12, as
amostras dos RNs 8T, 12T e 13T foram descartadas em virtude da
presenca de infeccdao no trato urinario materno causada por E. coli,
infeccao por Streptococcus do grupo B e infeccao por Staphylococcus
warneri, respectivamente. A amostra 3PT também foi excluida devido a
infeccao do trato urinario materno, no entanto, a bactéria nao foi
isolada. Ja a amostra 28PT foi descartada em virtude do diagnodstico

materno de carcinoma de Uitero invasivo.
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4.2. Dosagem de citocinas nas amostras de soro de cordao

umbilical

A dosagem de citocinas nas amostras de soro de cordao umbilical
foi realizada com o intuito de eliminar aquelas que apresentassem
niveis aumentados caracteristicos de infeccao. Os resultados estao

demonstrados nas Tabelas 13, 14 e 15.

Tabela 13. 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-1f IL-10 TNF-o IL-2 IL-4 IL-17A
2PT >2500,0 978,9 10,2 51,8 11,1 ND NR NR NR
3PT 1.663,4 1.104,3 19,3 23,6 253 ND NR NR NR
8PT (1G) 17,3 3,1 ND ND ND 1,3 ND ND ND

8PT(2G) 1050 335 ND ND 06 1,8 ND ND ND
14PT(1G) 403,1 550 3,4 3,3 1,7 04 ND ND ND
14PT(2G) 40,7 6,1 22 025 09 0,5 ND ND ND

15PT 9,8 1,4 2,1 0,4 1,2 1,0 4,2 2,2 2969
16PT 38,3 4,6 6,1 0,9 2,1 0,9 2,0 ND ND
19PT 53,9 17,7 ND 0,5 ND ND 1,8 ND ND
21PT 96,1 9,3 0,3 1,3 0,7 04 2,8 0,3 ND
24PT 39,5 17,8 0,1 0,9 1,0 0,8 NR NR NR
25PT 32,8 20,4 0,4 0,6 19 1,4 NR NR NR
27PT 17,0 10,8 0,5 0,4 4,1 ND NR NR NR
28PT 10,9 1,1 ND ND 0,1 0,2 NR NR NR
31PT 402,9 296,8 0,3 0,8 5,3 0,1 NR NR NR
36PT 26,7 2,2 ND ND 0,8 0,6 1,2 1,0 12,9
37PT 12,6 1,6 0,7 ND 0,3 0,3 1,4 ND ND

PT: pré-termo; 1G: primeiro gemelar; 2G: segundo gemelar; ND: nao
detectado. As amostras marcadas em vermelho e italico foram excluidas da
casuistica de acordo com o prontuario das maes. As amostras marcadas em
azul e italico foram excluidas da casuistica de acordo com o resultado da
dosagem de citocinas no soro dos recém-nascidos.
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Tabela 14. 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-1§ IL-10 TNF-o IL-2 1IL-4 IL-17A

4PT (1G) 44,9 ND ND ND ND ND NR NR NR
4PT (2G) 34,8 15,0 16,0 ND ND ND 2,0 ND ND

SPT 52,9 19,0 ND ND 8,4 ND NR NR NR
6PT 173,2 118,5 0,9 6,4 1,1 1,4 1,3 ND ND
7PT 24,8 8,2 ND ND ND 0,1 ND ND ND

9PT (1G) 20,9 3,1 ND 0,1 0,8 0,6 ND ND ND
9PT (2G) 16,5 6,6 0,5 ND 0,5 1,7 1,9 ND ND

10PT 19,2 30 1,1 24 06 35 43 1,6 110,2
11PT >2500,0 241,7 0,3 323 27 08 NR NR NR
12PT 490,0 241,6 ND ND ND ND ND 0,5 ND
13PT 8,1 103 22 03 05 10 ND 1,1 ND
17PT 18,2 44 33 06 08 07 29 ND ND
18PT 229 11,2 2,5 0,35 1,0 04 ND ND ND
20PT 1150 273 03 ND 2,0 04 20 ND ND
22PT 785 13,6 0,5 43 12 1,2 ND ND ND
23PT 14,5 40 03 05 03 0,1 NR NR NR
26PT 30,8 75 03 08 01 01 NR NR NR
29PT 16,0 26 01 1,8 1,1 ND 19 24 21,9
30PT 10,5 07 07 30 02 10 12 ND 48
32PT 14,2 25 01 0 02 07 20 26 121,2
33PT 23,0 08 ND ND 08 05 ND ND 6,0
34PT 1835,7 50,3 0,4 67 24 532 1,4 1,9 10,3

35PT(1G) 16,0 3,4 ND ND 1,3 04 3,1 2,0 109
35PT(2G) 24,6 3,6 0,7 ND 1,5 ND ND ND ND

38PT 18,6 4,3 1,2 6,1 0,5 0,8 NR NR NR
39PT 21,3 2,1 1,1 0,4 ND ND NR NR NR
40PT 21,2 11,0 0,8 0,7 0,7 0,2 NR NR NR

PT: pré-termo; 1G: primeiro gemelar; 2G: segundo gemelar; ND: néao
detectado; NR: nao realizado. As amostras marcadas em azul e italico foram
excluidas da casuistica de acordo com o resultado da dosagem de citocinas
no soro dos recém-nascidos.
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Tabela 15. 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-18 IL-10 TNF-oo IL-2 IL-4 IL-17A
2T 210,2 858,7 140,5 ND 26,5 249 NR NR NR
3T 37,1 148 17,8 ND 186 ND 2,8 ND 38,4
4T 33,9 ND ND ND 166 ND 1,7 ND ND
5T 38,7 ND 120 ND ND ND 1,7 ND ND
7T 45,6 222 00 ND ND 08 3,1 ND ND
8T 1874 21,6 03 38 48 05 ND ND ND
10T 1298,0 8,4 03 219 ND 06 1,4 ND 107,4
11T 4790 11,7 04 21,0 1,5 ND 2,4 0,4 57,6
12T 687,9 6,8 04 172 0,7 01 NR NR NR
13T 3476 726,1 ND 151 30 08 NR NR NR
14T 35,4 100 ND O01 1,3 1,1 ND ND ND
15T 108,3 1672 03 86 1,0 1,5 ND 1,0 2096
16T 17,7 9,2 ol 06 06 05 1,7 06 ND
17T 244,1 3,2 ND 1,4 02 1,3 ND ND ND
19T 12,7 6,0 09 1,1 ND 08 20 04 ND
20T 137,7 4,9 1,1 0,7 ND 06 ND ND ND
21T 2149 2387 ND 3,5 1,3 1,1 ND 0,6 ND
22T 86,7 470 ND 07 06 1,5 2,7 ND ND
23T 88,2 4,7 ND 1,5 04 13 ND ND 104,5
24T 224,5 4,0 05 1,9 09 09 ND ND ND
25T 20,4 1,8 ND 1,3 ND ND NR NR NR
26T 221,3 2,8 03 47 ND ND ND ND 253,22
27T 194,1 5,6 ND 199 0,2 0,7 ND ND 87,3
28T 16,6 2,3 03 1,5 04 04 1,6 ND ND
29T 17,8 2,0 15 1,0 06 1,0 ND ND ND
30T 201,9 0,7 10 2,7 05 1,3 ND ND ND
31T 873,5 1,9 08 44 14 ND ND ND ND
32T 122,8 170 o©0,1 54 0,7 1,1 ND ND ND
33T 20,6 3,3 04 2,7 02 12 2,0 ND ND
34T >2500,0 32,0 44 293 1,5 1,8 1,8 ND 171,3
35T 10,3 2,6 ND 0,7 05 01 NR NR NR
36T 17,0 2,5 03 14 08 06 NR NR NR
37T 92,9 4,1 10 16 1,7 29 12 08 83
38T 52,8 1,0 1,3 10,0 1,0 19 40 19 56
39T 119,6 9,3 ND 03 0,7 39 22 1,7 194
40T 210,7 4,1 ND 42 04 16 NR NR NR
41T 25,0 4,7 20 2,7 02 08 NR NR NR
42T 19,2 7,0 18 14 06 1,3 NR NR NR
43T 16,7 2,7 03 1,8 14 15 NR NR NR
44T 20,9 160 09 09 08 06 NR NR NR
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45T 16,8 4,4 14 1,3 09 1,0 NR NR NR
46T 18,1 4,3 03 12 412 1,9 NR NR NR
47T 17,5 1,0 07 1,2 1,1 1,7 NR NR NR
48T 24,7 5,2 02 06 05 04 NR NR NR

T: termo; ND: nao detectado; NR: nao realizado. As amostras marcadas em
vermelho e italico foram excluidas da casuistica de acordo com o prontuario
das maes. As amostras marcadas em azul e italico foram excluidas da
casuistica de acordo com o resultado da dosagem de citocinas no soro dos
recém-nascidos.

Os valores das dosagens de IFN-y nao estao descritos nas tabelas,
pois os niveis dessa citocina no soro dos RNs foram indetectaveis.

As amostras marcadas em azul e italico indicam que estas foram
excluidas devido as altas concentracoes de citocinas indicativas de
infeccao no soro dos RNs.

De acordo com os resultados obtidos nas dosagens de citocinas
em associacao aos dados maternos e exames laboratoriais dos RNs, e
relatos da literatura, algumas amostras foram excluidas da nossa
casuistica a fim de evitar possiveis interferéncias nas analises e
resultados posteriores. As amostras de soro dos RNs 2PT, 3PT
(associada a presenca de infeccao do trato urinario) e 13T (associada a
infeccao por Staphylococcus warneri apresentaram altas concentracoes
de IL-8 e IL-6; as amostras 12T (associada a presenca de infeccao
materna por SGB) e 11PT apresentaram altas concentracoes de IL-8,
sendo que, este ultimo, ainda apresentou wuma concentracao
consideravel de IL-6. Ja o RN 2T apresentou alta concentracao de IL-6.
Sendo assim, essas amostras foram excluidas da casuistica.

Embora um estudo tenha identificado que a IL-8 nao € uma

ferramenta util para o diagnoéstico de infeccao (Bonac et al.,, 2000), a
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maioria dos estudos encontrou a concentracdo desta citocina
consideravelmente aumentada em neonatos infectados. No entanto,
existem conflitos relatados entre o impacto do periodo gestacional na
correlacao de concentracoes de IL-8 aumentada com sepse em neonatos
(Dollener et al., 2001). Por esse motivo, optamos por nao excluir os RNs
10T, 31T, 34PT e 34T da casuistica. Além disso, os ensaios realizados
posteriormente com essas amostras demonstraram resultados
equivalentes as amostras dos demais RNs.

A Figura 2, a seguir, mostra a relacao entre os niveis de citocinas
e a diferenca entre o tipo de parto. Os dados estao apresentados pela

meédia das amostras agrupadas por tipo de parto, normal ou cesarea.
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Figura 2. Concentracoes séricas de IL-8, IL-6, IL-17A, IL-13, TNF-a, IL-12p70,
IL-2, IL-4 e IL-10 em amostras de soro provenientes do corddo umbilical de
recém-nascidos pré-termo e a termo saudaveis agrupados por tipo de parto.

Parto normal (n = 31); Cesarea (n = 49).

Nossos dados mostraram niveis significativamente mais elevados
das citocinas pro-inflamatorias IL-8 e IL-6 no parto normal comparado
a cesarea, assim como niveis mais elevados de IL-17A. Ainda,
observaram-se niveis significativamente mais elevados de IL-1f no parto
normal em relacdo a cesarea, porém em niveis mais reduzidos do que as
outras citocinas inflamatorias, nao ultrapassando 10 pg/mL.

As dosagens das citocinas pro-inflamatoria TNF-a e a anti-

inflamatéria IL-10 resultaram em niveis mais aumentados no parto normal,

porém nao foram detectadas diferencas estatisticas com o parto cesarea.
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A Tabela 16, a seguir, mostra a média e os valores minimos e
maximos dos pesos e das idades gestacionais dos RNs que foram
utilizados no presente trabalho e divididos em 3 grupos: Grupo 1 (<34

semanas), Grupo 2 (234 e <37) e Grupo 3 (237 semanas).

Tabela 16. Médias dos pesos e das idades gestacionais dos grupos de
recém-nascidos

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
[N=14] [N=26] [N=40]
Meédia
(minimo - maximo)

Peso 1591 2249 3308
(gramas) (950 - 1965) (1160 - 2990) (2485 - 4330)
Idade gestacional 316/ 352/ 391/,
(semanas) (30-336/7) (34-366/7) (837-415/7)

N: ntimero amostral.

4.3. Estudo funcional dos monécitos

As culturas de monocitos foram realizadas utilizando amostras de
sangue de cordao umbilical, sendo 9 amostras do Grupo 1, 14 do Grupo
2 e 24 amostras do Grupo 3, acompanhadas de 24 amostras de sangue
periférico de adultos saudaveis.

A analise das culturas foi feita delimitando-se a populacao de
monoécitos CD14*HLA-DR* utilizando como parametro o tamanho
(forward scatter, FSC) e a granulosidade celular (side scatter, SSC)

(Figura 3) como descrito por Sanchez-Torres et al. (2001).
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Figura 3. Dot plots representativos do gate de monédcitos com base no
tamanho (forward scatter, FSC) e granulosidade celular (side scatter, SSC), e
gate da populacao de monoécitos CD14*HLA-DR*.

A analise das culturas revelou que apos delimitarmos um gate na
populacdao de monocitos, de acordo com o tamanho e a granulosidade
celular, aproximadamente 70% sao monocitos CD14*HLA-DR*. A Figura
4, a seguir, mostra a Mediana do Indice de Fluorescéncia (MFI) da
expressdao dos marcadores de ativacao celular CD80, CD86 e CD40 em
monocitos estimulados e nao estimulados cultivados por 18 horas, bem

como a expressao de TLR-2 e HLA-DR.
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Figura 4. Analise da Mediana do Indice de Fluorescéncia (MFI) da expressdo
dos marcadores CD80, CD86, CD40, TLR-2 e HLA-DR das culturas de
monocitos ativados (Pam) e nao ativados (-) com Pam3CSK4 por 18 horas. Os
graficos representam a média dos valores de cada grupo.

Ao analisarmos os marcadores entre os grupos, observamos baixa
expressao de CD80 pelos monocitos de todos os grupos incluindo o
adulto, exceto para o Grupo 1, o qual apresentou expressao mais
elevada antes do estimulo e um aumento estatisticamente significativo
apos o estimulo.

Monocitos neonatais apresentam alta expressdao da molécula co-

estimuladora CD86, no entanto, apenas o grupo adulto apresentou
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diferencas significativas entre monoécitos estimulados e néo
estimulados, além de niveis superiores de expressao de CD86 em
relacao aos neonatos pré-termos tardios do Grupo 2. A expressao basal
de HLA-DR foi menor nos RNs quando comparados aos adultos, mas
apos a ativacao, todos os RNs apresentaram uma boa expressao desta
molécula, com excecao do Grupo 2.

Quanto a expressao de CD40, todos os grupos apresentaram
aumento estatisticamente significativo e semelhante apos a resposta ao
estimulo.

Surpreendentemente, foram observados niveis equivalentes de
expressao de todos os marcadores no Grupo 1 em relacao aos outros
grupos de RNs e uma boa resposta apos estimulo com Pam3CSK4. Nao
foi observado aumento expressivo de TLR-2 entre monoécitos néo
estimulados e estimulados, exceto para o Grupo 3.

As citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-10 foram dosadas no
sobrenadante das culturas de monoécitos e os resultados estao
apresentados na Figura 5.

Os monoécitos neonatais apresentaram uma tendéncia a producao
de niveis mais altos de todas as citocinas proé-inflamatoérias, IL-6, TNF-«
e IL-1B quando comparados aos adultos, exceto de IL-8. A dosagem das
citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a revelaram diferencas significativas entre
pré- e pos-estimulo para todos os grupos, enquanto para a IL-8, todos

os grupos apresentaram altos niveis de producao, no entanto, apenas o
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Grupo 3 e o adulto mostraram diferenca significativa entre pré- e pos-

estimulo.
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Figura 5. Concentracoes das citocinas IL-8, IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-10 nos
sobrenadantes das culturas de monoécitos ativados e nao ativados com
Pam3CSK4 por 18 horas. Pam: monocitos estimulados com Sug/mL de
Pam3CSK4; (-): monécitos nao estimulados. *: valor significativamente maior
quando comparado aos monocitos estimulados dos grupos de recém-nascidos.
Os graficos representam a média dos valores de cada grupo.

Quanto a producao de IL-10, monoécitos neonatais e de adultos
responderam bem ao estimulo com diferencas significativas entre
monocitos pré e poés-estimulados para todos os grupos. Embora tenham
respondido bem ao estimulo, monoécitos de RNs prematuros extremo e

tardio e a termo apresentaram producao marcadamente reduzida de IL-

10 poés-estimulo quando comparados aos adultos.
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4.4. Caracterizacao dos leucocitos do sangue total por

Imunofenotipagem

A caracterizacao dos leucécitos foi realizada com 13 amostras de
sangue de cordao umbilical de RNs do Grupo 1, 21 amostras do Grupo
2, 22 amostras do Grupo 3 e 39 amostras de sangue periférico de
adultos.

A analise estatistica revelou que RNs a termo (Grupo 3)
apresentam maior numero de leucocitos totais quando comparados aos
RNs pré-termos menores e maiores que 34 semanas de gestacao e aos
adultos (p<0,05), dados mostrados na Tabela 17, a seguir. Em adicao,
adultos apresentam menor numero de leucécitos quando comparados

aos 3 grupos de RNs.

Tabela 17. Contagem de leucocitos totais nas amostras de sangue de
corddao umbilical de recém-nascidos dos grupos 1, 2 e 3 e no sangue
periférico dos adultos

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Adulto

[N=13] [N=21] [N=22] [N=39]
Média
(minimo - maximo)
9,1 10,4 14,8%* 6,6t

N° leucocitos (103/ul)
(4,0-17,6) (5,8-22,9) (6,5-31,2) (3,3-12,1)

N°: numero. *: valor significativamente maior quando comparado aos outros
grupos (p < 0,05). t: valor significativamente menor quando comparado aos
outros grupos (p < 0,05).

Para a caracterizacdao das células dendriticas (DCs) mieldides e

plasmocitéides, as marcacoes foram feitas no mesmo tubo analisando

marcadores de superficie e de ativacao celular. Os resultados estao
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expressos pela mediana do numero absoluto de células dendriticas
totais (Lin"THLA-DR*) e da frequéncia (%) de cada subpopulacdo de
células dendriticas, descritas na Figura 6.

A populacao de DCs das amostras de sangue de cordao umbilical
e periférico de adulto foram definidas como LIN-HLA-DR*, de acordo
com Koumbi et al. (2010), e as populacoes mieloide (LIN-HLA-
DR*CD11c") e plasmocitoéide (LIN-HLA-DR*CD123%) foram caracterizadas
como descrito por Sorg et al. (1999) e Schreibelt et al. (2010).

Os valores das medianas (minimo - maximo) da frequéncia de
células LIN-HLA-DR* do Grupo 1 foi 1,5% (0,4 - 5,9); do Grupo 2: 1,4%
(0,6 - 6,1); Grupo 3: 1,8% (0,2 - 7,6) e do Adulto foi 0,5% (0,1 - 2,0) do
total de células analisadas, ou seja, o sangue periférico de adultos
apresentou frequéncia significativamente menor de células dendriticas
totais quando comparado ao sangue de cordao de recém nascidos pré-
termo e a termo.

Com relacdo ao numero absoluto, os resultados mostraram que
os RNs dos trés grupos apresentam maior numero de DCs LIN-HLA-DR*
quando comparados ao sangue periférico de adultos.

Recém-nascidos do Grupo 3 apresentaram frequéncia
significativamente menor de DCs mieloides e plasmocitéides em relacao
aos outros grupos de RNs e ao adulto e amostras de adultos
apresentaram uma frequéncia significativamente maior de DCs

miel6éides quando comparados ao Grupo 2.
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Nao houve diferencas significativas entre os grupos quanto a
expressao de CDla, mas recém-nascidos prematuros possuem uma
tendéncia a expressar maior frequéncia de DCs plasmocitoides imaturas
em relacao aos RNs a termo. Ainda, observa-se uma maior porcentagem
de DCs plasmocitoides imaturas em relacao as mieloides em todos os
grupos.

Inversamente, foi observada uma maior proporcao de DCs
mieldides expressando os marcadores de ativacao celular CD80 e CD86
em relacao as DCs plasmocitéides para todos os grupos. Foi observado
um aumento da expressdao de CD80 nos dois tipos celulares, de acordo
com a idade gestacional, com significativa menor expressao de CD80 em
DCs de RNs pré-termos do Grupo 1 em relacao ao Grupo 3 e adultos. A
expressao de CD86 em mDCs e pDCs foi semelhante entre os grupos.

Foi observada uma maior frequéncia DCs mieléides e
plasmocitéides TLR-2* em RNs a termo e adultos quando comparados

aos pré-termos, porém nao estatisticamente significativa.
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A Figura 7 mostra a mediana dos valores absolutos da populacao
de monocitos e das frequéncias de monocitos CD80*, CD86" e
expressando TLR-2. Os valores das medianas (minimo - maximo) da
frequéncia de monocitos CD14*HLA-DR* do Grupo 1 representou 3,2%
(1,3 - 6,7); Grupo 2: 3,9% (1,2 - 10,3); Grupo 3: 3,2% (0,7 — 12,9) e

Adulto: 2,7% (0,3 — 7,7) do total de leucocitos analisados.

Monécito CD14 HLADR
p<0,05
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p<0,05
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Figura 7. Mediana do numero absoluto (células/ul) da populacdo de
monoécitos CD14+ HLA-DR* e Mediana da Frequéncia (%) dos marcadores de
ativacao celular CD80 e CD86, e TLR-2 em amostras de sangue de cordao
umbilical dos recém-nascidos dos grupos 1, 2 e 3 e de sangue periférico de
adultos. *: valor significativamente menor do adulto quando comparado com
os grupos de RNs (p < 0,05). Os dados estao representados pelas medianas dos
valores.

A populacao de monocitos foi definida pelo gate de células
CD14*HLA-DR* utilizando como parametro o tamanho (forward scatter,

FSC) e a granulosidade celular (side scatter, SSC), assim como na
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cultura de monocitos, como descrito na literatura (Sanchez-Torres et
al., 2001).

Nossas analises mostraram numeros maiores de monocitos no
sangue de cordao umbilical quando comparados ao sangue periférico de
adultos. No entanto, o Grupo 1 apresentou numero de monécitos
significativamente menor quando comparado aos Grupos 2 e 3.

Em todos os grupos a frequéncia de monocitos que expressam
CD8O0 foi reduzida e, em contrapartida, CD86 é amplamente expresso
nesta populacdao celular. RNs do Grupo 2 apresentaram menor
expressao do marcador CD80 em relacao ao adulto e os RNs do Grupo 3
revelaram menor expressao de CD86 em relacao ao Grupo 2.

Também foram observadas altas porcentagens de monocitos
expressando TRL-2, no entanto, RNs do Grupo 1 apresentaram
numeros reduzidos destas células e uma tendéncia a expressar menor
frequéncia deste receptor em monocitos quando comparados aos outros
grupos.

A seguir, na Figura 8, estdo representados os linfocitos T helper
CD3*CD4+, expressos pela mediana do numero absoluto destas células,
e as medianas das frequéncias das subpopulacoes de linféocitos T CD4.
Os valores das medianas (minimo - maximo) da frequéncia da
populacao de linfocitos T CD3*CD4* representaram no Grupo 1: 43,3%
(14,4 - 50,0); Grupo 2: 42,1% (21,2 - 62,4); Grupo 3: 36,8% (23,2 - 50,2)

e Adulto: 41,9% (27,6 - 59,1) do total de linfoécitos analisados.
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Em nosso estudo, optamos por analisar os mesmos conjuntos de
marcadores citados por Tanel et al. (2009) a fim de determinar as
diferentes subpopulacoes de células T.

O sangue de cordao wumbilical apresentou numeros
significativamente maiores de linfocitos T CD3*CD4* em relacao ao

adulto.

Linfécito CD3 CD4

Niamero absoluto (células/ uL)

Linfécito T naive 2.0 Linfécito T efetor

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Adulto

Figura 8. Mediana do ntimero absoluto (células/ul) da populacao de linfocitos
T CD3+*CD4* e mediana das frequéncias (%) das subpopulacdes de linfécitos T
CD4 caracterizados pelos seguintes marcadores: Linfécito T naive:
CD4+*CD45RA*CCR7+CD27+CD28+CD62L"; Linfocito T efetor:
CD4+CD62LwCD69+; Linfocito T memoria central: CD4+CD45RA-CCR7+CD27+;
Linfocito T memoria efetora: CD4+*CD45RA-CCR7-CD27+* em amostras de
sangue de corddo umbilical dos recém-nascidos dos Grupos 1, 2 e 3 e de
sangue periférico de adultos. *: diferenca estatistica do adulto quando
comparado aos grupos de RNs (p<0,05). Os dados estdo representados pelas
medianas dos valores.
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Quanto as varias subpopulacoes de linfocitos, a frequéncia de
linfécitos T naive € maior nos 3 grupos de RNs quando comparados ao
adulto que, por sua vez, apresentou maior frequéncia de linfécitos T
efetores e de memoria efetora quando comparado aos RNs. Com relacao
aos linfocitos T de memoria central, os valores percentuais foram
equivalentes entre os grupos.

Os numeros absolutos de células B CD19* e as medianas das
frequéncias das subpopulacoes destas células estao descritos na Figura
9.

A analise da frequéncia de células B CD19* resultou em uma
mediana (minimo - maximo) de 16,1% (6,8 - 26,6) para o Grupo 1;
Grupo 2: 11,5% (4,5 - 30,7); Grupo 3: 12,6% (6,5 - 26,9) e Adulto 11,1%
(2,4 - 28,0) do total de linfocitos analisados.

Foi observado um numero significativamente maior de linfécitos B
nas amostras de RNs dos 3 grupos quando comparados as amostras de
adulto, bem como as porcentagens de linfocitos B naive e, de modo
inverso, os RNs apresentaram menor frequéncia de linfocitos B de
memoria em relacdo aos adultos.

As frequéncias de linfocitos B ativados foram muito reduzidas em
todos os grupos, inclusive nos adultos, e nenhuma diferenca estatistica

foi detectada entre os grupos.
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Figura 9. Mediana do numero absoluto (células/ul) dos linfocitos B CD19* em
amostras de sangue de corddo umbilical dos recém-nascidos dos grupos 1, 2 e
3 e de sangue periférico de adultos. Mediana da frequéncia das subpopulacoes
de linfocito B caracterizadas pelos seguintes marcadores: Linfocito B naive:
CD19+CD27-; Linfocito B de memoria: CD19+*CD27+; Linfocito B ativado:
CD19+*CD69+CD40+; Linfocitos expressando TLR-2 e CD40. *: diferenca
estatistica do adulto quando comparado aos grupos de RNs (p<0,05). Os dados
estdo representados pelas medianas dos valores.

Quanto a expressao do TLR-2, podemos observar numeros muito
reduzidos de células B expressando este marcador. Além disso, o Grupo
1 apresentou uma tendéncia a expressar menor porcentagem do

marcador CD40.
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4.5. Analise da funcao fagocitica e burst oxidativo pelo método de

DHR

Antes de realizarmos as analises, confirmamos a marcacao da
bactéria por citometria de fluxo, como mostra a Figura 10, com
imagens obtidas por microscopia confocal. Uma vez confirmada a
eficacia da marcacao, iniciamos a avaliacao da atividade fagocitica e do
burst oxidativo nos monocitos e neutrofilos do sangue de cordao

umbilical dos RNs.

8. aureus - marcada

A)

— — — 8. aureus - nio marcada

Count

10 10 10 10 10
PerCP-Cy5-5-A

B) . S. aureus

Bl par1

Figura 10. Marcacao de S. aureus para realizacdo da fagocitose. A) Histograma
demonstrando a eficiéncia de marcacao das bactérias. B) Imagens obtidas por
microscopia confocal demonstrando a presenca dos S. aureus no interior do
fagocito. Os nucleos dos fagocitos foram marcados em azul com fluorocromo
DAPI (4-6-diamidino-2-fenilindol) e as bactérias em vermelho com iodeto de
propidio.
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O ensaio de DHR foi realizado com 8 amostras do Grupo 1, 12 do
Grupo 2 e 23 amostras do Grupo 3, acompanhadas por 24 amostras de

sangue periférico de adultos saudaveis.

SSC

200 400 600 8OO 1K
FSC

Figura 11. Dot plots representativos dos gates nas populacoes de neutrofilos
(N) e mondcitos (M) tendo como parametro o tamanho (forward scatter, FSC) e
granulosidade celular (side scatter, SSC) para analise da atividade fagocitica e
producao de H»Oo.

As populacoes de monoédcitos e neutrofilos foram delimitadas
utilizando como parametro o tamanho (FSC) e granulosidade celular
(SSC), como mostra a Figura 11, acima.

Os resultados do indice de fagocitose de S. aureus por monocitos
e neutrofilos foram determinados pela porcentagem, que indica a
quantidade de células com capacidade fagocitica e pela Média da
Intensidade de Fluorescéncia (MeanFI) obtida nas analises, que
corresponde ao numero de bactérias que cada célula fagocitica
internalizou.

Observa-se, na Figura 12, que os monocitos neonatais
apresentam um aumento discreto da capacidade fagocitica de S. aureus

de acordo com a idade gestacional, mas monocitos de adultos séao
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significativamente mais eficientes neste processo. O mesmo € visto para
0 MeanFI, onde a quantidade de bactérias fagocitadas aumenta
gradativamente de acordo com a idade gestacional, porém nenhuma
diferenca estatistica foi evidenciada quando os RNs foram comparados

aos adultos.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Adulto

100 10000+

80+ 8000-|

60+ 6000-|

40 4000-|

M,,,FI monécitos

20 2000

% Fagocitose de Monécitos

Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus

Figura 12. Fagocitose de S. aureus por mondcitos. Porcentagem de fagocitose
por monécitos e indice de fagocitose representado pelo MeaFI,
respectivamente. *: diferenca estatistica do adulto quando comparado aos
grupos de RNs (p<0,05). Os dados estado representados pela mediana dos
valores.

Embora tenham sido detectadas porcentagens muito altas de
fagocitose de S. aureus por neutrofilos de todos os grupos, os
neutrofilos neonatais, assim como os monoécitos, também apresentam
capacidade fagocitica significativamente reduzida em relacao aos de
adultos (Figura 13). Os resultados também demonstram que neutrofilos
sdo fagocitos mais eficientes, com um MeanFI acima dos 10.000, mas os
neutrofilos do Grupo 3 apresentaram valor estatisticamente superior

quando comparados aos do Grupo 1.
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Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Adulto
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Figura 13. Fagocitose de S. aureus por neutrofilos. Porcentagem de fagocitose
por neutroéfilos e indice de fagocitose representado pelo Mcu FI. *: diferenca
estatistica do adulto quando comparado aos grupos de RNs (p<0,05). Os dados
estao representados pela mediana dos valores.

A seguir, na Figura 14, estdo apresentados os resultados da
analise da producao de peroxido de hidrogénio apds estimulacao dos
fagocitos com PMA ou apés a fagocitose de S. aureus.

Os dados apresentados pela porcentagem representam os
fagocitos produtores de H202 e o MeanFI representa a quantidade destas

moléculas que foram produzidas.
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Figura 14. Avaliacdo do burst oxidativo de monocitos de RNs e adultos
mediante estimulacao com PMA ou apoés fagocitose de S. aureus. As barras
representam as porcentagens € o MearFI de células produtoras de H2O, Os
dados estdo representados pela média dos valores.

Os resultados demonstraram que RNs sao capazes de gerar burst
oxidativo apos a fagocitose de S. aureus, na qual a porcentagem de
monocitos produtores de peroxido de hidrogénio foi maior do que em
resposta ao estimulo com PMA, que consistiu em nosso controle
positivo.

A porcentagem dos monocitos produtores de H2O2 foi reduzida no
Grupo 2 em relacao ao Grupo 3 e aos adultos quando estimulados com

PMA e foi reduzida nos Grupos 2 e 3 em relacdao aos adultos apos
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fagocitose de S. aureus. Quanto a analise do M FI, foi observada uma
alta producao de H2O2 pelo Grupo 3 e apenas o Grupo 1 apresentou
valores significativamente menores em relacao ao Grupo 3 e aos

adultos, apos ativacao com PMA e fagocitose de S. aureus.
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Figura 15. Avaliacdao do burst oxidativo de neutrofilos de RNs e adultos
mediante estimulacdo com PMA ou apés fagocitose de Staphylococcus aureus.
As barras representam as porcentagens e o M FI de células produtoras de
H>O,. Os dados estao representados pela média dos valores.

Na Figura 15, acima, observou-se que neutréfilos de todos os
grupos foram capazes de gerar burst oxidativo, com alta producao de

H20> apods estimulo com PMA, no entanto, observamos frequéncias
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significativamente reduzidas de neutrofilos produtores de H202 em
todos os RNs quando comparados aos adultos.

Apobs a fagocitose de S. aureus, observou-se porcentagem inferior
de neutrofilos produtores de H20O2 somente nos RNs pré-termo dos
Grupos 1 e 2 quando comparados aos adultos. Quanto a analise do

MeanFI, nao foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos.

4.6. Analise da via de sinalizacao intracelular de TLR-2 em
mondocitos

4.6.1. Extracao de proteinas totais dos monécitos em cultura

Foram extraidas as proteinas dos monocitos cultivados de 6
recém-nascidos do Grupo 1, 6 do Grupo 2, 12 do Grupo 3 e 9 de
adultos antes e apos o estimulo com Pam3CSK4.

A extracao de proteinas, apresentou um bom rendimento para a
realizacao dos testes de Western blotting, variando de 14,0 a 17,0

mg/ml.

4.6.2. Western blotting

O Western blotting foi realizado com 2 amostras do Grupo 1, 2
amostras do Grupo 2, 4 amostras do Grupo 3 e 3 amostras de adultos.
A avaliacao da proteina MyD88 (Figura 16) revelou um aumento

da sua expressao frente ao estimulo em monécitos do Grupo 1, do
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Grupo 2 e do adulto. O neonato do Grupo 3 expressou niveis

semelhantes aos basais desta proteina apos o estimulo.

MyD88 | S e - - -—
Pam (-) Pam (-) Pam (-) Pam (-)
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Adulto

Figura 16. Expressdo de MyD88 (33kDa) em cultura de mondcitos
estimulados ou nao (-) com Pam3CSK4 de 1 amostra dos Grupos 1, 2, 3 e de
adulto. As proteinas foram analisadas por Western blotting com os anticorpos
primarios policlonais desenvolvidos em coelho e com anticorpo secundario
anti-IgG de coelho.

Na Figura 17, € possivel observar claramente o aumento da
expressao da JNK fosforilada apos adicao do estimulo, tanto em
monocitos do RN do Grupo 3, como em monocitos do adulto. Monécitos
do RN do Grupo 1 revelaram uma fraca expressao desta molécula, tanto

antes como apos a adicao do estimulo.

INKp - e -

Pam (-) Pam (- Pam (-

Grupo 1 Grupo 3 Adulto

Figura 17. Expressao de JNK fosforilada (54kDa) em cultura de mondcitos
estimulados ou nao (-) com Pam3CSK4 de 1 amostra do Grupo 1, 1 do Grupo
3 e 1 amostra de adulto. As proteinas foram analisadas por Western blotting
com os anticorpos primarios policlonais desenvolvidos em coelho e com
anticorpo secundario anti-IgG de coelho.
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O Western blotting realizado para deteccao do controle endogeno
GAPDH demonstrou expressao semelhante entre as amostras pré e pos-
estimulo apenas no adulto. As amostras de recém-nascidos mostraram
a expressao da proteina, constituindo um controle importante do teste,
porém pareceu sofrer influéncia do estimulo e a amostra de RN do
Grupo 1 mostrou uma expressao fraca da proteina, antes e apos o

estimulo (Figura 18).

GAPDH - - e

Paum (-] Pam (-1 Pam i-) Pam [-]

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Adulto

Figura 18. Expressdao de GAPDH (38kDa) em cultura de monécitos antes (-)
ou apos estimulo com Pam3CSK4 (Pam) de 1 amostra dos Grupos 1, 2, 3 e de
adulto. As proteinas foram analisadas por Western blotting com os anticorpos
primarios policlonais desenvolvidos em camundongo e com anticorpo
secundario anti-IgG de camundongo.

4.6.3. Phosflow

Esta técnica foi realizada com 3 amostras do Grupo 1, 6 do Grupo
2, 12 do Grupo 3 e 12 amostras de adultos.

Os resultados das analises das moléculas fosforiladas (ativadas)
ERK-1/2, NF-xB e p38 estao representados pela média da intensidade
de florescéncia (MeanFI), como mostra a Figura 19.

Os resultados mostraram que os monocitos estimulados com o
Pam3CSK4 apresentam um aumento do MewFI, variando esta

intensidade para cada grupo e molécula analisada.
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Figura 19. Analise da média da intensidade de fluorescéncia (MeanFI) da
expressdao das proteinas ERK-1/2, p38 e NF-kB ativadas (fosforiladas) em
cultura de monoécitos CD14*HLA-DR* nao ativados (-) e ativados com
Pam3CSK4 por 20 minutos. Os graficos representam a mediana dos valores de
cada grupo.

Nota-se uma expressao aumentada da ERK-1/2 pelo Grupo 1 e
reduzida expressao pelos outros grupos. No entanto, todos
apresentaram diferenca significativa quando os mondcitos pré- e pos-
estimulo foram comparados e nenhuma diferenca foi detectada entre os
grupos.

A molécula p38 mostrou-se expressa em niveis diferentes para
cada grupo, mas todos os grupos apresentaram diferencas significativas
entre os monocitos pré- e pos-estimulo. O Grupo 3 revelou baixa
expressao desta proteina e os RNs pré-termos e adultos mostraram alta

expressao, porém nao foram detectadas diferencas entre os grupos.
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Quanto ao fator de transcricao NF-xB, foi observada menor
expressao nos Grupos 2 e 3 e uma tendéncia a maior expressao pelo
Grupo 1 e adultos, no entanto sem diferencas significativas quando os
grupos foram comparados.

E notavel a tendéncia a uma menor expressdo de todas as
moléculas pelo grupo de recém-nascidos a termo e maior expressao
pelos RNs prematuros extremo. Mas para melhor avaliacao desses

dados sera necessario aumentar o numero amostral de tal experimento.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho foi realizada a avaliacao da imunidade inata
e seus mecanismos de ativacdo via TLR-2 em monédcitos de recém-
nascidos pré-termo extremo, pré-termo tardio e a termo.

O trabalho envolveu um grande numero de diferentes tipos de
experimentos para avaliar a imunidade inata destes recém-nascidos.
Estes experimentos compreenderam desde a dosagem de citocinas do
soro dos RNs, como forma de triagem para determinar presenca de
infeccao, imunofenotipagem do sangue total a fim de avaliar a presenca
dos leucocitos envolvidos na resposta imune inata, avaliacao funcional
dos monocitos em cultura frente ao estimulo antigénico com a
caracterizacao desta populacao celular através da imunofenotipagem e
dosagem de citocinas pro e anti-inflamatorias, avaliacao da capacidade
fagocitica de S. aureus e do burst oxidativo de monocitos e neutrofilos,
além da extracao de proteinas de monoécitos estimulados em cultura
para a avaliacao das moléculas da via de sinalizacdo intracelular do
TLR-2 por Western blotting e por Citometria de fluxo.

A realizacao de todos os experimentos citados acima revelou um
grande desafio no que se refere ao volume insuficiente de sangue obtido
para a realizacao de todos os ensaios propostos, o que ficou evidenciado
nos diferentes numeros amostrais utilizados em cada um dos 8 ensaios.

Vale ressaltar que de todas as amostras de sangue de cordao umbilical
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coletadas, algumas foram descartadas antes mesmo de ser realizada a
dosagem de citocinas séricas, em virtude do diagnoéstico de infeccéao
realizado apos o parto ou pela presenca de patologias maternas, o que é
comum na populacdao de RNs prematuros.

Na maioria das gestacoes que termina em parto pré-termo
extremo, a probabilidade de haver complicacdées por corioaminionite
e/ou infeccao neonatal adquirida por transmissao vertical da mae é
maior (Krediet et al., 2007), o que dificulta o aumento do nimero de
amostras colhidas do grupo de recém-nascidos abaixo de 34 semanas.
Além disso, na maioria desses casos, apos a dequitacao da placenta, a
mesma € levada para analise anatomopatoléogica ou apresenta-se
fragmentada e com coagulos, impossibilitando a coleta do sangue. Com
relacdo ao Grupo 2 (pré-termos tardios), ha maior disponibilidade de
coleta dessas amostras e, sendo assim, o numero de amostras de
sangue de cordao umbilical deste grupo foi maior que no Grupo 1. Com
relacao aos RNs a termo, nao encontramos dificuldades nas coletas,
pois a grande maioria dessas amostras vem de maes que se adequam
aos critérios de inclusao definidos no trabalho, ndo havendo sinais de
infeccao ou diagnostico de patologias maternas ou neonatais que seriam
consequentemente prejudiciais aos nossos resultados.

O padrao de citocinas pro- e anti-inflamatorias das amostras de
soro de cordao de todos os RNs, pré-termo e a termo, efetivamente

utilizadas no trabalho apresentou-se dentro dos valores considerados
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normais descritos na literatura (Santana et al., 2001; Prokesova et al.,
2006; Rizos et al., 2005).

Protonotariou et al. (1999) relataram que os niveis de IL-1f e IL-
6 em soro de corddo umbilical ndo foram significativamente diferentes
dos soros de adultos controle, enquanto os niveis de TNF-a
apresentaram-se significativamente mais elevados nas amostras de soro
de cordao umbilical, aumentando sua concentracao até o 5° dia de vida
do bebé e sofrendo uma reducao, posteriormente, até o 44° dia. Por
outro lado, Rizos et al. (2005) mostraram que as concentracoes de IL-
1B, IL-6 e TNF-a no soro de cordao sao significativamente mais elevadas
quando comparadas aos soros de adultos controle.

A gestacao e o parto, como a maioria dos fendomenos biologicos,
envolvem a atuacado de citocinas. A relacao entre os niveis de citocinas
inflamatoérias com o tipo de parto mostrou que o parto a termo esta
fortemente ligado a estimulacdo de uma rede de citocinas, o que é
diretamente refletido 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 (Protonotariou et al., 1999).

Foi observado que o tipo de parto pode influenciar as
concentracoes de citocinas, as quais sdo mais elevadas em partos
vaginais quando comparadas a cesarea (Rizos et al., 2005). Em nosso
trabalho, as concentracoes das citocinas proé-inflamatérias IL-6 e IL-8

mostraram-se significativamente mais elevadas no parto normal quando
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comparado a cesarea, bem como para IL-1[3, mesmo que em niveis mais
reduzidos, o que nao foi visto para TNF-a.

Também foi observado um aumento dos niveis de IL-17A no parto
normal, citocina predominantemente secretada pelas células Thl7, as
quais apresentam inumeras funcées imunomoduladoras e induzem
producao das citocinas pro-inflamatorias IL-1, IL-6, TNF e quimiocinas
(Harrington et al., 2005; Annunziato et al., 2008).

Esses resultados reforcam a sugestdo de que o proprio parto a
termo poderia consistir num processo inflamatorio, o qual promove a
ativacdo da resposta imune neonatal, refletido num aumento
significativo de citocinas pro-inflamatorias durante os primeiros dias de
vida. A presenca dos receptores soluveis de citocinas, sIL-6R, sTNFRI e
sTNFRII, encontrados em concentracoes elevadas nas amostras
neonatais representa um mecanismo regulatorio de protecdo para o
neonato contra a funcao sistémica das citocinas, durante o trabalho de
parto e na vida neonatal precoce (Rizos et al., 2005).

Interleucina-1fB, IL-6 e TNF-a ja foram encontradas em células,
tecidos e fluidos associados a gestacao (Miller et al., 1990; Tsunoda et
al., 1990; Romero et al., 1990; Gunn et al., 1996; Olah et al., 1995). IL-
1B pode iniciar um importante papel na embriogénese, desenvolvimento
e diferenciacdo do feto pela regulacao do crescimento e diferenciacao de
tecidos e orgaos (Tsunoda et al., 1990). Além disso, IL-1B estimula a
producao de IL-6 e de prostaglandina pelo tecido intrauterino, podendo

sinalizar o inicio do trabalho de parto. Na gestacdo a termo, IL-6 pode
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orquestrar mudancas bioquimicas, imunologicas e fisiologicas que
contribuem para a sobrevivéncia materna e fetal (Romero et al., 1990).
O TNF-a € detectado na placenta, no liquido amniético e na decidua e
pode contribuir para a regulacao da proliferacao celular na unidade
utero-placentaria (Jaattela et al., 1988).

Assim como as APCs, monocitos humanos apresentam alta
expressao do MHC de classe II (molécula HLA-DR), envolvido na
apresentacao antigénica as células T e considerado um importante elo
entre a resposta imune inata e a adquirida (Medzhitow e Janeway,
2000).

Em acordo com nossos resultados, Pérez et al. (2010) observaram
que monocitos de RNs pré-termo e a termo apresentam menor
expressao de HLA-DR quando comparados aos monoécitos de adulto, o
que poderia contribuir para uma defesa comprometida do recém-
nascido. Por outro lado, ao serem estimulados, os monocitos dos 3
grupos de RNs promoveram um aumento da expressao dessa molécula
em niveis semelhantes aos de adultos, sendo estatisticamente
significativo para o Grupo 1 e para o Grupo 3.

Monocitos de recém-nascidos e de adultos apresentaram maior
expressao de CD86 em relacado ao CD80, no entanto, monocitos
neonatais revelaram uma tendéncia a menor expressao de CDS86
quando comparados aos adultos, sendo significativa somente para o
Grupo 2. Em contrapartida, a expressao de CD80 foi reduzida em todos

os grupos, com excecdo do Grupo 1, que apresentou aumento
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significativo apos o estimulo. Os sinais fornecidos pela interacao entre
CD28 e as moléculas co-estimulatéorias B7 sao essenciais para a
ativacdao inicial de células T naive conduzindo a um aumento de
producao de IL-2 e de expressao de IL-2R (CD25) por células T. Nos
seres humanos, a familia de moléculas B7, B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86),
interage com seus ligantes em células T, CD28 e CTLA4 (CD152),
respectivamente, com diferentes afinidades promovendo a ativacdao ou
interrupcao da resposta (Carreno e Collins, 2002). Portanto, uma menor
expressao de CD86 nos RNs poderia indicar um menor controle da
resposta inflamatéria e, a maior expressdao de CD80 no Grupo 1,
poderia, ainda, intensificar esta resposta.

A interacao entre CD40, expressa na APC e o seu ligante na célula
T, CD154 (CD40L), contribui para a capacidade das células T de ativar
a sintese de citocinas inflamatorias de monocitos sugerindo que este
par ligante-receptor pode contribuir para a manutencao e/ou
exacerbacdo do processo inflamatorio. Observamos que monoécitos
neonatais apresentam menor expressao de CD40 em relacdo aos
adultos, porém revelaram um aumento significativo em resposta ao
Pam3CSK4, em niveis semelhantes aos de adultos. Assim, deficiéncias
na interacao CD40-CD40L nao sao, provavelmente, devido a uma
deficiéncia na apresentacao antigénica neonatal, mas na capacidade de
células T neonatais se ativarem (Han et al., 2004).

Com relacao ao TLR-2, nao foi observado um aumento expressivo

entre monocitos estimulados e nao estimulados, tanto neonatais como
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de adultos. No entanto, monocitos do Grupo 3 mostraram uma maior
expressao quando comparado aos outros grupos.

Um aspecto interessante da funcao de TLR foi descoberto quando
a localizacao celular de TLR-2 foi monitorada apos a estimulacao de
macrofagos com zymosan, um ligante de TLR-2. Neste estudo, foi
demonstrado que, mediante a fagocitose de zymosan, o TLR-2 localiza-
se primeiro nas vesiculas fagociticas e, subsequentemente, nos
fagossomas. Esta observacdo surpreendente sugere que os macrofagos
usam TLRs para determinar o conteudo dos fagossomas. Além da
fagocitose de microrganismos, os macrofagos desempenham um papel
importante na fagocitose e depuracao de células apoptoticas. No
entanto, ao contrario das bactérias e do zymosan, as células
apoptoticas nao induzem uma reacao inflamatoéria quando fagocitados
por macrofagos. Portanto, dependendo da natureza do material
fagocitado, TLRs podem ser diferencialmente recrutados para os
fagossomas (Underhill et al., 1999; Medzhitov e Janeway, 2000). Deste
modo, os niveis de expressdao semelhantes ou até reduzidos entre
monocitos pré- e pos-estimulados, encontrados no presente trabalho,
poderiam ser decorrentes desta internalizacao dos TLR-2 apos contato
com seu ligante.

O sistema imune inato reconhece e responde aos estimulos
microbianos através da ativacdo do TLR, ativando cascatas de
sinalizacao intracelular que resultam na transcricao de multiplos genes

como, por exemplo, das citocinas envolvidas em funcoes reguladoras e
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efetoras. No entanto, existem relatos discrepantes referentes a
capacidade de producao de citocinas individuais em resposta a
agonistas de TLR ao nascimento e ao longo da infancia (Scott et al.,
1997; Upham et al., 2002; Chelvarajan et al., 2004). No entanto, a
preponderancia dos dados atualmente disponiveis nao apoia a ideia de
uma incapacidade geral de producao de citocinas por monocitos e
células dendriticas neonatais, mas sugere uma diferenca na natureza
desta resposta. Esta bem descrito o deficit substancial e consistente na
producao de citocinas do tipo Thl envolvidas na protecao contra
patogenos intracelulares, como IFNs do tipo I, IL-12 e IFN-y (Yerkovich
et al., 2007; Kollmann et al., 2009; Pérez et al., 2010; Corbett et al.,
2010).

As citocinas TNF-a, IL-1f3, IL-6, IL-8 e IL-10 foram dosadas no
sobrenadante das culturas de monoécitos e, com excecao da IL-8,
monocitos neonatais e de adultos foram capazes de produzir niveis
significativamente elevados dessas citocinas apos a adicao do estimulo.
Quanto as citocinas proé-inflamatérias IL-6, TNF-a e IL-1p, mondcitos
neonatais revelaram uma tendéncia a maior producao quando
comparados aos adultos. Alguns estudos mostraram niveis de producao
de TNF-a em resposta ao estimulo com agonistas de TLR-2 ligeiramente
menores em cordao umbilical, particularmente quando sangue total foi
usado, ou células mononucleares neonatais ou monocitos foram
cultivados em altas concentracoes de soro neonatal (>50%) (Levy et al.,

2004; Kollmann et al., 2004).
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Contudo, outros trabalhos revelaram que os niveis de producao
por células neonatais de citocinas centrais para a defesa do hospedeiro
contra bactérias e fungos extracelulares, inflamacao aguda e respostas
tipo Th17 parece nado ser muito diminuida e, em alguns casos, € mais
robusta (Lewis e Wilson, 2011). A producao de IL-1p por células de RNs
a termo e adultos é semelhante, enquanto esta muito bem documentado
na literatura que monocitos neonatais produzem mais IL-6, IL-8 e IL-23
e alguns trabalhos também demonstraram niveis mais altos de TNF-o
(Schultz et al., 2002; Angelone et al., 2006; Yerkovich et al., 2007;
Corbett et al., 2010). Em desacordo com nossos resultados, alguns
estudos que utilizaram células de RNs prematuros demonstraram que a
producao de IL-8 foi maior do que a producdo por células adultas
(Schultz, et al., 2002; Dembinski et al., 2002), enquanto outros estudos
com RNs pré-termo e a termo revelaram que a producao de TNF-a, IL-6
e IL-8 foi reduzida (Sadeghi et al., 2007; De Wit et al., 2003; Levy et al.,
2004).

Apesar de alguns estudos preliminares sugerirem que a producao
da citocina imunoregulatoria e anti-inflamatoria IL-10 € reduzida em
células neonatais, a maioria dos estudos tem encontrado igual ou maior
producao de IL-10 por células mononucleares neonatais (Chang et al.,
1994; Lewis e Wilson, 2011). Em nossas dosagens, foi evidente a
reduzida producao de IL-10 por monocitos de RNs pré-termo e a termo
em comparacao com os adultos, apesar do aumento significativo pos-

estimulo. Particularmente, essa producao reduzida de IL-10 em
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neonatos, em acordo com outros trabalhos da literatura (Jones et al.,
1996; Chheda et al., 1996; Schultz, et al., 2004) pode contribuir para o
aumento da sintese de citocinas pro-inflamatérias em RNs a termo e
pré-termo. A alta incidéncia de complicacoes graves durante o processo
infeccioso em neonatos pode ser decorrente da sua incapacidade de
controlar a inflamacao (Martinot et al., 1997; Gomez et al., 1998). Essas
informacoes sugerem, portanto, um desequilibrio da resposta imune
neonatal.

O reconhecimento de um PAMP por um TLR desencadeia eventos
que resultam na captacdo, processamento e apresentacdo antigénica,
bem como a expressao de moléculas co-estimuladoras e secrecao de
citocinas, como foi avaliado no presente projeto. Estes eventos irao
dirigir a resposta imune adaptativa subsequente. Centralmente
envolvidas nestes processos estdo as células apresentadoras de
antigenos (APCs). As principais APCs humanas sao as células
dendriticas (DCs), tanto mieléides (mDCs), como plasmocitoides (pDCs),
bem como monocitos/macrofagos e células B.

A imunofenotipagem dos leucocitos totais do sangue de cordéao
umbilical foi realizada com o objetivo de avaliar quantitativamente e
qualitativamente a presenca das APCs, bem como dos linfécitos T e B
envolvidos na resposta a bactérias extracelulares. O presente trabalho
mostrou que RNs a termo apresentam maior numero de leucoécitos
quando comparados aos RNs pré-termos e aos adultos e, por sua vez,

adultos apresentam menor numero de leucoécitos comparados aos 3
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grupos de neonatos. De um modo geral, a composicao de leucocitos
circulantes numericamente difere entre os RNs de diferentes idades
gestacionais, provavelmente refletindo fases de desenvolvimento
dinamicas (Milcic, 2010). As proporcoes de ambas as células linféides e
mieldéides sdo geralmente mais elevadas no sangue periférico de um
recém-nascido saudavel a termo (Berrington et al., 2005; Christensen et
al., 2009; Sharma et al., 2012).

Apbés a descoberta de marcadores que permitem uma melhor
identificacao dos subgrupos de DCs, foi visto recentemente que essas,
definidas como Lin'HLA-DR*, representam 0,3% das células
mononucleares do sangue de cordao umbilical (Velilla et al., 2006), uma
porcentagem significativamente inferior a encontrada no presente
trabalho. Shin et al. (2009) e Koumbi et al. (2010) mostram que DCs
mieloides expressam CD11c* e induzem diferenciacao de células Thl,
com a producao de niveis elevados de IL-12. Ja DCs plasmocitoides
expressam CD123high e induzem diferenciacao de células Th2,
produzindo grandes quantidades IFNs do tipo I e II (Steinman, 2003;
Adams et al., 2005).

No presente trabalho, encontramos numeros relativos
significativamente mais elevados de DCs totais em recém-nascidos
prematuros e a termo em relacdo aos adultos, porém estes
apresentaram maior proporcdo de mDCs em relacdo aos recém-

nascidos e frequéncias equivalentes de pDCs, exceto para os RNs do
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Grupo 3. Essa maior porcentagem de mDCs em adultos pode contribuir
para uma resposta Th1 mais eficiente.

Células dendriticas sao APCs profissionais com capacidade tnica
de ativar e induzir expansao clonal de linfécitos T naive e de memoria.
As DCs imaturas apresentam principalmente CD1a* e maior capacidade
de internalizar antigenos, mas sao pobres ativadoras de células T, por
expressarem baixos niveis das moléculas co-estimulatéorias CDA40,
CD80, CD86 e, no presente trabalho, encontramos frequéncias
semelhantes de mDCs e pDCs expressando CDla entre RNs e adultos.
Células dendriticas maduras sao CD83* e expressam altos niveis das
moléculas CD80 e CD86, além de HLA-DR e sao excelentes
estimuladoras de células T antigeno-especificas (Gulubova et al., 2012).

A expressao de TLR-2 € normal em células dendriticas do sangue
de cordao, assim como em mDCs neonatais (Drohan et al., 2004; Velilla
et al., 2006). Estes resultados estao de acordo com nossos dados, assim
como para as pDCs, pois ndo encontramos diferencas significativas
entre os RNs e adultos, embora observou-se valores crescentes de
expressdo de TLR-2 em mDCs e pDCs de acordo com a idade
gestacional. Esses dados sugerem que DCs neonatais tem a capacidade
de reconhecer o antigeno através do TLR-2, mas a expressao deste
receptor € menor em RNs prematuros. Além disso, a interacdao com a
célula T pode ser deficiente por apresentarem baixa expressao das
moléculas co-estimuladoras, mostrando, mais uma vez, a imaturidade

do sistema imunologico neonatal.
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Embora nao tenham sido observadas diferencas nas frequéncias
de monoécitos entre RNs e adultos, o niumero absoluto dessas células no
sangue de cordao umbilical de RNs prematuros extremos foi inferior aos
encontrados nos outros RNs.

Esta descrito que diferencas qualitativas em monocitos sao
evidentes no utero, a fenotipagem por citometria de fluxo de monécitos
circulantes neonatais ou fetais no terceiro trimestre revela que estas
células expressam niveis reduzidos de moléculas de MHC classe II
(HLA-DR) e apresentam baixa expressao basal de moléculas CD86 e
CDA40, o que contribui potencialmente para uma atividade deficiente da
APC (Velilla et al., 2006). Em desacordo com estes dados, encontramos
frequéncias semelhantes de monocitos expressando CD80 e CD86 entre
os RNs e adultos, mas as porcentagens de monocitos CD80* foram
ligeiramente inferiores em RNs comparados aos adultos, embora
significativamente diferente apenas para o Grupo 2. Também é
importante salientar que observamos reducdo da expressao de CDS8O
por mDCs e pDCs em RNs do Grupo 1, o que poderia reforcar a idéia de
uma atividade ineficiente das APCs de RNs prematuros.

TLR-2 também foi amplamente expresso em monocitos neonatais,
embora a frequéncia em RNs pré-termo extremo tenha sido ligeiramente
menor. Isso mostra que RNs pré-termos, particularmente os prematuros
extremos, apresentam as ferramentas necessarias para reconhecer o
antigeno invasor, mas as moléculas envolvidas no reconhecimento

antigénico, como o TLR-2 e a molécula co-estimuladora CD80 estao
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presentes em menor frequéncia quando comparados aos outros RNs, o
que pode contribuir para uma resposta imune inata deficiente e levar a
uma ativacao inadequada da resposta imune adaptativa.

Uma peculiaridade da resposta imune nos primeiros anos de vida
€ a presenca no sangue periférico de numeros elevados de linfocitos,
tanto percentuais como absolutos, como mostrado no presente
trabalho, onde o adulto apresenta menor numero de linfécitos T
CD3*CD4* quando comparado aos grupos de RNs. Desta forma, nesta
fase da vida o mais preocupante é a linfocitopenia, caracterizada por
numeros totais de linfécitos repetidamente inferiores a 2.500
células/mm3, e que pode representar um sinal de alerta importante
para uma imunodeficiéncia grave (Heldrup et al., 1992).

Os valores percentuais das varias subpopulacoes de linfécitos
permanecem muito semelhantes aos adultos em todas as fases da vida
com predominio das células T auxiliares (40 - 50%), seguida das T
citotoxicas (15 - 25%), sabendo-se que as células T constituem entre 70
e 80% dos linfécitos circulantes. Evidentemente, a proporcao de células
T naive é elevada nos primeiros tempos de vida, caindo gradualmente
na medida em que crescem as percentagens de células de memoria
(Heldrup et al., 1992).

Como ja esta bem descrito, células de memoria sao derivadas de
células efetoras, as quais sao derivadas da ativacao de células T naive.
Células T naive sao caracterizadas pela expressao de CD45RA, CCR7 e

receptores co-estimuladores CD27 e CD28. As células T efetoras sao
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determinadas por expressarem varios marcadores, entre eles o CD69,
CD25, porém baixos niveis de CD62L. Quanto aos marcadores
caracteristicos das células T de memoria central, que residem
preferencialmente nos linfonodos, varias propriedades fenotipicas sao
compartilhadas com células T naive, exceto a expressao de CD45RA.
Células T de memoria efetora migram preferencialmente para os tecidos
periféricos e nao expressam CD45RA ou CCR7 e, dependendo de seu
estado de diferenciacao, podem ou nao expressar CD27/CD28 (Tanel et
al., 2009).

Um estudo de revisdo de subpopulacoes de linfécitos comparando
amostras de sangue de cordao umbilical e amostras de sangue
periférico de adultos mostrou que células T naive ocorrem com uma
frequéncia relativamente alta em neonatos quando comparados aos
adultos (de Vries et al., 1999).

Em concordancia, nossos dados mostraram maior frequéncia de
linfécitos T naive nos 3 grupos de RNs quando comparados aos adultos,
sem diferencas significativas entre os recém-nascidos, embora RNs do
Grupo 1 tenham apresentado frequéncia ligeiramente menor do que os
outros recém-nascidos. O aumento da frequéncia de células T naive em
neonatos ja € conhecido, uma vez que tem sido demonstrado que os
neonatos prematuros apresentam populacdo de células T naive
reduzida quando comparada a dos RNs a termo (Peoples et al., 2009;

Walker et al., 2011).
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Os adultos, por sua vez, apresentaram maior frequéncia de
linfécitos T efetores e de memoria efetora quando comparados aos RNs.
Uma vez que essas células ja foram ativadas apos contato prévio com o
antigeno, as frequéncias mais altas encontradas em adultos séo
esperadas. Linfocitos T de memoria central apresentaram-se em
frequéncias equivalentes entre os grupos. Estes achados nao estao de
acordo com outro trabalho que apresentou frequéncia de células T de
memoria reduzida em RNs comparados aos adultos, embora a divisdo
entre as subpopulacoes de células T de memoria, efetora e central, nao
tenha sido efetuada (Szabolcs et al., 2003).

A maioria das subpopulacoes de células B encontra-se em
numeros significativamente mais elevados no sangue de cordao
umbilical devido a linfocitose existente, assim como de Vries et al.
(1999) relataram em sua revisao sobre subpopulacoes de linfocitos
neonatais, onde células B CD19* foram mais frequentes no sangue de
cordao em relacdo ao adulto. Mais tarde, os mesmos dados foram
reportados por Curtis et al. (2011). O mesmo foi observado em nossos
resultados, onde os adultos apresentaram numero significativamente
menor de linfocitos B quando comparados aos RNs dos 3 grupos,
refletindo a linfocitose fisiologica neonatal.

Nossos dados também mostram que os 3 grupos de RNs
apresentam frequéncia significativamente maior de linfécitos B naive e
menor de linfocitos B de memoria quando comparados aos adultos.

Linfocitos B de memoria e naive podem ser ativados através da ligacao
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do CD40, receptor expresso constitutivamente nessas células, ao seu
ligante CD154 (CD40L) presente nos linfocitos T. Nossos resultados
mostraram uma expressao consideravelmente mais baixa de CD40 em
linfocitos B de RNs prematuros extremos do Grupo 1 quando
comparados aos outros grupos de RNs, no entanto nao houve diferenca
significativa. A interacao entre CD40-CD40L inicia uma funcao central
na formacao do centro germinativo e desenvolvimento da memoria
humoral, inducdo da proliferacao, switch de classes de
imunoglobulinas, diferenciacao e secrecao de citocinas e
imunoglobulinas (Néron et al., 2011).

Foi mostrado que as células B de memoria constitutivamente
apresentam uma discreta expressao de TLR-2 (Lanzavecchia et al.,
2006) e no presente trabalho, nés observamos frequéncias
extremamente baixas de linfécitos B expressando TLR-2 em todos os
grupos, incluindo adultos.

O estudo da atividade fagocitica das células e do burst oxidativo &
muito importante para determinarmos a possivel suscetibilidade do RN
em adquirir infeccoes por Staphylococcus aureus. Sendo assim, os
resultados foram apresentados como indice de fagocitose de S. aureus
por monocitos e neutrofilos, determinados pela porcentagem, que indica
a quantidade de células com capacidade fagocitica, além do nimero de
bactérias que cada célula fagocitica internalizou, mostrado pela Média

da Intensidade de Fluorescéncia (MearFI) obtida nas analises.
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Os mecanismos microbicidas de fagocitos consistem em uma
combinacdo de processos enzimaticos e oxidativos que sao ativados
imediatamente apos a fagocitose. Quando o microrganismo € fagocitado,
a célula aumenta seu consumo de oxigénio molecular o que acaba
resultando na producao de espécies reativas de oxigénio, as quais sao
essenciais para a morte bacteriana, através do burst respiratorio e
substancias  bactericidas que sao liberadas dos granulos
citoplasmaticos dentro do fagolisossomo (Roos et al., 2003; Carr, 2000).
A geracao dessas espécies oxidativas em neutrofilos e outros fagocitos €
mediada pela NADPH oxidase (Elbim e Lizard, 2009). Uma vez ativada, a
NADPH oxidase inicia o burst respiratéorio, produzindo o anion
superoxido (O27), o qual € convertido em peroxido de hidrogénio (H202)
pela enzima peroxido dismutase (SOD), que por sua vez € convertido em
acido hipocloroso (HOCI]) e radical hidroxila (OH®) pela enzima
mieloperoxidase (MPO) (Burg e Pillinger, 2001).

Deve-se levar em consideracdo que os monocitos podem mudar
morfologicamente apos a fagocitose, sendo assim, nado sao localizados
obrigatoriamente no gate classico de monoécitos. Por isso, muitos
estudos aplicam estratégias de marcacao celular com anti-CD14, que
possibilita delimitar melhor a populacdo e, ainda assim monoécitos
reduzem a expressdo dessa molécula apdés incubacao com a bactéria,
mas mantém sua expressao de HLA-DR. Apos incubacao com bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, monocitos do sangue de cordao

umbilical e de sangue periférico de adulto apresentam tamanho
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diminuido e aumentam a granulosidade, revelando caracteristicas de
células apoptoticas (Gille et al., 2009). A apoptose de neutrofilos e
monocitos apdés a fagocitose da bactéria € chamada morte celular
induzida por fagocitose. A geracao de espécies reativas de oxigénio em
consequéncia da fagocitose €, provavelmente, um dos eventos de
inducao de apoptose (Zhang et al., 2003).

Nossos resultados mostraram que monocitos e neutrofilos
neonatais apresentam capacidade fagocitica inferior a de adultos,
embora os neutrofilos neonatais tenham apresentado quase 100% de
atividade. No entanto, a quantidade de bactérias fagocitadas foi
equivalente entre os grupos, com excecao dos RNs prematuros
extremos, que apresentaram MFI reduzido em monodcitos e neutroéfilos
em relacao aos RNs a termo.

Em desacordo com mnossos resultados, Gille et al. (2009)
demonstraram que embora monécitos de neonatos a termo apresentem
algumas diferencas funcionais quando comparados aos monocitos de
adultos, eles apresentam competéncia fagocitica equivalente para
bactérias Gram-positivas in vitro. O mesmo foi descrito sobre a
fagocitose de S. epidermidis por monocitos de RNs a termo e
prematuros, os quais demonstraram porcentagens e numeros de
bactérias ingeridas semelhantes entre os grupos de RNs e adultos
(Strunk et al., 2012).

Quanto aos neutrofilos neonatais, assim como em nosso trabalho,

foi demonstrado que em condicoes 6timas in vitro, estes sao capazes de
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se ligar e internalizar bactérias gram-positivas e gram-negativas com
eficiéncia equivalente ou ligeiramente reduzida em relacao aos
neutrofilos de adultos (Bektas et al., 1990; Johnston, 1998). As
concentracoes séricas de opsoninas sao reduzidas em neonatos, em
particular naqueles prematuros e, quando as concentracoes de
opsoninas sao limitadas, neutrofilos de RNs internalizam bactérias de
forma menos eficiente comparando-se aos neutrofilos de adultos
(Falconer et al., 1995).

Nossos resultados mostraram que monocitos de neonatos a termo
apresentaram burst oxidativo normal apods estimulo com PMA e
reduzido apos ativacao celular pela fagocitose de S. aureus, porém sua
producao de H2O» foi elevada frente aos dois estimulos. Ja neonatos
pré-termos do Grupo 2 apresentaram baixa geracao do burst em
resposta ao PMA e ao S. aureus, o que poderia levar a uma deficiente
morte intracelular bacteriana. No entanto, este resultado nao foi
evidenciado estatisticamente com os RNs do Grupo 1 provavelmente em
virtude do numero amostral utilizado para este experimento, embora a
producao de H2O»> tenha sido diminuida frente aos estimulos.

Estudos in vitro demonstram que a morte intracelular de S.
aureus ou E. coli apos fagocitose por neutrofilos de neonatos a termo €
consistentemente normal, ao passo que, € em conjunto com os achados
de burst respiratorio, a atividade microbicida sobre estafilococos é
prejudicada em neonatos pré-termos com peso abaixo de 2.000g ao

nascimento (Gahr et al., 1985). Nossos resultados estao de acordo com
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os descritos acima, pois observamos atividade de burst com producao
de peroxido de hidrogénio equivalente entre RNs a termo e adultos e
reduzida nos RNs prematuros apos a fagocitose de S. aureus. A geracao
de anion superoxido e peroxido de hidrogénio por neutrofilos de
neonatos a termo €& geralmente semelhante ou maior do que a dos
adultos em resposta a estimulos soluveis (Bjorkqvist et al., 2004).
Embora uma modesta reducao na geracao de espécies reativas de
oxigénio por neutrofilos de pré-termos em comparacao com RNs a termo
tenha sido observada em resposta a algumas linhagens de estafilococos
coagulase-negativo, isso nao foi observado com outras cepas de
estafilococos ou com cepas de estreptococos do grupo B (Chudgar et al.,
20059).

Assim, monocitos e neutrofilos do Grupo 3 sao capazes de
produzir quantidades significativamente elevadas de H202, quando
estimulados com PMA e S. aureus, como reportado por Wu et al. (2005),
onde os neonatos a termo apresentam uma tendéncia a serem mais
responsivos ao PMA no que se refere ao burst oxidativo, comparando-se
aos recém-nascidos pré-termo.

Em sintese, ao analisarmos a porcentagem de fagocitos
produtores de peroxido de hidrogénio observamos, de modo geral, uma
diminuicdo do MeanFI dos RNs pré-termos, revelando uma producao de
peroxido de hidrogénio deficiente, o que poderia ocasionar uma

reduzida morte intracelular dos microrganismos.
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A publicacao de dados sobre fagocitose nos ultimos 30 anos tem
sido de dificil interpretacdo e correlacao entre os resultados, em virtude
de muitos parametros envolvidos, assim como a variedade de técnicas
utilizadas para a investigacdo da funcado de monodcitos e neutrofilos
(Filias et al., 2011). Muitos fatores podem participar da regulacao da
homeostasia do pool de neutréfilos e monécitos dos neonatos nos
primeiros dias ap6s o nascimento como a producado de citocinas,
diminuicdo de hormonios, maturacdo dos macrofagos, substancias
transferidas pelo aleitamento materno como CD14 soluvel, entre outros.
Alguns destes fatores podem ter um efeito sobre a funcao celular e
podem ser responsaveis pelo aumento da capacidade fagocitica
mostrada no estudo (Filias et al., 2011).

Alguns defeitos funcionais de fagocitos mononucleares neonatais
tém sido documentados, comparados aos seus homologos adultos.
Essas alteracoes podem resultar de vias de sinalizacdo ligadas ao TLR
pouco eficientes, mas a natureza destas deficiéncias ainda nao esta bem
elucidada.

Tem sido demonstrado que as respostas mediadas por TLR podem
ser divididas em via dependente da proteina MyD88 e via independente
da MyD88, a qual € dependente de TRIF. Além disso, é discutido que as
citocinas que sao hiperexpressas por células mononucleares do sangue
de cordao, ou seja, as citocinas pro-inflamatorias, sao uniformemente
dependentes de MyD88, ao passo que aquelas citocinas cuja producao €

atenuada em sangue de cordao e lactentes (IL-12 p35, IL-18, IL-23p19)
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sao controladas por mecanismos dependentes de TRIF (Weighardt et al.,
2004; Goriely et al., 2006).

Para realizar uma avaliacao minuciosa da possivel deficiéncia
funcional das APCs neonatais estudamos moléculas importantes da via
de sinalizacao intracelular dos monoécitos neonatais.

Em virtude da observacao que camundongos knockout de MyD88
sao altamente suscetiveis a infeccdo por uma ampla gama de
microrganismos, niveis reduzidos de expressdo de MyD88 poderiam
contribuir para uma resposta imune neonatal reduzida a patogenos
(Kawai et al., 1999).

A avaliacao da proteina MyD88 revelou um aumento da sua
expressao frente ao estimulo em monocitos dos RNs pré-termo e do
adulto. No entanto, a amostra testada de RN a termo expressou niveis
semelhantes aos basais desta proteina apés o estimulo.

Foi demonstrado niveis basais reduzidos de mRNA da molécula
MyD88 em monocitos do sangue de cordao de RNs pré-termo em
relacao aos RNs a termo (Sadeghi et al., 2007). Além disso, a expressao
proteica desta molécula é reduzida apos estimulo em RNs a termo em
comparacao com adultos, contribuindo possivelmente para a deficiente
producao de TNF-o mediada pelo TLR em neonatos (Yan et al., 2004).
Em nosso trabalho, houve um aumento da expressdo de MyD88 nos
RNs pré-termo, o que esta de acordo com a alta producao, nao sé6 de
TNF-a, mas das citocinas pro-inflamatorias dosadas nos sobrenadantes

das culturas de monocitos.
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Varios estudos tém mostrado que a via da MAP kinase, em
particular a via SAPK (stress-activated protein kinase)/JNK, inicia uma
funcao chave na sinalizacao da transducao de TNF-a (MacEwan, 2002;
Varfolomeev e Ashkenazi, 2004). Em nosso trabalho, observou-se que
monocitos dos RNs pré-termo extremo apresentam fraca expressao de
JNK e nao revelaram um aumento da expressao apos o estimulo. Ja
monocitos de RN a termo apresentaram aumento da expressao dessa
molécula apos o estimulo com Pam3CSK4, de modo similar aos
monocitos de adulto.

Os resultados observados nos testes de Western blotting
utilizando-se o anticorpo anti-GAPDH como controle endogeno da
reacao foram, de certa forma, inesperados, uma vez que observamos
diferencas entre as bandas pré- e pos-estimulo de cada amostra.
Geralmente, o GAPDH é considerado como uma enzima housekeeping e
é frequentemente usado como controle invariante para estudos de
expressao génica e de proteinas. Em adicdo a sua bem descrita funcao
na glicolise, estudos recentes sugerem que o GAPDH é uma proteina
multifuncional que desempenha um papel importante no transporte de
membrana, formacao de microtubulos, proliferacao celular e apoptose
em células de mamiferos (Wang et al., 2013).

Particularmente, o GAPDH é uma proteina chave redox sensivel,
cuja atividade € largamente afetada por modificacoes oxidativas
covalentes em seu residuo Cys!52 altamente reativo que estimulam a

translocacao nuclear desta enzima e regulam o destino da célula (Colell
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et al., 2009). A translocacao do GAPDH para o nucleo pode ser
interpretada como um esforco extremo da célula para manter a
producao de ROS em niveis toleraveis (Dando et al., 2013). Em nossos
testes, como nao realizamos extracoes nucleares, as diferentes bandas
observadas comparando-se monocitos antes e apos o estimulo poderiam
ser resultantes da translocacao desta enzima para o nucleo das células.

Com relacdao ERK-1/2 e p38, Sadeghi et al. (2007) constataram
que estas moléculas apresentaram menor fosforilacdo apés o estimulo
nos RNs pré-termos, o que poderia culminar na deficiente ativacao do
fator de transcricado AP1 e consequente menor producao de citocinas
pro-inflamatorias. No presente trabalho, observamos resultados
aparentemente contrarios, onde ERK-1/2 e p38 mostraram-se ativadas
(fosforiladas) nos monécitos de todos os grupos apos o estimulo, com
diferenca significativa entre pré- e poés-estimulo. Estes resultados
condizem com a maior producao de citocinas pro-inflamatorias por RNs
pré-termos observadas em nossas culturas, o que nao foi visto para os
RNs a termo provavelmente em virtude do nosso reduzido numero
amostral.

A resposta precoce de citocinas pro-inflamatérias, entre elas,
IL1B, IL6, IL8 e TNF-o € iniciada apods ativacdo do NF-kB (Kenzel e
Henneke, 2006). Strunk et al. (2012) estudaram os eventos de
sinalizacao apoOs ativacao de TLR-2 em resposta ao S. epidermidis e
demonstraram numeros de monocitos NF-xB-positivos, p38-positivos e

JNK-positivos similares entre RNs pré-termo extremo, pré-termo
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moderado, a termo e adultos. Embora no trabalho acima tenham
encontrado ativacao normal destas moléculas da cascata de sinalizacao,
foram observados baixos niveis das citocinas pro-inflamatorias,
especialmente TNF, nos dois grupos de RNs pré-termo quando
comparados com os adultos. No entanto, estes autores trabalharam
com celulas criopreservadas, o que poderia prejudicar a resposta dos
monocitos ao estimulo com S. epidermidis. Em nosso trabalho, a alta
producao de citocinas inflamatérias esta de acordo com a ativacao
equivalente das moléculas da via de sinalizacao intracelular, p38, ERK-
1/2 e NF-xB entre os grupos de RNs e adultos.

Em resumo, nossos resultados compreendem uma avaliacao
abrangente da resposta imune inata mediada por TLR-2 em recém-
nascidos pré-termo e a termo. De modo geral, nés demonstramos que
as células dendriticas e monoécitos de neonatos expressam TLR-2 em
niveis semelhantes aos adultos. A expressao adequada de TLR-2 sugere
um reconhecimento antigénico eficiente que € refletido em uma ativacao
adequada das moléculas da cascata de sinalizacdo e uma potente
producao de citocinas proé-inflamatorias, apesar da reduzida producao
de IL-10. Deste modo, o neonato nao apresenta uma imaturidade
funcional, mas sim, um desequilibrio em sua resposta imune inata, com
uma aparente menor producao de fatores anti-inflamatoérios, o que pode

levar a predisposicao a sepse.
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CONCLUSOES

1. Monocitos de RNspré-termo extremo, pré-termo tardio e RNs a termo
responderam bem ao estimulo antigénico via TLR-2 com niveis
semelhantesde expressdaode marcadores de ativacao, alta producao
das citocinas pro-inflamatoriasTNF-a, IL-1B, IL-6 e reduzida

producao de IL-10.

2. A analisedas diferentes populacoes de leucocitos do sangue
totalrevelou niumeros absolutos elevados em RNs quando comparados
aos adultos, devido a caracteristica leucocitose neonatal.A expressao
de TLR-2 em APCs neonatais foi semelhante entre os grupos, com
uma tendéncia a menor expressao em RNspré-termo extremo. Como
esperado, recém-nascidos apresentaram maior expressao de linfocitos
T e B naive e menor expressao de linfécitos T efetor e de memoria

efetora e linfocitos B de memoria.

3. Monocitos e neutrofilos neonatais apresentam capacidade fagocitica
deStaphylococcus aureus reduzida em relacao aos adultos. Ageracao
do burstoxidativopor monocitos e neutrofilos foisemelhanteentre os
RNs, no entanto RNspré-termo apresentaram producao de peroxido
de hidrogénio deficiente, o que poderia ocasionar uma reduzida morte

intracelular deste microrganismo.
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4. Monocitos neonatais mostraram, de modo geral, ativacdo adequada
das moléculas envolvidas na sinalizacao intracelular apés estimulo
via TLR-2, o que esta de acordo com a alta producao de citocinas pro-

inflamatorias nos sobrenadantes de cultura de monocitos.

Nossosresultados sugerem que o bebé apresenta maior
capacidade de desenvolver uma resposta pro-inflamatéria, o que fica
ainda mais acentuada pela aparente menor producao de IL-10,
importante citocina anti-inflamatéria, o que pode levar a um
desequilibrio na resposta imune e aumentar a susceptibilidade do

recém-nascido a sepse.
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Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

REFERENTE: Projeto de Pesquisa “Avaliacdo da resposta imune ap6s estimulagio
de diferentes células apresentadoras de antigenos via Toll-Like Receptor 2 (TLR-2)
em recém-nascidos a termo e pré-termo” - Pesquisador(a) Responsavel: Dra. Patricia
Palmeira - Co-Investigador(es): Camila Cristina Quinello Gomes de Faria, Maria
Esther Jurfest Rivero Ceccon, Marco Antonio Cianciarullo, Magda Maria Carneiro-
Sampaio, Gerlandia Neres Pontes, Euler Jodo Kernbichler - Registro CEP-HU/USP:
972/09 — SISNEP CAAE: 0087.0.198.015-09

Prezado(a) Senhor(a)

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitdrio da Universidade
de Sdo Paulo, em reunido ordinaria realizada no dia 5 de fevereiro de 2010, analisou o
Projeto de Pesquisa acima citado, considerando-o como APROVADO, bem como o
seu Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Lembramos que cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a este Comité,
relatorios anuais (parciais ou final, em fun¢fo da duracdo da pesquisa), de acordo com
a Resolugdo n° 196/96 do Conselho Nacional de Saude, inciso IX.2, letra “c”.

O primeiro relatdrio esta previsto para 5 de fevereiro de 2011.

Atenciosamente, |I i
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< Dr. Mauricio Seckler
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Hospital Universitdario da USP

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO DA USP
Avenida Professor Lineu Prestes, 2565 — Cidade Universitiria — 05508-000 Sao Paulo — SP
Tels.: (11) 3091-9457 — Fax: (11) 3091-9452 - E-mail: cep@hu.usp.br



Hospital Universitario

musp HOSPITAL UNIVERSITARIO

da Universidade de Sao Paulo
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

I - TITULO DA PESQUISA: AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE APOS ESTIMULACAO DE
DIFERENTES CELULAS APRESENTADORAS DE ANTIGENOS VIA TOLL-LIKE RECEPTOR 2 (TLR-
2) EM RECEM-NASCIDOS A TERMO E PRE-TERMO.

1. Justificativa e objetivos da pesquisa: Prezada Senhora, como ja lhe foi falado, a senhora apresenta
producdo de anticorpos no sangue e secre¢des que sdo importantes para a defesa do seu organismo e do
organismo de seu(a) filho(a) contra as doencas. Além disso, o recém-nascido possui fatores de defesa
imunolégicos que nascem com ele, as células, que serdo utilizadas por ele na defesa contra doencas, mas
muitos desses fatores estdo em processo natural de amadurecimento com o passar da idade. Em virtude
destas condi¢des de imaturidade do sistema imunoldgico do recém-nascido, o objetivo deste estudo €
avaliar como se encontram alguns aspectos do sistema imunoldgico inato do bebé quando nasce em
diferentes idades gestacionais, visto que ele estd exposto a bactérias no meio ambiente que podem causar
sepse (infec¢do generalizada). Por este motivo, serd necessdria a coleta de sangue do corddo umbilical,
para a realizacdo de exames laboratoriais para avaliarmos o sistema de defesa do seu filho contra
determinadas bactérias causadoras de doenga em recém-nascidos. Nao haverd qualquer desconforto para
o recém-nascido, pois o sangue ndo serd retirado dele e sim do corddao umbilical, depois da retirada da
placenta. Caso a senhora e seu filho(a) ndo queiram participar da pesquisa, voc€ tem todo o direito de se
recusar. Caso comece na pesquisa e depois deseje desistir, também estard garantida assisténcia médica

para a sua crianga.

2. Procedimentos que serao utilizados e propésitos, incluindo a identificacdo dos procedimentos que
sao experimentais: Serd colhido sangue do corddo umbilical para avaliar imunidade inata do recém-

nascido a termo e do pré-termo.

3. Desconfortos e riscos esperados: O sangue de corddo umbilical serd colhido da veia do corddo
umbilical apds a retirada da placenta, logo ap6s o parto, sem dor ou desconforto algum para a senhora ou

para seu bebé.

4. Beneficios que poderio ser obtidos: Trata-se de um estudo experimental testando a hipétese de que a

susceptibilidade dos neonatos humanos as infec¢des por bactérias Gram-positivas estd relacionada, em
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parte, a imaturidade funcional da resposta imune inata. Somente no final do estudo poderemos concluir a

presenca de algum beneficio.

OBSERVACAO:

A senhora terd acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para diminuir eventuais duvidas.

A senhora terd liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do
estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

A senhora terd total confidencialidade, sigilo e privacidade dos dados deste estudo.

Disponibilidade de assisténcia, por eventuais danos a saide, decorrentes da pesquisa;

Se for detectado, algum problema de satide previamente ao inicio da pesquisa, a senhora serd
encaminhada ao Sistema Unico de Saide (SUS) para o tratamento.

Se houver intercorréncia de saide decorrente da pesquisa, a senhora serd atendida no HU/USP segundo o
critério de assisténcia do mesmo (hospital de atendimento secundario). Se houver necessidade de
atendimento de maior complexidade, a encaminharemos ao SUS.

A duracgio prevista da pesquisa € de quatro (4) anos.

III - INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS
CLINICAS E REACOES ADVERSAS:

NOME DOS PESQUISADORES ENVOLVIDOS:

Pesquisadora executante: Camila Cristina Quinello Gomes de Faria

Pesquisadora responsavel: Dra. Patricia Palmeira

CEP-HU: Endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 2565 — Cidade Universitdria — CEP: 05508-900 — Sao Paulo —
SP - Telefones: 3039-9457 ou 3039-9479 - E-mail: cep@hu.usp.br.

IV - INFORMACOES DO PACIENTE:




V - ENCERRAMENTO DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“DECLARO QUE, APOS CONVENIENTEMENTE ESCLARECIDO PELO PESQUISADOR E TER
ENTENDIDO O QUE ME FOI EXPLICADO, CONSINTO EM PARTICIPAR DO PRESENTE PROJETO
DE PESQUISA.”

SAO PAULO, .......... DE .. DE 200.....

assinatura do paciente ou responsavel legal assinatura e carimbo do pesquisador



Identificacao

Morbidades maternas

FICHA DE ANAMNESE DAS PARTURIENTES

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

Hospital Universitario da USP i
Cason’ : Caso n”:
Data do atendimento: E DataA:
Data do nascimento: ' DataNasc:
Dados Maternos
Nome: Iniciais:
Endereco
N° | Complemento Bairro:
CEP Telefone: |
Gestacio (1) | @ | @)dias | (+de3) |Gesta
Idade gestacional (IG) __._/ ‘7 | OO.|O/7 (ignorada) IG:
Método 1G (1) USG 1° trim | (2) DUM (3) Capurro . ]

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




Dados Intraparto

Recém-nascidos

Outros
Citar

(0) Nao reagente

(1) Reagente

Doencas 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 Tb:

Febre Reumatica (0) Ausente (1) Presente FR:

Doenca de Chagas (0) Ausente (1) Presente Chagas:

Hipertensao Arterial Aguda (0) Ausente (1) Presente HASa

Hipertensao Arterial Cronica | (0) Ausente (1) Presente HASc

Lipus Eritematoso Sist€émico | (0) Ausente (1) Presente LES:

Artrite Reumatéide (0) Ausente (1) Presente AR

Polimiosite/Dermatomiosite (0) Ausente (1) Presente P/D

Poliarterite Nodosa (0) Ausente (1) Presente Pnodo

Outras Doencas 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) Nao ‘ (1) Sim | Corticoide

Dados Intraparto

Tipo de parto (0) normal (1) fércipe (2) cesarea
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:
ApgarS5: Apgar5:

Classificacao RN:

Clas.IG (1) Pré-termo (2) Termo (3) P6s-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) Nao (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 Hemacia:
Plasma fresco congelado (0) Nao (1) Sim Plasma:
Concentrado de plaquetas (0) Nao (1) Sim Plaquetas:
Gamaglobulina EV (0) Nao (1) Sim Gamaglob.:
Estir/nglador de colonias (granuldcitos (0) Ndo (1) Sim Granulokine:
neutrofilos
Hb HT Leucécitos | Neutrdfilos | INN Plaquetas
HMG 1° exame
Leucécitos (1) > 20.000 / mm?3 | (2) Entre 20.000 e 5.000 / mm?3 | (3) < 5.000 / mm?3
Neutréfilos (1) > 1750 / mm?3 (2) <1750 / mm?3
INN (1)>0,2 2)<0,2
Plaquetas (1) > 150.000 / mm3 (2) < 150.000 / mm?3
Hb HT Leucdcitos | Neutrofilos | INN Plaquetas
HMG 2° exame
Leucécitos (1) > 20.000 / mm?3 | (2) Entre 20.000 e 5.000 / mm?3 | 3) < 5.000 / mm?3
Neutréfilos (1) > 1750 / mm?3 (2) <1750 / mm?3
INN (1)>0,2 2)<0,2
Plaquetas (1) > 150.000 / mm3 (2) < 150.000 / mm?3
PCR 1° dia Data:
2° dia Data:
3° dia Data:
PCRI1 (1) > 10 mg/L (2) < 10 mg/L (3) Ndo colhida
PCR2 (1) > 10 mg/L (2) < 10 mg/L (3) Nao colhida
PCR3 (1) > 10 mg/L (2) < 10 mg/L (3) Nao colhida
HMC (0) Negativa (1) Positiva (2) Néo colhida
Agente (HMC-AE) |
LCR (0) Normal | (1) Alterado | (2) Nio colhido
LCR Leucdcitos Neutrofilos linfocitos Proteinas Glicose
Glicemia
Leucécitos (1) > 20 leucocitos / 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) Nao colhido

LCR-AE




Urocultura (0) Negativa

| (1) Positiva

| (2) Néo colhida

Método (1) PSP (2) Sondagem (3) Saco coletor
Urocultura-AE
Evolugdo: | Alta hospitalar (0) Nao (1) Sim Alta:
Data da alta Data Alta
Obito (0) Nao (1) Sim Obito
Data do 6bito Data Obito

Diagndsticos:

Diagnoéstico
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Abstract

We evaluated the absolute numbers and frequencies of dendritic cells (DCs) and DC subsets,
monocytes, and T and B lymphocytes and lymphocyte subsets in the cord blood of healthy
extreme preterm (Group 1), late preterm (Group 2), and full-term (Group 3) newborns and in
the peripheral blood of healthy adults by flow cytometry. The majority of the analyses
revealed statistically higher absolute cell numbers in neonates compared with adults due to
the characteristic leukocytosis of neonates. We observed a lower frequency of CD80"
myeloid and plasmacytoid DCs in Group 1 and reduced expression of TLR-4 on myeloid DCs
in all neonates compared with adults. TLR-2* monocytes were reduced in number and
frequency in Group 1 compared with Groups 2 and 3, and TLR-4" monocytes were reduced in
Groups 1 and 2 compared to Group 3. The frequencies and numbers of naive CD4'T cells and
naive CD19" B cells were higher in the three groups of neonates compared with the adults,
while CD4" effector and effector memory T cells and CD19" memory B cells were elevated in
adults compared with neonates, as expected. Our study provides reference values for
leukocytes in cord blood from term and preterm newborns, which may facilitate the

identification of immunological deficiencies in protection against extracellular pathogens.

1. Introduction
At birth, neonates have an increased susceptibility to infectious agents due to the
functional immaturity of their immune systems. Some immune functions in neonates are
particularly immature, while other aspects of neonates’ immune systems are functional at
birth, even in extremely preterm infants. Innate immune impairment in the neonate is marked
by quantitative and qualitative neutrophil defects, including a small storage pool of
neutrophils at birth and reduced complement levels. Monocytes/macrophages are

functionally adequate in neonates but are limited in their chemotactic responses. The lack of
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adaptive immunity in neonates is reflected in the decreased number of memory T cells
expressing the CD45R0 isoform and the increased number of naive T cells expressing the
CD45RA isoform compared with adults as well as low production of immunoglobulin (Ig) G,
IgA, and IgE by newborn B cells [1-7].

The immune system of preterm neonates is thought to be less developed at birth than
term ones, but very little is known about the actual size of lymphocyte subpopulations in
preterm neonates or the maturation of these subpopulations during the first months after a
premature birth [8]. Studies of leukocytes from preterm newborns have been limited, and
there is little data available concerning the development and function of the innate immune
system during gestational aging [9]. Preterm infants are at a heightened risk of acquisition of
recurrent bacterial infections during their first weeks of life due to frequent exposure to
microorganisms, frequent invasive procedures such as catheterization, and intravascular or
assisted ventilation, in addition to the immaturity of the immune system [10].

Immunophenotyping of blood cell populations to identify these cells and their
expression of pattern recognition and activation molecules is an important tool in the
diagnosis and follow up of children with immunodeficiencies and other immune disorders.
Correct interpretation of the results obtained from patients requires knowledge of the normal
development of the immune system during the first years of life. Most studies on the human
immune system have been performed with adults, and many questions about lymphocyte
development in children have not been answered. This deficiency is due to the difficulty of
obtaining blood from babies in large quantities, thus representing a practical problem.
Therefore, most studies of newborns have been conducted using neonatal umbilical cord
blood, which can be easily obtained in larger quantities [11].

Preterm infants born before 28 weeks’ gestation are at greater risk of invasive

bacterial infections [12], but current studies indicate that late preterm infants also have a
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significantly higher rate of complications of prematurity and experience more difficulties with
feeding, hypoglycemia, jaundice, temperature instability, apnea, and respiratory distress [13].
This suggests that the last month of gestation is a critical culminating period for the
maturation of the immune system [13, 14].

Due to the high incidence of extracellular bacterial infections in neonates, it is
important to investigate the neonatal ability to combat these pathogens. In the present study,
we used flow cytometry to evaluate monocyte and dendritic cell populations and their pattern
recognition and activation markers as well as helper T and B lymphocytes and their
subpopulations in umbilical cord blood from healthy extreme preterm, late preterm, and full-

term newborns and, as controls, in peripheral blood from healthy adults.

2. Methods

Study population and blood samples:

We performed a cross-sectional descriptive study using umbilical cord blood from
healthy adequate-for-gestational-age preterm and full-term newborns. Newborns (n=56)
were classified into three groups according to their postmenstrual age at birth: newborns
born at 30 - 33 ®/; gestation weeks were classified as extreme preterm newborns (Group 1,
n=13); newborns born at 34 - 36 °/; gestation weeks were classified as late preterm newborns
(Group 2, n=21); and newborns born at 37-41 gestation weeks were classified as full-term
newborns (Group 3, n=22) [15]. Gestational age (GA) was calculated based on last menstrual
period or ultrasound measurement of fetal length in the first trimester. Exclusion criteria were
genetic syndromes, Apgar score of less than 5 at 5 minutes, clinical or pathological evidence of

chorioamnionitis, or clinical and laboratory signs of infection (elevated infection markers such



as C-reactive protein, IL-8, IL-6; rupture of membranes for more than 18 hours; and confirmed
early-onset sepsis).

Peripheral blood was collected from healthy adult volunteers as controls (n=39).

The neonates were recruited from the Obstetric Center, University Hospital, University
of Sdo Paulo and the Obstetric Center of the Central Institute of the Hospital das Clinicas. The
study was approved by the Research and Ethics Committee of the De partment of Pediatrics of
S3do Paulo University School of Medicine and by the Ethics Committee for the Analysis of
Projects and Research of the Hospital das Clinicas. Informed consent was obtained from each
participant.

Neonatal cord blood was collected from the fetal side of the placenta immediately
after delivery by umbilical cord venipuncture after clamping in EDTA-coated tubes and in
special clot activator tubes for serum separation and cytokine measurement. Blood in EDTA
tubes was maintained at room temperature and processed within 24 hours of collection.

The cytokines IL-8 and IL-6 were measured with a cytometric bead array (Becton
Dickinson BD Biosciences, San Jose, CA, USA) using sera from cord blood from the three

groups of neonates.

Immunophenotyping by Flow Cytometry:

The number of total blood leukocytes from the umbilical cord blood and peripheral
blood samples was determined with an automatic counter (Abbott Cell-Dyn CD-1700
Hematology Analyzer, Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL, USA). To analyze cell populations,
1x10° leukocytes were placed in a tube and subjected to two 20-minute erythrocyte lysis
steps using BD Pharm Lyse™ (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). After centrifugation and
washing with staining buffer (phosphate-buffered saline with 1% fetal calf serum and 0.1%

sodium azide), the cells were stained with fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies
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against each cell population under study for 30 minutes. After washing, the cells were
resuspended in staining buffer and immediately analyzed to prevent the loss of fluorescence.
Data were acquired with a BD LSRIl Flow Cytometer™ (BD Biosciences) with FACSDiva
software (Becton Dickinson), and the analysis was performed using FlowJo software (Tree
Star, Ashland, OR, USA). Data are presented as the means of absolute numbers or
frequencies.

The same fluorochromes were used for all experiments: FITC (fluorescein
isothiocyanate) or Alexa Fluor™ 488; PE (phycoerythrin); PE-Cy5 (phycoerythrin-cyanine 5) or
PerCP-Cy5.5 (peridinin chlorophyll protein-cyanine 5.5); PE-Cy7 (phycoerythrin-cyanine 7);
APC (allophycocyanin) or Alexa™ 647; APC-Cy7 (allophycocyanin-cyanine 7); Pacific blue™ or
V450 or Brilliant Violet 421™ (BioLegend, San Diego, CA, USA); AmCyan or V500, all from BD

Biosciences unless otherwise stated.

Dendritic cells:

Dendritic cells were defined as lineage cocktail (Lin)-negative and HLA-DRpositive
according to Koumbi et al. [16] and Shin et al. [17], and myeloid DC populations (LinHLA-
DR*/CD11c") and plasmacytoid DC populations (LinHLA-DR*/CD123c*) were characterized as
described by Sorg et al. [18] and Schreibelt et al. [19] (Fig. 1A and B). Within each
subpopulation, the dendritic cell pattern recognition, maturation, and activation markers
were analyzed using CD1a, CD80, CD86, TLR-2, and TLR-4. The results were expressed as the
percentage of total DCs of all nucleated cells. Absolute numbers of DCs were calculated from
complete blood leukocyte counts. Subpopulations of myeloid DCs and plasmacytoid DCs were

expressed as percentages and absolute numbers of total DCs.

Monocytes:



To analyze monocyte populations, a P1 gate on CD14"/HLA-DR" cells was established
(Fig. 2). The expression levels of the costimulatory molecules CD80, CD86, and CD40 and the
pattern recognition receptors TLR-2 and TLR-4 were analyzed on cells within this P1 gate. The
results were expressed as the percentage of total monocytes of all nucleated cells. Absolute
numbers of monocytes were calculated from complete blood leukocyte counts. The monocyte

activation markers were expressed as percentages and absolute numbers of total monocytes.

T lymphocytes:

T cell subsets were identified based on the expression of CD45RA and CCR7 as depicted
in Fig. 3.
Characterization of the CD4" T cell compartment was performed using combinations of
markers gating on CD3"/CD4" cells within the total lymphocyte population. Within the
CD3"/CD4" helper T lymphocytes gate, CD4'/CD45RA'/CCR7%/CD27'/CD62L" cells were
classified as naive T lymphocytes; CD4*/CD62L'°"/CD69* cells were classified as effector T
lymphocytes; CD4'/CD45RA’/CCR7'/CD27" cells were classified as central memory T
lymphocytes; and CD4"/CD45RA’/CCR7/CD27" cells were classified as effector memory T
lymphocytes.

Absolute numbers of T cell subsets were calculated by multiplying the frequency of the
indicated subset obtained by flow cytometry by the absolute lymphocyte number as

determined from complete blood cell counts.

B lymphocytes:
B cells were identified as CD19" cells within the total lymphocyte population (Fig. 4).
Definitions of B cell subsets were performed using the following markers: CD19/CD27" cells

were classified as naive B lymphocytes; CD197/CD27" cells were classified as memory B
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lymphocytes; and CD19°/CD69*/CD40" cells were classified as activated B lymphocytes. Within
the CD19"B cell population, TLR-2 and TLR-4 expression were also analyzed.

Absolute B cell subset numbers were calculated by multiplying the frequency of the
indicated subset obtained by flow cytometry by the absolute lymphocyte number determined

from complete blood leukocyte counts.

Statistics:

Statistical analyses were performed using MedCalc 12.7.0 (MedCalc Software, Ostend,
Belgium). The Kruskal-Wallis non-parametric statistical test followed by Dunn’s post-hoc test
for multiple comparisons were performed to compare groups that were not normally

distributed. A significance threshold of 0.05 was used for all tests unless otherwise stated.

3. Results

Characteristics of preterm and term newborns

A total of 56 neonates, 13 extreme preterm neonates born before 34 gestation
weeks, 21 late preterm neonates born between 34 - 36 6/, gestation weeks, and 22 full-term
neonates born after 37 gestation weeks were enrolled in the study as shown in Table 1.
These groups were divided according to the classification proposed by Engle [20]. Leukocyte
subset data from these neonates were compared with the leukocyte subset data from 39
adult controls. All 56 newborns included in this study were born without signs of infection;
they were excluded if any indication of a pathologic background in the mother’s clinical
history was detected. The C-reactive protein, IL-8, and IL-6 levels in the newborns’ sera also
indicated that they were healthy.

Given the increased risk of infection in preterm infants and the pathophysiological

role of cytokines as mediators of infection, measurement of neonatal cytokine levels may
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provide an earlier biomarker for the diagnosis of infection than downstream markers such as
C-reactive protein and absolute changes in white blood cell counts. The concentration of IL-8
depended on the mode of delivery and was higher in neonates delivered vaginally than
those delivered by elective cesarean section, which resulted in slightly higher, although not
statistically significant, IL-8 levels in Group 3 compared with the other groups. IL-6
concentrations were low in all newborn samples and were statistically equivalent between
groups.

Table 2 shows the total leukocyte counts of our study subjects. Statistical analysis
demonstrated that newborns from Group 3 had higher leukocyte numbers than the other
groups (p<0.05) and that adults had significantly lower leukocyte numbers than the three
groups of newborns (p<0.05).

We determined the absolute leukocyte subpopulation counts in preterm and full-term
infants by 8-color flow cytometry. We compared these data with data obtained from healthy

adults.

Dendritic Cell Subsets

The data in Table 3 show specific comparisons of adult cell populations with
populations from all neonates and those from full-term neonates with those from preterm
neonates after determination of statistical significance across all study groups using the
Kruskal-Wallis test as described elsewhere. The frequencies and absolute numbers of
dendritic cells (Lin/HLA-DR") among all nucleated cells were significantly higher in full-term
and preterm neonates than in adults. Group 3 had lower percentages of myeloid and
plasmacytoid DCs than either of the preterm groups or the adults. The numbers of myeloid
and plasmacytoid DCs did not differ among the neonate groups, but were higher in neonates

than in adults. Myeloid and plasmacytoid DCs expressing the activation markers CD80 and
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CD86 were also present at the same frequencies among neonates and adults, with the
exception of Group 1, which displayed a reduced frequency of CD80" cells in both DC subsets
compared with Group 3 and adults. No differences in frequencies were detected among the
groups with regard to immature mDCs and pDCs expressing CD1a. The absolute numbers of
CD80" mDCs and pDCs were equivalent when Group 1 was compared with adults, while Group
1 had significantly less of these cells compared to Groups 2 and 3. These results were
influenced by the low frequencies of these cell subsets in neonates from Group 1. The
absolute numbers of CD1a* and CD86" mDCs and pDCs were significantly higher in the three
groups of neonates compared to the adults, likely due to the higher number of circulating
leukocytes in newborns.

The percentages of mDCs and pDCs expressing the activation marker TLR-2 gradually
increased in the three groups of neonates, but no significant differences were detected
between these groups or in comparison with adults. All newborns had lower frequencies of
TLR-4" mDCs than adults, while TLR-4" pDCs were present in similar percentages in neonates
and adults.

The majority of the analyses revealed statistically higher absolute numbers of DCs and
DC subsets in neonates compared with adults, as was also observed for TLR-2 and TLR-4
expression in both DC subsets, but these results reflected the higher numbers of leukocytes in

the umbilical cord blood.

Monocytes

The percentages of CD14'HLA-DR* monocytes were similar between all neonate
groups and the adults with the exception of Group 2, which had a higher frequency of these
cells than adults. However, the absolute counts revealed a significantly higher number of

these cells in preterm and full-term neonates when separately compared to adults and a
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lower number of these cells in Group 1 compared with the other neonates (Table 4). The
analyses of the frequency of activation markers CD80 and CD86 on the surface of monocytes
revealed no significant differences with the exception of Group 2, which showed a reduced
frequency of CD80" monocytes compared with adults (p<0.05) and a higher frequency of
CD86" monocytes than Group 3 (p<0.01). The frequencies of TLR-2- and TLR-4-expressing
monocytes were similar among all groups, but the number of these cells was higher in
neonates compared with adults, with the exception of TLR-2 in Group 1. In addition, Group 1
had a lower number of TLR-2* monocytes compared with other newborns, while Group 3 had

a higher number of TLR-4" monocytes compared to Groups 1 and 2 and adults.

T Lymphocyte Subsets

Based on the expression of CD45RA, CCR7, and CD62L, the CD4" T cell compartment
was divided into naive, memory, effector memory, and effector T cells. The data in Table 5
show that the percentage of CD3*CD4" helper T cells varied across the groups but was not
significantly different except between Group 3 and adults. Due to the significantly higher
number of lymphocytes in neonates, the three neonate groups had higher numbers of
CD3*CD4" T helper cells than adults, but the numbers of these cells were not different among
the groups of neonates.

Study of the memory and naive subsets of CD4" T cells revealed further differences.
Higher percentages and numbers of naive CD4'CD45RA'CCR7'CD27'CD62L" T cells were
observed in all newborns compared with adults. The percentages of CD4'CD45RA'CCR7'CD27"
central memory T cells varied significantly across groups and were equivalent among
neonates and adults, while the absolute numbers of these cells were higher in neonates from

Groups 1 and 2 due to the increased CD4" T cell compartment found in these groups. By

11



contrast, all neonates had strikingly lower frequencies and numbers of effector memory T
cells (CD4"CD45RA'CCR7 CD27") compared with adults, as expected.

Effector CD4*CD62L'°"CD69* T cells were present in low percentages in blood, but
adults showed significantly higher frequencies of these cells compared to full-term and

preterm newborns.

B Lymphocyte Subsets

As shown in Table 6, the percentages of blood CD19" B lymphocytes were equivalent
among all groups. The absolute numbers of these cells were equivalent among neonates and
were significantly higher in neonates than in adults. Naive CD19°CD27 B cell percentages and
numbers indicated that these cells constituted the largest peripheral B cell subset in preterm
and full-term neonates. Neonates had statistically higher numbers and frequencies of naive B
cells than adults. By contrast, adults had a strikingly higher percentage of memory
CD19'CD27" B cells compared with the full-term and preterm groups, as expected. The
activated CD19°CD69*CD40" B cell subset was present in similarly low percentages in adults
and newborns, but these cells were present in higher numbers in full-term neonates
compared with adults. TLR-2 and -4 expression on CD19" B lymphocytes was insignificant

(data not shown).

4. Discussion
Previous studies have compared leukocyte subsets from full-term neonates with
adults, but these studies rarely include samples from preterm newborns. Generally, the
composition of circulating white blood cells numerically differs among neonates of different
gestational ages, likely reflecting dynamic developmental phases. The proportions of both

lymphoid and myeloid cells are higher in the peripheral blood of a healthy term neonate than
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a preterm neonate [21-24]. Furthermore, it is difficult to compare previous data because of
differences in methodology. Both relative and absolute counts have been used to illustrate
the changes in leukocyte subpopulations [25-27]. However, it is important to compare
absolute counts to assess the actual size of a leukocyte subpopulation [28]. In the present
work, we consistently observed differences in absolute numbers of different leukocyte
populations among neonates and adults, but these results reflected the higher number of
circulating leukocytes found in the three groups of neonates.

The induction of different types of innate and adaptive immune responses based on
the nature of the antigens and the environmental context is crucial to cope with a variety of
pathogens and to concurrently avoid pathological reactions to self-antigens. Several studies
have shown that the diverse immune responses are critically controlled by dendritic cells
(DCs). DCs are widely distributed, potent antigen-presenting cells (APCs) that are unique
based on their prominent role in the activation, polarization, and regulation of adaptive
immune responses [18, 29-31].

DCs have been identified as an HLA-DR" cell population that lacks the expression of
antigens typical of other cell lineages (Lin) (CD3, CD14, CD19, CD20, and CD56) [18, 31, 32].
Depending on their developmental origin, cytokine activation, surface antigens, and functional
capacity, DCs can be subdivided into two major distinct populations: myeloid and
lymphoid/plasmacytoid DCs [33]. Myeloid DCs are CD11c*/CD123* and induce Thl cell
differentiation by producing high levels of interleukin 12 (IL-12), whereas plasmacytoid DCs
are CD11c/CD123" and induce Th2 cell differentiation, producing abundant amounts of type
I/l interferons (IFNs) [33, 34]. In the present work, we observed significantly higher relative
and absolute numbers of total DCs in preterm and full-term newborns compared with adults.
However, adults had an increased frequency of mDCs compared with newborns and

equivalent frequencies of pDCs, with the surprising exception of Group 3, when compared
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with the other neonates. This higher percentage of mDCs in adults could contribute to a more
efficient Thl response.

In cord blood, immature DCs are mainly CD1a* and have a greater ability to internalize
antigens but are poor activators of T cells because they express low levels of the costimulatory
molecules CD40, CD80, CD86. We observed similar frequencies of mDCs and pDCs expressing
CD1a among neonates and adults. Mature dendritic cells are CD83", express high levels of
CD80, CD86, and HLA-DR and are excellent stimulators of antigen-specific T cells.

TLRs are expressed on the cell surface of professional APCs, and TLR activation is
central to innate and adaptive immunity. Efficient T cell activation also requires the activation
of dendritic cells, which involves the induction of costimulatory molecules and cytokine
production. This dendritic cell activation is initiated by the stimulation of TLRs expressed on
the surface of DCs. Thus, TLRs play a crucial role in the induction of adaptive immunity as well
as innate immunity. DC subsets recognize different microbial pathogens by expressing distinct
TLRs on their surface and induce different types of innate and adaptive immune responses
depending on environmental factors [35-37].

Dendritic cells from cord blood normally express TLR-2 and TLR-4 [32, 38]. Expression
levels of TLR-2 and TLR-4 were previously shown to be normal on neonatal mDCs, in contrast
to the lower levels of expression of these molecules on neonatal monocytes [39]. These
results are in agreement with our data, at least with regard to TLR-4. We observed the same
expression pattern on pDCs as we did not observe significant differences in TLR expression on
pDCs among neonates and adults, although we observed increasing TLR-2 expression on mDCs
and pDCs according to gestational age. With regard to TLR-4 expression on mDCs, we
observed significantly lower frequencies of TLR-4" mDCs in both of the preterm groups and
the full-term group compared with adults. Thus, the lower expression of TLR-4 on mDCs and

the regulation of critical molecules involved in TLR signaling [32], which has not yet been
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evaluated in neonatal DCs, could account for the relative unresponsiveness of neonatal DCs to
TLR stimulation by gram-negative rods.

Monocytes were initially identified based on their expression of large amounts of CD14
(which is part of the receptor for lipopolysaccharide) and MHC class Il molecules (HLA-DR) [40,
41]. We observed similar total monocyte frequencies among neonates and adults, with the
exception of Group 2, which displayed a higher frequency of this population when compared
with adults.

Previous studies have shown that neonatal monocytes exhibit low baseline expression
of the costimulatory molecules CD86 and CD40, potentially contributing to deficient APC
activity, in contrast to our data. We observed similar frequencies of monocytes expressing
CD80 and CD86 among neonates and adults, but the percentages of CD80* monocytes were
slightly lower in neonates than adults, although significantly different only for Group 2. We
also observed reduced CD80 expression on mDCs and pDCs in neonates from Group 1
compared to Group 3 and adults, supporting the notion of deficient activity of APCs from
preterm newborns.

Although neonatal monocytes express similar mRNA levels of different TLRs compared
with adult monocytes, these data do not exclude possible differences in the protein
expression of these receptors [32, 42, 43]. In the present work, we observed similar
expression of TLR-2 and TLR-4 in monocytes from all study groups, but the numbers of TLR-2"
and TLR-4" monocytes were slightly higher in Groups 2 and 3. These observations agree with
previous data that describe constitutive TLR-4 expression and cytokine secretion upon LPS
stimulation that increases with gestational age [9].

Upon contact with cognate MHC-peptide complexes on APCs, naive T cells become

effector cells that are highly functional. These effector cells can differentiate into effector
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memory T cells and, later, into central memory T cells based on the expression of different cell
surface molecules underlying homing markers, chemokines, and cytokine receptors [44-49].

We observed higher frequencies of total lymphocytes in both groups of preterm
neonates compared with full-term neonates and adults. However, the percentages of T helper
cells were equivalent among all groups, with the exception of the comparison between full-
term neonates and adults. Naive T cells are characterized by the expression of CD45RA and
CCR7, the costimulatory receptors CD28 and CD27, and the lack of expression of cytolytic
molecules. Long-lived central memory T cells home preferentially to lymph nodes because
they express the lymph node-homing markers CD62L and CCR7 and share several phenotypic
properties with naive T cells but do not express CD45RA. Central memory T cells, as opposed
to naive T cells, can rapidly differentiate into cells endowed with effector function upon
exposure to antigen [45], can upregulate CD40L to a greater extent than naive cells, and are
characterized by their ability to proliferate and secrete high levels of IL-2.

In the present work, higher frequencies of naive T cells were observed in neonates
compared with adults, as expected. No significant differences in naive T cells were observed
among the newborns, although the extreme newborns showed a slightly lower relative
number compared to the other neonates. An overall increase in naive T cells in neonates has
been demonstrated previously, and it has also been shown that preterm neonates have
reduced naive T cell populations compared with full-term neonates [6, 8]. It has been
speculated that this difference is due to decreased thymic output or to decreased peripheral
expansion of naive T cells because of more limited functional T cell capacities in extreme
preterm infants [8]. The thymic output of naive T cells in term neonates has already been
shown to be normal [50].

Surprisingly, central memory T cell frequencies were equivalent among preterm

neonates and adults. These finding are in contrast to previous reports of a reduced frequency
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of memory T cells in neonates compared with adults. However, the effector memory and
central memory T cell subsets were not distinguished [51].

Effector memory and effector T cells were strikingly higher in adults compared with
the three groups of neonates, among which we did not observe significant differences.
Effector memory T cells preferentially migrate to peripheral tissues, do not express CD45RA or
CCR7, and may or may not express CD27/CD28 depending on their state of differentiation
[46]. Effector T cells are identified by the expression of various markers, including CD69 and
CD25, and low levels of CD62L [49]. Because these cells have been already activated upon
previous contact with antigen, the higher frequencies found in adults in this study would be
expected.

T cell-dependent antibody responses are initiated when B cells receive stimulatory
signals from the antigen-triggered B-cell receptor and CD40, which is triggered by CD40L
induced on helper T cells upon cognate interaction with B cells. Productive signaling events
lead to B cell expansion, the generation of short-lived antibody-secreting cells, and, following
the germinal center reaction, high-affinity memory B cells and long-lived plasma cells [52, 53].

Most CD19* B lymphocytes consist mainly of naive cells in full-term and preterm
newborns, and our group and others have observed significantly reduced frequencies of
memory B cells in neonates compared to adults [8, 50]. Human memory and naive B cells can
be identified using a combination of markers that include, in addition to CD19,
immunoglobulin isotypes and CD27, which is expressed on most memory B cells [50, 52, 54].

More recently, it has been shown that memory B cells constitutively express TLR-2 to
some degree [52]. In the present work, we observed extremely low frequencies of B
lymphocytes expressing TLR-2 and TLR-4 in all groups, including adults (data not shown).

A premature birth is generally caused by negative perinatal factors such as maternal

pre-eclampsia or intrauterine infection, and antenatal steroids are commonly used in preterm
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infants. These factors can influence lymphocyte subpopulations in neonatal cord blood [25,
27, 55, 56]. However, studies examining these factors reported relative values and not
absolute values, which may lead to misinterpretation [28] as we have shown significantly
increased numbers of leukocytes in preterm and term infants in the present work.

Several studies have suggested that some innate immune mechanisms are impaired in
neonates. However, neonates are immunocompetent to mount mature innate as well as
adult-level T cell responses [57]. In this work, we showed that neonates, even extreme
preterm neonates, frequently have adequate tools to combat extracellular pathogens, as
evidenced by the relative and absolute numbers of innate cells and the expression of pattern
recognition and activation molecules. However, an appropriate number of cells does not
indicate proper function; thus, it is imperative to clarify defective mechanisms that may
underlie the immune responses in newborns and contribute to the overall risk of infection by

common neonatal pathogens.

5. Conclusions
Our study provides a more thorough characterization of leukocyte subsets in cord
blood from extreme preterm, late preterm, and full-term newborns that may facilitate the
identification of immunological deficiencies in the protection against extracellular pathogens.
These data may also permit the development of clinical strategies to limit invasive medical

interventions, particularly in the most vulnerable groups, such as extreme preterm newborns.
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Table 1. Demographic characteristics of study subjects

Characteristics Groupl | Group2 | Group3 | pvalue | pvalue p value
(G1)(13) | (G2)(21) | (G3)(22) | G1XG2 | G1XG3 | G2XG3
Male/Female* 9(69.2)/ | 13(61.9) /| 13(59.1) /
4(30.8) 8(38.1) 9(40.9) _ _ _
Birth Weight(g)" | 1606+ 2166 ¢ 3317+
p<0.001|p<0.0001|p<0.0001
294.3 454 431.4
Gestational age 32+ 351/7+ | 391/7+
p<0.001|p<0.0001|p<0.0001
(wk)* 12/7 06/7 11/7
Apgarat 1min’ 7+2 8+2 9+1 - p<0.001 | p<0.05
ApgaratSmin* 9+1 9+1 101 - p<0.001| p<0.05
Delivery NSVD' /| 3(23.1)/ | 6(28.6)/ | 11(50.0) /
C-section 10(76.9) | 15(71.4) | 11(50.0) _ _ _
IL-8 68.7 + 142.5 + 276.7 +
104.7 402.4 568.4 _ _ _
IL-67 32.7+79.9(25.2 +56.2|14.0 £40.8 - - -

*Mean + standard deviation; Frequency (percent); NSVD: Normal Spontaneous Vaginal Delivery.
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Table 2. Total leukocyte counts of study subjects

Group 1 Group 2 Group 3 Adult
[N=13] [N=21] [N=22] [N=39]
Mean * Standard Deviation
Leukocyte 9.1 104 14.8 6.6
numbers (10°/pl) +4.1 +3.9 +5.3 +2.0
N: Number.
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Table 3. Frequendes (%) and absolute numbers (/uL) of total dendritic cells and dendritic cell subtypes

Group 1 Group 2 Group 3 Adult Group 1l |Group2 | Group3 | Groupl Group 1 Group 2
Mean | Mean | Mean | Mean | Mean | Mean | Mean | Mean| Vversus | versus versus versus versus versus
DC subsets
+SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD Adult Adult Adult Group 2 Group 3 Group 3
(%) | (/ub) (%) (/nr) (%) | (/ub) (%) | (/) | %(/uL) *| % (/uL) | %(/uL) | %(/uL) | % (/uL) % (/uL)
Total DC 2.2 184 1.9 199 2.4 386 0.7 44 | 0.000001 | 0.000001 | 0.000001 - - -
(LIN/HLA-DR") +1.7 | £115 | +15 | +166 | +1.8 | £359 | +0.5 | £34 | (0.0001) | (0.0001) | (0.0001) (-) (-) (-)
mDC (CD11c") 27.5 51 22.3 47 14.4 62 31.2 15 - 0.0001 0.0001 - 0.0001 0.05
+133 | +62 |+16.0 | +54 | +t66 | £+73 | +13.8 | +17 | (0.0001) | (0.0001) | (0.0001) (-) (-) (-)
mDC CD1a" 25.5 55 21.5 55 27.8 121 22.8 14 - - - - - -
+20.7 +63 +14.3 +93 +19.2 | £186 +174 | 17 (0.05) (0.01) (0.0001) (-) (-) (-)
mDC CD80" 25.3 49 34.5 56 46.1 158 43.2 18 0.05 - - - 0.01 -
+20.7 | +53 | +27.4 | +48 | +23.0| £132 | +25.1 | +16 (-) (0.01) | (0.0001) (-) (0.01) (0.01)
mDC CD86" 64.2 110 62.4 122 60.7 238 64.7 28 - - - - - -
+242 | +86 | +195 | +97 | +27.1 | +270 | +17.5 | +22 | (0.0001) | (0.0001) | (0.0001) (-) (-) (-)
mDC TLR2" 28.1 53 34.4 57 42.2 175 41.0 17 - - - - - -
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209 | 61 | +28.0 | 53 | t23.3 | £172 | +266 | £16 | (0.01) | (0.0I) | (0.0001) (-) (0.05) (0.05)
mDC TLR4" 33.0 47 34.0 82 283 | 91 51.2 | 27 0.05 0.05 0.01 - - -
+26.6 | +42 | +214 | +141 | £+20.7 | £106 | +294 | +32 | (-) (0.01) | (0.0001) (-) (-) (-)
pDC (CD123) 36.1 73 27.7 57 140 | 70 31.8 | 16 - - 0.0001 - 0.01 0.05
+182 | +58 | +222 | +70 | +9.6 | £117 | +159 | +17 | (0.001) | (0.01) | (0.01) (-) (-) (-)
pDC CD1a* 38.4 65 40.4 85 333 | 125 39.0 | 19 - - - - - -
+27.2 | +55 | +21.9 | +90 | +22.7 | 150 | +20.2 | +18 | (0.01) | (0.0001) | (0.0001) (-) (-) (-)
pDC CD80" 9.2 16 21.7 42 251 | 86 19.1 9 0.05 - - - 0.05 -
+7.4 | +16 | +193 | +44 | +209 | +105 | +12.7 | 12 | (-) (0.001) | (0.0001) (-) (0.01) (-)
pDC CD86" 40.3 75 34.8 73 405 | 154 36.3 15 - - - - - -
+188 | +70 | +16.1 | %66 | +205 | +171 | +13.1 | +11 | (0.0001) | (0.0001) | (0.0001) (-) (-) (-)
pDC TLR2' 14.7 30 14.9 27 216 | 90 19.9 9 - - - - - -
+14.8 | +45 | +188 | +39 | +189 | +114 | +159 | +9 | (0.05) | (0.05) | (0.01) (-) (-) (-)
pDC TLR4' 21.7 31 27.5 58 271 | 91 382 | 22 - - - - - -
+17.2 | +29 | +146 | +66 | +23.4 | £105 | +260 | +28 | (-) (0.001) | (0.0001) (-) (0.01) (-)

DC, dendritic cell; n/a, not applicable; mDC, myeloid dendritic cell; pDC, plasmacytoid dendritic cell; SD, standard deviation; %, frequency of cells; /uL, absolute
number per microliter blood; * Differences in frequencies (%) between groups are above and differences in absolute numbers (/uL) are below in parenthesis; - No

statistically significant differences were found.
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Table 4. Frequendes (%) and absolute numbers (/uL) of total monocytes and monocytes CD80’, CD86°, TLR-2" and TLR-4"

Group 1 Group 2 Group 3 Adult Groupl Group2 Group3 Groupl Groupl Group?2
Monocytes
+SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD Adult Adult% Adult% Group2 Group 3 Group 3
(%)  (/uy) (%) () (%) (/w) (%) (fu)  %Um)* (/ub) (/nr) %(/ut) % (/uL) % (/uL)
Monocyte 3.3 302 4.7 481 4.2 575 2.9 191 - 0.01 - - - -
(CD14"/HLA-DR) 14 +121 2.5 275 +3.2 421 1.6 +128 (0.05) (0.0001) (0.0001) (0.05) (0.05) (-)
13.0 32 10.6 49 14.7 74 19.9 38 - 0.05 - - - -
Monocyte CD80"
9.2 23 7.9 +53 +9.6 75 +16.8 50 (-) (-) (0.01) (-) (0.05) (-)
94.2 287 95.2 460 89.3 527 90.7 179 - - - - - 0.01
Monocyte CD86"
+4.8 +177 +7.1 269 +119 410 139 +131 (0.05) (0.0001) (0.0001) (0.0001) (0.0001) (-)
73.2 200 87.4 432 86.9 493 84.0 164 - - - - - -
Monocyte TLR2"
+257 +117 +19.7 £288 163 +405 +22.8 +129 (-) (0.0001) (0.0001)  (0.05) (0.05) (-)
13.2 30 134 80 18.4 89 13.7 25 - - - - - -
Monocyte TLR4"
+85 415 +121 +127 +10.9 +69 +116 +34 (005  (0.05)  (0.0001) (-) (0.01) (0.05)

SD, standard deviation; %, frequency of cells; /uL, absolute number per microliter blood; * Differences in frequencies (%) be tween groups are above and differencesin
absolute numbers (/uL) are below in parenthesis; - No statistically significant differences were found.
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Table 5. Frequendes (%) and absolute numbers (/uL) of total lymphocytes, T CD4" cells and T CD4" cell subsets

Group 1 Group 2 Group 3 Adult Groupl Group2 Group3 Groupl Groupl Group?2
Mean Mean Mean Mean Mean Mean Mean Mean versus versus versus versus versus versus
CD3'CD4’ T lymphocyte subsets
+SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD Adult Adult Adult Group2 Group3 Group3
(%) (/m) (%) () (%) (u) (%) (/u) % (/m)* % (/ul) % (/ul) % (/uL) % (/ul) % (/ub)
50.0+ 4298+ 456+ 4658+ 33.7+ 4115+ 362+ 2393+ 0.001 0.01 - - 0.01 0.01
Total Lymphocytes
103 1429 13.8 2135 108 1763 114 1235 (pQ001) (0.0001) (0.0001)  (-) (-) (-)
383+ 1656+ 41.7+ 1951+ 365+ 1412+ 43.0+x 1042+ - - 0.05 - - -
CD3'CD4" T lymphocyte
10.7 730 11.2 975 7.6 567 8.1 646 (0.01)  (0.0001) (0.05) (-) (-) (-)
Naive T lymphocyte 389+ 559+ 47.0+ 1004+ 419+ 547+ 228+ 265z 0.05 0.0001 0.01 - - -
(CD4'CD45RA'CCR7°CD27°CD28'cD62L")  19.2 384 17.0 696 24.7 387 14.0 275 (0.01) (0.0001) (0.01) (-) (-) (0.05)
Effector T lymphocyte 09+ 24+ 12+ 21+ 1.4+ 17+ 22+ 24% 0.01 0.001 0.05 - - -
(CD4"CD62L°"CD69") 0.9 34 2.0 43 1.3 18 1.9 26 (-) (-) (-) (-) (-) (-)
Central memory T |ymph0cyte 23.2 + 388 + 24.8 + 463 + 19.9 + 274 + 20.1 + 233 + - - - - - -
(CD4'CD45RACCR7*CD27") 7.4 226 14.9 335 15.1 301 8.8 259 (0.01) (0.01) (-) (-) (-) (-)
Effector memory T |ymphowte 10.8 = 151 % 8.7+ 151+ 9.1+ 112 £ 36.4 350 + 0.0001 0.0001 0.0001 - - -
(CD4"CD45RACCR7'CD27") 6.4 79 6.5 95 11.1 117 112.6 172 (0.0001) (0.0001) (0.0001) (-) (-) (-)
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SD, standard deviation; %, frequency of cells; /uL, absolute number per microliter blood; * Differences in frequencies (%) between groups are above and differences in
absolute numbers (/uL) are below in parenthesis; - No statistically significant differences were found.

Table 6. Frequendes (%) and absolute numbers (/uL) of total CD19 B cells and B cell subsets

Group 1 Group 2 Group 3 Adult Groupl Group2 Group3 Groupl Group 1 Group 2

versus versus versus versus versus versus
Mean Mean Mean Mean Mean Mean Mean Mean

CD19" B lymphocytes
+SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD Adult Adult Adult Group 2 Group3  Group3

) M) %) (M) (%) () (%) (uy VDT %UeL %) %l %k % (k)

16.5 694 13.0 609 14.1 564 11.6 279 - - - - - -
CD19" B lymphocytes

+6.1 +312 +63  +524 +61  +330 +50 £195 (0.0001) (0.0001)  (0.0001) (-) (-) (-)
Naive B cell 80.9 566 80.0 502 81.5 452 62.9 182 0.001 0.0001 0.0001 - - -
(CD19°CD27) +12.5 +286 +145 +460 +240 +293 +13.8 +149 (0.0001) (0.0001)  (0.0001) (-) (-) (-)
Memory B cell 19.1 128 20.2 106 18.2 111 37.1 97 0.001 0.0001 0.0001 - - -
(CD19°CD27) +125 +98 +145 +91 +242 +£197 +13.8 +76 (-) (-) (-) (-) (-) (-)
Activated B cell 1.6 10 3.6 12 4.3 24 2.8 9 - - - - - -
(CD19'CD40'CD69%) +1.6 +9 +7.0 +16 +5.2 +30 +5.0 +25 (-) (-) (0.001) (-) (-) (-)

SD, standard deviation; %, frequency of cells; /uL, absolute number per microliter blood; * Differences in frequencies (%) be tween groups are above and differences in
absolute numbers (/uL) are below in parenthesis; - No statistically significant differences were found.
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Figure 1. Representative phenotypic analysis of myeloid and plasmacytoid dendritic cell
subsets by flow cytometry. (A) Lin-negative HLA-DR-positive cells were gated in Q3. (B) mDCs
were identified as CD11c positive and CD123 negative and pDCs were identified as CD11c

negative and CD123 positive within the LinHLA-DR" cells.
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Figure 2. Representative phenotypic analysis of monocytes by flow cytometry. Monocytes

were identified as CD14-positive and HLA-DR-positive cells.
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Figure 3. Representative characterization of T cell subsets by flow cytometry. T lymphocyte
subsets were defined as described in Materials and Methods. (A) The total lymphocyte
population was identified based on forward (FSC) and side (SSC) scatter characteristics. (B) T
gbright

cells were identified by gating on CD3CD cells within the total lymphocyte population. (C)

T cell subsets were identified based on the expression of CD45RA and CCR7 as shown. Q1:

CD4"central memory T cells; Q2: CD4" naive T cells; Q4: CD4" effector memory T cells.
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Figure 4. Representative characterization of B cell subsets by flow cytometry. (A) Total
lymphocyte population was identified based on forward (FSC) and side (SSC) scatter
characteristics. (B) B cells were identified by gating on CD19-positive cells within the total
lymphocyte population. (C) Naive and memory B-cell subsets were identified based on the

expression of CD27 within CD19" cells as shown.
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