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RESUMO

Redondo ACC. Avaliacdo da resposta inflamatéria e da resposta imune
inata na célula apresentadora de antigeno em recém-nascidos de termo
com sepse tardia [dissertacdo]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2013.

INTRODUCAO: Apesar do continuo progresso no tratamento e suporte clinico
a sepse continua sendo uma das principais causas de morbidade e mortalidade
nas unidades de terapia intensiva, com desfechos semelhantes ao longo dos
altimos 50 anos. A suscetibilidade a infeccdo grave no recém-nascido €
parcialmente devida a imaturidade do sistema imune inato associado a minima
em exposicao antigénica in utero e a acao ineficaz das células T efetoras e das
célula B. Embora a ativacdo do sistema imune inato por padrdes de
reconhecimento (PRR) como os dos receptores Toll-like (TLR) tenham sua
importancia amplamente reconhecida nos ultimos anos, seu comportamento
frente a uma infeccdo in vivo ainda ndo foi completamente compreendido.
Neste trabalho nés analisamos a expressdo dos TLR-2 e TLR-4 em células
apresentadoras de antigeno em recém-nascidos com e sem sepse.
CAUSUISTICA E METODO: Trata-se de um estudo prospectivo realizado no
periodo entre fevereiro de 2011 e janeiro de 2013 onde foram incluidos
quarenta e cinco recém-nascidos a termo, sem malformacdo congénita,
admitidos na Unidade de Cuidados Intensivos Neonatal do Instituto da Crianca-
HCFMUSP e divididos em grupos 1 e 2. O grupo 1 consistiu em 27 recém-
nascidos com diagndéstico clinico e laboratorial de sepse tardia enquanto que o
grupo 2 foi composto por 18 recém-nascidos sem quadro séptico vigente. As
citocinas foram determinadas por teste de CBA em sangue periférico. A
expressdo e MFI dos TLR-2 e TLR-4 foi determinado por imunofenotipagem em
APCs e linfécitos no sangue periférico total através de analise pelo citbmetro de
fluxo BD FACSDiva. RESULTADOS: Os dados clinicos foram semelhantes
entre 0s grupos 1 e 2, exceto para o estado infeccioso. Microrganismos foram
identificados em 37 % no grupo 1 e estes tiveram niveis mais elevados de
citocinas proé-inflamatérias (IL-8, IL-6, IL-1B) e de citocina anti-inflamatéria (IL-
10). Nas células dendriticas, a expressao de TLR-2 e 4 foi semelhante entre os
grupos enquanto que houve menor expressao nos pacientes infectados da
molécula co-estimuladora CD86 (p <0,05) e expressdo semelhante de CD1a e
CD80 em relacdo aos RN nédo infectados. No mondcito, o MFI para TLR-2 e a
frequiéncia de expressédo do TLR-4 foi maior no grupo 1 (p = 0,01). Apesar da
frequéncia de linfocitos totais ter sido mais baixa no grupo 1 (p = 0,002), néo foi
observada diferenca quanto as suas subpopulacdes exceto em relagcdo a maior
frequéncia de LT efetor no grupo infectado com menor expressédo da molécula



CD28. Houve maior frequéncia de LB ativados no grupo 1 enquanto que a
populacdo total e as demais subpopulacdes foram semelhantes em numero,
moléculas de ativacdo e na expressao dos TLR-2 e 4 em ambos 0s grupos.
CONCLUSAO: Este estudo analisou a resposta imune inata no recém-nascido
com e sem sepse. As IL-6, IL-8 e IL-10 foram bons indicadores desta doenca.
Recém-nascidos sépticos, que dependem quase exclusivamente do sistema
imune inato, apresentaram pouca resposta in vivo na ativacdo de células
dendriticas e mondcitos propiciando uma resposta imune deficiente e maior
susceptibilidade a infeccao.

DESCRITORES: 1.Sepse/imunologia 2.Imunidade inata 3.Recém-nascido
4.Receptor 2 toll-like 5.Receptor 4 toll-like 6.Infec¢cdes bacterianas 7.Fungos
8.Interleucinas/sangue  9.Células dendriticas  10.Monécitos  11.Estudos
prospectivos 12.Citometria de fluxo



ABSTRACT

Redondo ACC. Inflammatory and innate immune response in antigen-
presenting cell from term newborn with late onset sepsis [dissertation]. S&o
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2013.

INTRODUCTION: Despite continuous progress in the clinical treatment and
other supportive care therapies, sepsis remains a leading cause of morbidity
and mortality in the intensive care unit with similar outcome throughout the past
50 years. The susceptibility to severe infection is partially due to newborn
iImmature innate immune system associated to minimal in utero antigen
exposure and effector T and B cell impaired function. Although the importance
of pattern recognition domains such as Toll-like receptors (TLR) in the innate
immune system activation has been fully acknowledged within the last few
years its behavior in front of an in vivo infection scenario is still not completely
understood. Here we analyzed the TLR-2 and TLR-4 expression in antigen-
presenting cell in healthy and septic newborns. PATIENTS AND METHODS:
This prospective study was conducted during the period from February 2011
until January 2013 at Sao Paulo University, Sao Paulo, Brazil. Forty-five term
newborns without congenital malformation were included from the Newborn
Intensive Care Unit at Children’s Hospital. As group 1, 27 newborns who had
clinical and laboratory diagnostic of late onset sepsis were included while 18
newborns were evaluated in a non-septic status and were included at group 2.
Cytokines were measured by cytometric bead array in peripheral blood. TLR-2
and TLR-4 expression and MFI were determined by immunophenotyping at
peripheral whole blood in APC cells and lymphocytes and analyzed on a BD
FACSDiva flow cytometer. RESULTS: Clinical data was similar between septic
and non-septic groups except for the infectious status. Group 1 had
microorganisms identified in 37 % septic newborns associated with higher
levels of pro-inflammatory (IL-8, IL-6, IL-1p) and anti-inflammatory interleukins
(IL-10). When it comes to dendritic cells, the expression of TLR-2 and 4 was
similar between groups whereas there was lower expression of co-molecule
CD86 (p<0,05) and similar expression of CD1a and CD80 between infected and
non-infected patients. At monocytes, the MFI for TLR-2 and the frequency of
TLR-4 expression was higher in infected newborn (p=0,01). There were lower
levels of total lymphocytes in infected patients (p=0,002) but no difference was
observed in T cells subtypes frequency except for higher levels of effector T cell
in infected group with lower expression of CD28 molecule. Group 1 had higher
levels of activated B cell whereas total population and the other subsets were
similar in number, activation molecules and TLR-2 and 4 expressions in both
groups. CONCLUSION: This study investigated the innate immune response in
septic and non-septic newborn. Interleukin levels 6, 8 and 10 were good



indicators of sepsis. Septic newborns, which count most exclusively with innate
immune system, had little in vivo response at dendritic cell and monocyte
activation leading to an impaired immune response and increased susceptibility
to infection.

DESCRIPTORS: 1.Sepsis/immunology 2.Immunity, innate 3.Infant, newborn
4.Toll-like receptor 2 5.Toll-like receptor 4 6.Bacterial infections 7.Fungi
8.Interleukins/blood 9.Dendritic cells 10.Monocytes 11.Prospective studies
12.Flow cytometry.



1 INTRODUCAO



A sepse corresponde a uma das principais causas de morbidade e
mortalidade no recém-nascido (RN) apesar dos avan¢gos nos cuidados
intensivos prestados.? Acredita-se que a gravidade da evolucéo clinica se
deva a varios fatores como demonstrado na figura 1 que atuam na interacéo
existente entre o hospedeiro e seu agente agressor e, consequentemente, na
ativacdo de uma cascata de eventos que irdo formar a expressao da resposta

imune.®
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Figura 1 - Compreenséo atual dos fatores que contribuem para o estado do sistema
imunoldgico de uma crianga. Fonte: Mercy PrabhuDas et al., 2011

A sepse neonatal apresenta dois padrdes de doenca com relacdo ao
inicio da sintomatologia e 0s microrganismos envolvidos: inicio precoce,
guando os sintomas se manifestam nas primeiras setenta de duas horas de
vida, geralmente associada a complicacdes obstétricas com 0s microrganismos
responsaveis aqueles do canal de parto e a sepse de inicio tardio, quando os
sintomas se manifestam apos 72h de vida, podendo ainda estar associados a

complicagbes obstétricas, porem com intensidade bem menor em relagéo a de



inicio precoce e em relacdo aos microrganismos, ainda que possam ser
adquiridos no canal de parto, na maioria sdo procedentes de contaminacao
pos-natal no bercario, através da equipe de saude, equipamentos ou
procedimentos invasivos.*®

Os sinais e sintomas clinicos, tanto na sepse de inicio precoce como na
de inicio tardio (ap0s o terceiro dia de vida até trés meses de idade), podem ser
sutis e inespecificos no comeco da infeccdo, e muitas vezes mal interpretados
ou confundidos com outras condicdes clinicas ndo infecciosas. Apesar disso, a
sepse pode ter evolucdo fulminante, e levar a choque séptico, coagulacéo
intravascular disseminada e 6bito em poucas horas.®’

A apresentacgdo clinica do quadro infeccioso é assim classificada como
sepse, sepse grave, choque seéptico ou disfuncdo de mudltiplos 6rgados e
sistemas a depender do grau de resposta inflamatéria sistémica e
acometimento organico além da consequente necessidade de tratamento
intensivo (reposicdo volémica e/ou necessidade de drogas vasoativas).?®*

Diferentemente do adulto foram descritos no RN muitos graus de
deficiéncia na resposta imune inata e adaptativa.’® Ao nascimento, a resposta
imune adaptativa estd prejudicada tanto pela minima exposicdo antigénica
intra-Utero quanto pelo grau de funcdo das células B e células T efetora.! Por
conta disso, o RN conta inicialmente com a efetividade da resposta imune inata
e com a protecdo passiva dos anticorpos maternos adquiridos via
transplacentaria.™*

A resposta imune inata € um mecanismo natural de defesa inicial que
nao necessita de exposicao prévia aos patdgenos e compreende mecanismos
de barreira (pele e mucosas), celulares (neutréfilos, macréfagos, mondcitos,
células dendriticas, célula natural killer) e fatores humorais (complemento).

Todas as células da imunidade inata participam da defesa contra
bactérias. Os macréfagos demonstram grande capacidade fagocitica; as
células dendriticas processam eficientemente o0s patdégenos e além de
apresentarem o0s antigenos aos linfécitos T elas também sdo capazes de
estimular células T naive e de secretar citocinas com efeitos pleiotrépicos.*?

A defesa contra patégenos é, em parte, baseada na expressao de

receptores com padrdo de reconhecimento (PRRs) para estruturas especificas



do microorganismo, denominados de padrbes moleculares associados aos
patégenos (PAMPs).*

Dentre os PRRs encontramos os receptores Toll-like (TLR). Inicialmente
identificados em insetos do género Drosophila como participantes do
desenvolvimento embriolégico e fungdo antimicrobiana, hoje tem-se relatado
seu papel crucial como receptores sentinelas no reconhecimento de
microorganismos patogénicos em praticamente todos os organismos.** Em
mamiferos foram descritos 11 tipos de TLR que reconhecem diferentes PAMPs
presentes em virus, bactérias e fungos sendo sete com interacdo a
microrganismos patogénicos.*®*’

Os receptores Toll-like sdo expressos na superficie de mondcitos,
macrofagos, células dendriticas, linfocitos, células epiteliais ou no citoplasma

de células de diferentes tecidos (Figura 2).
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Figura 2 — Padrdo de expresséao leucocitaria dos TLR nos leucdcitos e especificidade
dos PAMPs. Fonte: Muzio, et al., 2000

Em humanos, dos 10 tipos de receptores descritos alguns se localizam
na membrana plasmatica (TLR-1, 2, 4, 5 e 6) e reconhecem lipideos,
lipoproteinas e proteinas nao proprias (nonself), de modo que eles contém

dominios intracelular, devido a presenca de proteinas do tipo TIR (MyD88,



TIRAP, TRIF e TRAM) e extracelular (repeticbes ricas em leucina - LRR).
Outros TLR (TLR-3, 7, 8 e 9) parecem estar localizados em compartimentos
intracelulares onde reconhecem agentes patogénicos nucleares ou seja, nos
endossomos e ndo possuem dominio extracelular.**®

In vivo, a expressdo do mRNA para o TLR-2 é observada em varios
tecidos como o cérebro, coracdo, pulmdo e bago mas seus maiores niveis
encontram-se em células do sangue periférico enquanto que o mRNA do TLR-4
tem seus maiores niveis de expressao no baco e nas células do sangue
periférico como células B, células dendritricas (DCs), mondcitos, macréfagos,
granulécitos e células T conforme ilustrado na figura 2. %%

A ativacdo de TLR presentes em células imunes induz a expresséo de
varios genes diretamente envolvidos na producao de citocinas inflamatorias em
resposta a infecgdo.?**

Estudos da literatura mostram que o TLR-2 funciona via ligagdo com
TLR-1 e/ou 6. Assim o dimero TLR1-TLR2 reconhece os PAMPs de bactérias
Gram positivas, incluindo lipoproteinas, lipopeptideos, peptideoglicanos e o
acido lipoteicdico. A associacdo TLR2-TLR6 ¢é responsavel pelo
reconhecimento do &cido lipoteicdico da parede de bactérias gram-positivas e
do zimosan (componente de polissacarideo derivado de fungos).*

Ja os lipopolissacarides (LPS) presentes nas bactérias Gram negativas
sdo reconhecidos basicamente pelo TLR-4 no complexo formado entre
CD14/TLR-4/MD-2.11131828 Ag interacées entre o LPS e o complexo TLR-4
exercem influéncia fundamental na amplificacédo da resposta imune celular.?’
Como pode ser observado na figura 3 este receptor possui uma porcao
intracitoplasmatica que ativa sinais de transducdo, recrutando varias proteinas
intracelulares (MyD88, IRAK e TRAF-6), que vao desencadear a ativacdo das
vias JNK e ERK da cascata das MAPKs (proteinas quinases ativadas por
mitégeno). Essas proteinas estdo envolvidas na ativacdo dos fatores de
transcricdo AP-1 (ativador proteico-1) e NF-kB (fator nuclear kappa B), o que

BN

favorece a expressdo de genes relacionados a resposta inflamatéria e
microbicida.”?8:2
Dessa forma, o estimulo de reconhecimento na membrana celular

desencadeia uma cascata de sinalizagao intracelular que promove a ativacao



de fatores de transcricdo (fator nuclear kB - NF-kB) e expressdo de varias
citocinas efetoras, por exemplo citocinas pré-inflamatérias IL-1p, IL-6, IL-8 e
TNF-o, além de moléculas que auxiliam na estimulacdo, diferenciacdo e
ativacdo de células T. Ainda, podem promover a producdo de IL-10 em
macréfagos ativados por LPS.*° Dessa maneira, percebe-se que a imunidade
inata € um elemento chave na resposta inflamatoria bem como na integracao

com a resposta imune adquirida frente aos patdgenos.
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deteccdo de componente de leveduras pelo hospedeiro. Fonte: Dostert et al., 2007

O equilibrio existente entre a producdo de citocinas pré6 e anti-
inflamatorias é fortemente regulada com o objetivo de permitir uma resposta
imune eficiente e ao mesmo tempo de proteger o hospedeiro de uma resposta
inflamatéria excessiva.®> O nascimento impdem grandes desafios na
capacidade de regulacdo do sistema imunolégico incluindo a prevencdo de
reacoes aloimunes prejudiciais a antigenos maternos intrauterino e permitindo
o balanco na transicdo desse ambiente estéril para 0 mundo exterior rico em
microrganismos.** Para enfrentar essas demandas, a resposta neonatal do
TLR parece ser tendenciosa ja que estimula uma menor producdo de citocinas
pré-inflamatérias além de que achados demonstram uma menor
polifuncionalidade, isto €, células individuais nesta faixa etaria tém menor
capacidade de produzir multiplas citocinas simultaneamente em resposta ao
estimulo com agonistas do TLR.*® Os niveis séricos das citocinas se equiparam

as do adulto com o decorrer da vida conforme ilustrado na figura 4.3

Inicio da vida Final da vida
[ | | |
Citocinas T,17 (IL-6, IL-23) o o
; ’\(\Q"
@Q?%'
N p “\\ \ .".
Antiviral '/ e o\:.-'
IFN-a / E Pré-inflamatério .
r 4
A (TNF, IL-1)
Antinflamatério (IL-10) /
1 1 1 I 1 ] |
Pré-termo Termo 1ano 2anos  Adulto =60-75 =75-85 >85 anos
anos anos

Figura 4 - Mudangas dependentes da faixa etaria no padréo de interleucinas apés
estimulo in vitro com agonistas do TLR. Fonte: Kollmann et al., 2012

A predominancia do padréo de resposta TH17-like associado a producéo
consideravel de IL-10 parece contribuir para uma diminuicdo da resposta T
helper tipo 1 (TH1), resultando em maior susceptibilidade a infecgcbes

intracelulares e menor resposta vacinal durante a infancia.®*



No periodo neonatal tém-se descrito alteracdes quantitativas e
qualitativas com relagdo aos receptores Toll-like e as células participantes da
resposta imune inata quando comparadas ao individuo adulto, proporcionais a
idade gestacional ao nascer.®® Estas diferencas poderiam elucidar a maior
susceptibilidade & infeccéo observada na faixa etaria neonatal.>*°

Tal susceptibilidade do RN a invasao por patégenos esta relacionada,
em parte, a imaturidade funcional da resposta imune. Uma ativacao eficiente
dos linfécitos T neonatais requer a ativacdo de células apresentadoras de
antigenos (APCs), como células dendriticas, mondcitos, macrofagos e linfocitos
B, o qual envolveria a inducdo da expressao de moléculas co-estimuladoras,
assim como a produc¢ao de diversas citocinas.

Mondcitos neonatais exibem baixa expressédo basal das moléculas que
auxiliam na estimulacdo como o CD86 e CD40, a qual ndo € aumentada por
potentes ativadores, como a combinacdo de IFN-y e CD40L. Mondcitos e
macréfagos neonatais ainda produzem baixos niveis de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a, IL-1p ou IL-12, em resposta ao LPS bacteriano.
Essas alteragdes provavelmente resultam em vias de sinalizagdo ligadas ao
TLR ineficientes, mas a natureza dessas deficiéncias ainda ndo estd bem
elucidada. Embora seja descrito que monécitos neonatais expressam mRNA
para os diferentes TLR em niveis similares aos de mondcitos de adultos, esses
dados ndo excluem possiveis diferencas na expressdo da proteina destes
receptores.®’

Uma das principais vias de ativacdo das APCs é desencadeada pela
estimulacdo dos diversos receptores semelhantes ao TLR, ja identificados. O
LPS de bactérias Gram negativas, reconhecido pelo TLR-4 é um dos principais
imunoestimuladores presentes na parede bacteriana que induz a ativacao de
proteinas intracelulares e a translocacdo de diferentes fatores de transcricao
essenciais para a expressdo dos genes e assim mediam a resposta
inflamatoria. Consequentemente, o TLR-4 tem papel crucial na inducdo da
resposta imune inata e adquirida contra bactérias Gram negativas. Recentes
estudos sugerem que a imaturidade do sistema imune adaptativo ao

nascimento envolve altera¢des funcionais das APCs.



A principal funcédo dos linfocitos T e B é de responder ao antigeno. A
ligacdo dos antigenos a esses receptores produz sinais intracelulares que
alteram o comportamento celular. A célula dendritica que ingere o patégeno se
ativa e isso faz com que a mesma amadureca e se transforme numa célula
apresentadora de antigeno (APC) altamente efetiva e que sofre mudancas que
permitem a ativacdo de linfocitos patdgeno-especificos que se encontram nos
linfonodos.>®

Além das particularidades mencionadas sobre o sistema imune neonatal
lembramos também que 40% dos RN tém opsonizacdo deficiente por
deficiéncia fisiolégica na via classica do complemento (C1q e C4); auséncia de
anticorpos especificos, via alternativa do complemento deficiente e baixo nivel
de C9. Além disso, os RN tem mé& opsonizacao as bactérias EGB e E. coli pois
o acido sialico da capsula do polissacarideo inibe o0 C3b.394°

A interacdo entre os sistemas imune inato e adaptativo pode estar
comprometida no periodo neonatal, e embora a imaturidade do sistema imune
adaptativo tenha sido bem descrita ao nascimento, recentes estudos sugerem
gue esta imaturidade envolva outras alteracfes, além da ativacédo de células T.
Células apresentadoras de antigenos também exibem alteracées funcionais
que podem levar a deficiéncias secundérias nas respostas de células T
adaptativas.***

Desta forma, embora defeitos na cascata de ativacdo de TLR estejam
claramente presentes em mondécitos e macrofagos neonatais, uma melhor
definicdo desta deficiéncia e sua relevancia in vivo ainda ndo foram bem
esclarecidas, pois apesar destas vias de sinalizacdo resultarem na ativacado de
NF«xB e MAP-kinases, vias alternativas que levam a ativacdo destas moléculas
também parecem existir e sua regulacéo e funcdo em macréfagos e monadcitos
neonatais ainda ndo foram bem compreendidas.

Portanto, apesar da crescente conscientizacdo sobre a importancia do
sistema do TLR na defesa do RN contra as infeccdes,** muito necessita ainda
ser esclarecido sobre os mecanismos de regulacdo das respostas TLR no

periodo neonatal.



2 OBJETIVOS
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2.1 Gerais

Caracterizar o comportamento da resposta imune inata do recém-
nascido com sepse neonatal tardia causada por bactérias Gram positivas,

Gram negativas e fungos e compara-lo com individuos sem infecgéo.

2.2 Especificos

Esperamos nos grupos estudados:

1. Determinar os niveis das citocinas pré-inflamatérias TNF-«, 1L-18, IL-2, IL-6,

IL-8, IL-12 e IL-17A e das citocinas anti-inflamatérias IL-4, IL-10.

2. Quantificar em sangue periférico o numero absoluto e frequéncia (em
porcentagem) das diferentes populacBes celulares: células dendriticas

mielGides e plasmocitdides, mondcitos, linfécitos T e B.

3. Analisar a expressao através da frequéncia e intensidade média de
fluorescéncia (MFI) dos receptores Toll-like 2 (TLR-2), frente a infeccao por
bactérias Gram positivas e fungos e do Toll-like 4 (TLR-4) frente a infec¢éo
por bactérias Gram negativas e fungos nas células leucocitarias do sangue

periférico.



3 MATERIAIS E METODOS
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Este projeto foi aprovado pelas Comissdes de Etica em Pesquisa do
Instituto da Criangca e do Hospital Geral de Pirajussara e pela Comissao de
Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP (CAPPesq). O
consentimento livre e esclarecido foi assinado pelos pais ou responsaveis

legais antes da inclusdo dos pacientes no estudo. (Anexo 1)

3.1 Local do estudo

Unidade de Cuidados Intensivos Neonatais (UCINE) do Instituto da
Crianca do HCFMUSP e o Bercéario Anexo a Maternidade do Hospital Geral de
Pirajussara no periodo de Fevereiro de 2011 a Janeiro de 2013.

3.2 Critérios de inclusao

A populacdo de estudo foi constituida por recém-nascidos a termo
internados nas unidades de cuidados neonatais e classificados como Grupo 1
(n = 27) aqueles que apresentaram manifestacdes clinicas e/ou laboratoriais de
sepse neonatal apés 72h do nascimento (sepse tardia) e como Grupo 2 (n =

18) aqueles recém-nascidos que ndo apresentavam tais manifestacdes.

3.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos os RN com diagnostico de infecgBes congénitas, erros
inatos do metabolismo (que por si sO alterariam a resposta imunolégica), uso
de anti-inflamatérios (indometacina, ibuprofeno e corticoides), diagnéstico de
hemorragia intracraniana comprovada por ultrassonografia ou tomografia
computadorizada de cranio, procedimento cirdrgico na Uultima semana e
sindromes que possam comprometer o sistema imune além daqueles em que a

ocasiao da coleta nao seria favoravel a andlise do material.

3.4 Critérios clinicos de sepse
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As definicbes de sepse, sepse grave, choque séptico e
disfuncdo/faléncia de mdultiplos 6rgdos e sistemas sdo semelhantes as do
adulto mas dependem de valores de referéncia especificos para a idade
quando se trata da frequéncia cardiaca, frequéncia respiratdria e contagem de
leucécitos. 44

Para caracterizacdo do quadro clinico foram utilizados os critérios
citados no Surviving Sepsis Campaign (2012)* conforme exposto a seguir

onde na populacéo pediatrica o diagnostico de sepse contemplou o seguinte:

- Sinais e sintomas de inflamagdo associado a infeccdo com
hipertermia ou hipotermia (temperatura retal > 38.5° ou < 35°C);
taquicardia (> 2 desvios padrdo do valor normal para a idade);
associado a pelo menos 1 dos seguintes indicadores de funcéo
organica alterada: alteracdo do nivel de consciéncia, hipoxemia,

aumento do lactato sérico ou alteragéo do pulso.

Tabela 1 - Critérios diagnosticos para Sepse

Infeccé@o, documentada ou suspeita, e algum dos seguintes:

Variaveis Gerais
Febre * utilizado neste estudo temperatura axilar > 37,8 °C
Hipotermia
Taquipnéia
Alteracdo no nivel de consciéncia
Edema significativo ou balanc¢o hidrico positivo (>20 mL/kg em 24h)
Hiperglicemia na auséncia de diabetes (glicose plasmatica > 140 mg/dL)
Variaveis Inflamatorias
*valores ajustados para a faixa etaria quando pertinente conforme item 3.5
Leucocitose
Leucopenia
Leucdcitos normais mas com mais que 10 % de formas imaturas
PCR plasmaético > 2 vezes o valor normal
Pro-calcitonina plasmatica > 2 vezes o valor normal
Variaveis Hemodinamicas
Hipotensao arterial (PAS ou PAD < 2 DP do normal para a idade)
Variaveis de Disfuncédo Organica
Hipoxemia arterial (PaO,/FiO, < 300)
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Tabela 1 - Critérios diagndsticos para Sepse “concluséo”

Infeccé@o, documentada ou suspeita, e algum dos seguintes:

Oliguria aguda (débito urinario < 0,5 mL/kg/h por pelo menos 2 h apesar da ressuscitacao
hidrica adequada)

Aumento na creatinina > 0,5 mg/dL

Distlrbio de Coagulacéo (INR > 1,5 ou TTPa > 60 s)

ileo (auséncia de ruidos hidroaéreos)

Trombocitopenia (plaguetas < 100.000 uL'l)

Hiperbilirrubinemia (bilirrubina plasmatica total > 4 mg/dL)
Variaveis de Perfuséo Tecidual

Hiperlactatemia ( > 1mmol/L)

Tempo de enchimento capilar diminuido ou pele marmorata

FONTE: Surviving Sepsis Campaign (2012)

Conforme o mesmo consenso a definicho de sepse grave ocorre
conforme a Tabela 2 enquanto que choque séptico é definido como hipotensdo
induzida pela sepse apesar da ressuscitacdo hidrica adequada e que necessita

de suporte cardiovascular com uso de drogas vasoativas.*®

Tabela 2 - Critérios diagndsticos para Sepse Grave

Sepse grave = Hipoperfuséo tecidual, hipotensdo ou disfuncdo orgénica induzidos
pela sepse (qualquer dos itens seguintes secundérios a quadro infeccioso)

Hipotenséao induzida pela sepse
Lactato acima do limite superior da normalidade
Débito urinario < 0,5 mL/kg/h por mais de 2 h apesar da reposicao volémica adequada

Les&o pulmonar aguda com PaO2/FiO2 < 250 na auséncia de pneumonia como fonte de
infeccao

Lesdo pulmonar aguda com PaO2/FiO2 < 200 na presenca de pneumonia como fonte de
infeccao

Creatinina > 2,0 mg/dL
Bilirrubina > 2,0 mg/dL
Plaquetas < 100.000 pL
Coagulopatia (INR > 1,5)

FONTE: Surviving Sepsis Campaign (2012)

3.5Critérios laboratoriais gerais (Anexo 2)
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Foram coletadas amostras de sangue, urina e liquor (LCR), dos

pacientes do grupo de estudo e os critérios abaixo foram utilizados como

sugestivos de infeccéao.

A.

Score Hematolégico de Rodwell*:

Considera-se 1 ponto para cada

parametro alterado do hemograma e um Score = 3 € considerado como

suspeito de infec¢cdo. Quando maior que 4 apresenta sensibilidade de 100%

e especificidade de 60%.

1. Leucopenia ou Leucocitose
- Leucopenia <5.000

- Leucocitose ao nascimento: = 25.000

12 a 24 h: = 30.000
> 48 h: > 21.000
2. Neutropenia ou Neutrofilia
Neutropenia Neutrofilia N
T
PN (g) <1.500 >1.500 <1.500 >1.500  |maturos
Nascimento <500 <1.800 >6.300 >5400 >1.100 >0,16
12h <1.800 <7.800 >12.400 >14.500 >1.500 >0,16
24h <2.200 <7.000 >14.000 >12.600 >1.280 >0,16
36h <1.800 <5.400 >11.600 >10.600 >1.100 >0,15
48h <1.100 <3.600 >9000 >8.500 >850 >0,13
60h <1.100 <3.000 >6.000 >7.200 >6.000 >0,13
72h <1.100 <1.800 >6.000 >7.000 >550 >0,13
120h <1.100 <1.800 >6.000 >5.400 >500 >0,12
4-28d <1.100 <1.800 >6.000 >5.400 >500 >0,12

PN= Peso ao nascimento; h= horas; d= dias; N= neutréfilos; T

I/T= Aumento de neutrdfilos imaturos /totais;

3. Aumento de neutrofilos imaturos
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4. Aumento de neutréfilos imaturos /totais

Neutrofilos imaturos/ neutrofilos segmentados >0,3

6. Alteracbes degenerativas aos neutrofilos com granulacdo téxica ou

vacuolizacao

7. Plaquetopenia: Plaquetas <150.000 /mm?®

B. Proteina C reativa (PCR): considerou-se este exame representativo de

infeccdo quando = 10 mg/L;

C. Hemocultura: exame padrdo ouro para o diagndstico de sepse neonatal.

Para pesquisa de bactérias e fungos foi coletado 1 mL de sangue por

puncédo venosa periférica no dia da suspeita diagnostica de sepse, antes da

introducéo de antibioticoterapia.

D. Liquido cefalorraquidiano (LCR): colhido por punc¢&o lombar, no dia da

suspeita diagnostica de sepse, antes da introducdo de antibioticoterapia.

Consideraram-se como valores alterados 0s seguintes parametros

49,50.

Celularidade maior que 20 leucécitos por mm3
Neutrofilos acima de 20 %

Proteinas acima de 100 mg% nos RN a Termo
Glicorraguia menor que 75 % da glicemia
Bacterioscopia positiva

Cultura positiva

E. Cultura de urina: colhida por puncdo suprapubica (PSP) ou sondagem

vesical de alivio para pesquisa de bactérias e fungos no dia da suspeita

diagnéstica de sepse.

Esses exames laboratoriais fazem parte da rotina para RN com suspeita

de infeccdo e todos foram realizados no Laboratério Clinico do hospital de

origem.
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3.6 Exames laboratoriais especificos

Dos pacientes incluidos (Grupo 1 e Grupo 2) coletou-se amostras de
sangue por puncado venosa de veia periférica e distribuiu-se 0,5 mL em tubo
com gel separador para dosagem de citocinas e 1,5 mL em tubo com EDTA
para realizacdo de imunofenotipagem. Estes exames foram realizados no LIM

36 (Laboratdrio de Investigacdo Médica do Instituto da Crianca do HC-FMUSP).

3.6.1 Caracterizacdo dos leucocitos do sangue periférico 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 LyseTM, 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 o0 sobrenadante. Apds a repeticdo do
procedimento descrito acima, foram realizadas 2 lavagens com Staining Buffer
e centrifugagcdo a 1800 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas no volume de
Staining Buffer adequado para que em cada well da microplaca de 96 wells
contivesse 1x10° células em 100 pL de Staining Buffer. Os anticorpos pré-
estabelecidos (Tabelas 3 a 7) foram adicionados e a placa permaneceu
incubada por 30 minutos a temperatura ambiente e na auséncia de luz. Em
seguida, foram adicionados 100 uL/well de Staining Buffer, a placa centrifugada
a 1800 rpm por 5 minutos a 10 °C e o sobrenadante desprezado. Foram feitas
2 lavagens com Staining Buffer nas mesmas condicbes de centrifugacao
anterior. O sobrenadante foi desprezado e as células novamente suspensas
em 300 uL de Staining Buffer e, entdo, transferidas para tubos de citometria. A
leitura foi feita no citbmetro de fluxo FACS LRS Il Fortessa utilizando o software
BD FACSDiva. As diferentes populacdes celulares foram captadas utilizando-
se como parametro o tamanho (forward scatter, FSC) e a granulosidade celular
(side scatter, SSC). Para a captacdo de células dendriticas, especificamente,

foram excluidas as populagbes de linfécitos, mondcitos e neutréfilos. A analise
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foi feita no software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR, USA), onde cada
populacdo celular foi analisada separadamente através de gates utilizando
como parametro o tamanho e a granulosidade celular. Pelo mesmo software
obteve-se os dados apresentados que representam a Mediana da Intensidade
de Fluorescéncia (MFI, median fluorescence intensity) dos respectivos
marcadores.

Os nudmeros absolutos das populagbes foram calculados pela
multiplicacédo entre a porcentagem indicada de cada populacéo na citometria de
fluxo e o numero absoluto de leucécitos determinados pelo contador

automatico de células.

Tabela 3 - Marcadores de superficie celular de células dendriticas mieldides e
plasmocitoides
Anticorpo

monoclonal Clone Fluorocromo Fabricante
Lineage** *x FITC BD Biosciences
HLA-DR G46-6 V500 BD Biosciences
CDl1lc 3.9 PE Cy5 BioLegend*
CD123 7G3 PE Cy7 BD Biosciences
CD1a HI149 APC Cy7 BioLegend
CD80 2D10 APC BioLegend
CD86 2331(FUN-1) PE BD Biosciences
TLR-2 (CD282) 11G7 Alexa 647 BD Biosciences
TLR-4 (CD284) HTA 125 Brilliant Violet BioLegend

421™

*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 4 - Marcadores de superficie celular de mondcitos

Anticorpo monoclonal Clone Fluorocromo Fabricante

HLA-DR L243 APC Cy7 BD Biosciences

CD14 M5E2 Pacific blue BD Biosciences
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Tabela 4 - Marcadores de superficie celular de mondcitos “conclusao”

Anticorpo monoclonal Clone Fluorocromo Fabricante
CD80 BB1 FITC BD Biosciences
CD86 2331(FUN-1) PE Cy5 BD Biosciences
TLR-2 (CD282) 11G7 Alexa 647 BD Biosciences
TLR-4 (CD284) HTA125 PE BioLegend

Tabela 5 - Marcadores de superficie celular das subpopulacées de linfécitos T
naive, linfécitos T de memoria central e linfocitos T de memdria

efetora

gr:rzcoc;:rlzaal Clone Fluorocromo Fabricante

CD3 SK7 APC Cy7 BD Biosciences
CD4 SK3 PerCP BD Biosciences
CD27 M-T271 FITC BD Biosciences
CD45RA HI1100 APC BD Biosciences
CCR7 3D12 PE Cy7 BD Biosciences
CD62L DREG-56 PE BD Biosciences

Tabela 6 - Marcadores de superficie celular da subpopulacédo de linfécitos T

efetores
?::;Zﬁzam Clone Fluorocromo Fabricante
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
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Tabela 7 - Marcadores de superficie celular das subpopulacdes de linfécitos B
naive, linfécitos B ativados e linfocitos B de memoria

g::;i:gﬁm Clone Fluorocromo Fabricante

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
TLR-4 (CD284) HTA125 Brilliant Violet BioLegend*

421™

3.6.2 Dosagem de citocinas nas amostras de soro de RN

saudaveis e com sepse

Para auxiliar a identificacdo de amostras de RN a termo saudaveis ou
que apresentassem uma possivel infec¢cdo, em associacdo com os dados do
prontuério e com os exames de rotina foram dosados o0s niveis basais das
citocinas TNF-o, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 e IL17-A nas
amostras de soro através do teste de CBA (Cytometric bead array BD
OptEIA™ Set Human), de acordo com as instrugfes do fabricante.

No teste de CBA foram usados 50 pL das amostras de soro adicionadas
a um pool de beads de captura especificas para todas as citocinas citadas.
Também foi acrescentado o reagente de deteccdo conjugado a PE. Esses
mesmos reagentes foram adicionados as diluicbes seriadas dos padrées das
citocinas. Apés 2 horas de incubacéo a temperatura ambiente e protegidos da
luz, todos os tubos foram lavados e analisados por citbmetro de fluxo, de
acordo com a intensidade de fluorescéncia de cada bead de captura para cada
citocina. Foram salvos 2.000 eventos em P1. As concentragbes dessas
citocinas nas amostras foram determinadas através da mediana de
fluorescéncia e baseadas na curva padrao obtida para cada citocina. O limite
de deteccgéo para todas as citocinas foi 20 pg/mL.
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3.6.3 Amostras controle de sangue de adultos saudaveis

Foram obtidas amostras de sangue periférico de adultos saudaveis
(denominado Grupo 3) que foram utilizadas para padronizacédo e controle dos
testes realizados. Os critérios de selecao foram: adultos voluntarios saudaveis
de 18 a 35 anos, dos sexos masculino e feminino, com reac¢des soroldgicas
negativas para HIV, HTLV I/ll, hepatites B e C, doenca de Chagas e sifilis, e
auséncia de sintomas de infeccdo no periodo da coleta. As sorologias acima
descritas foram coletadas nos RN quando houve suspeita de infeccéo
congénita apds confirmacdo das sorologias maternas pelo cartdo de pré-natal

materno.

3.7 Andlise Estatistica

No presente trabalho, os dados dos RN foram registrados em formulario
de coleta e armazenados em planilha eletrbnica do pacote estatistico
GraphPad-Prism versdo 6.0c para Mac OS X, GraphPad Software, La Jolla
California USA, (www.graphpad.com).

Para as varidveis qualitativas foi calculada a frequéncia absoluta e
relativa (nUmero de casos e porcentagem) enquanto que para as variaveis
guantitativas foi calculada a média, o desvio padrao (DP), a mediana, 0s
valores minimo e maximo e intervalo interquartil (p25-p75), para cada um dos
receptores avaliados em cada analise.

Além da andlise estatistica descritiva foram utilizados: Teste de Mann-
Whitney (para andlise realizada entre diferentes grupos); Teste de Kruskal-
Walllis (para analise comparativa das medianas de mais de 2 grupos) com pés-
teste de Dunn objetivando identificar de quais grupos de dados eram diferentes
entre si.

Os testes foram realizados com limites de intervalo de confiangca de

95%, e um valor de p<0,05 foi considerado significativo.
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3.8 Delineamento do estudo

Populagédo de Estudo
U

45 RN que preenchiam os critérios de incluséo

e Critérios de incluséo
RN com diagndstico de sepse neonatal Tardia ou Muito Tardia

RN sem sinais clinicos e laboratoriais compativeis com infeccao

o Critérios de Excluséo: situacdes que alteram a resposta imunoldgica
= infec¢gbes congénitas
= erros inatos do metabolismo
= uso de anti-inflamatorios (indometacina, ibuprofeno e corticoides)
— diagndstico de hemorragia intracraniana comprovada por USG ou TC
de cranio

= procedimento cirdrgico na ultima semana

e« 45 RN preencheram os critérios de inclusdo e exclusao consistiam em:

Grupo 1 (27 RN com infecg&o) Grupo 2 (18 RN sem infecgéo)
e Evolucéo do quadro infeccioso Alta hospitalar
e Sepse/ /IChoque Séptico (DMOS) Obito

o« Exames especificos: citocinas, PCR, avaliacdo das populacdes celulares e
expressao dos receptores Toll-like 2 e 4 em células dendriticas mieldides e

plasmocitoides, monacitos, linfocitos T e B.



4 RESULTADOS
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4.1 Analise dos dados demogréficos e caracterizagdo dos Grupos 1 e 2

Foram incluidos 45 recém-nascidos cujas caracteristicas demograficas

encontram-se expostas na tabela 8.

Tabela 8 - Caracteristicas demograficas dos 45 RN

Variaveis G(RIJEZC)?)l Cilr\luzpl%)z p
Idade na Internacgéo (dias)
Mediana (P25-P75) 11 (2-22) 4,5 (0-12,7) 0,044
Minimo-Maximo 0-93 0-34
Idade de Inicio dos sintomas (dias)
Mediana (P25-P75) 20 (8-29) - -
Minimo-Maximo 2-92
Idade na Coleta (dias)
Mediana (P25-P75) 21 (12-30) 12,5 (7-17) 0,003
Minimo-Maximo 3-93 2-35
Peso de Admisséo (gramas)
Mediana 3130 3168 0,195
(P25-P75) (2823-3511) (2953-3588)
Minimo-Maximo 2200-3885 2755-3695
Género [N (%)]
Masculino 14 (51,8) 6 (33,4) -
Feminino 13 (48,1) 12 (66,6)

N= namero absoluto; P25-75 = percentil 25 — percentil 75.

O quadro infeccioso foi determinado como diagnéstico inicial que

justificou a internacdo ou quando foi adquirido durante a permanéncia no setor.

Dentre os 27 pacientes com infec¢do, 23 apresentaram pelo menos trés

critérios clinicos e/ou laboratoriais compativeis com quadro infeccioso e

caracterizados anteriormente na metodologia. Quatro paciente apresentaram

dois critérios clinicos mas com SHR/PCR de respectivamente: 0/8,4; 4/35,2;
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3/25,6 e 1/291. Os critérios clinicos mais frequentes foram a distermia e
alteracOes na pele e subcutaneo conforme exposto na figura 5 e tabela 9.

Observa-se ainda que a avaliacdo laboratorial inicial de processo
infeccioso/inflamatério (Score de Rodwell ou PCR) mostrou-se condizente com
a hipdtese diagnostica de infeccdo no grupo 1 mas nao no grupo 2. Dos
pacientes do grupo 1 analisados 7 apresentaram SHR = 3, 14 apresentaram
SHR entre 0 e 2 mas com PCR alterado com valores entre 11,2 a 291 mg/L e 6
apesar das manifestacdes clinicas compativeis com infeccédo s6 evoluiram com
alteracdo do SHR e/ou PCR apés 24h de evolugcédo clinica (Figura 5).
Associado ao quadro clinico foi possivel caracterizar a todos os 27 pacientes
desse grupo como portadores de um quadro infeccioso vigente.

No grupo 2 houve a coleta de hemograma completo, PCR e hemocultura
em alguns pacientes devido a rotina do servico no momento da internacdo. O
mesmo nao aconteceu quando a coleta do sangue foi feita durante a internacao

visando exclusivamente a analise das citocinas séricas e imunofenotipagem.

e . - Sinais/Sintomas (N)
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Sinais e Sintomas

Distermia
Hematolégico
Pele

TGI

SNC

[- Grupo 1

Cardiovascular

Respiratoério

0 5 10 15 20
N pacientes

Figura 5 - A) Distribuicdo dos RN do grupo 1 conforme o numero de sistemas com
sinais e/ou sintomas de infec¢cdo, PCR e SHR. B) Numero total de pacientes com
determinado sinal e/ou sintoma para cada sistema. N= numero; TGI= trato
gastrointestinal, SNC= sistema nervoso central.

Tabela 9 - Distribuicdo dos RN de acordo com as manifestacBes clinicas e
laboratoriais.

Variaveis Grupo 1 Grupo 2 p

Sinais e Sintomas

N de pacientes/sintomas-N (%)

Respiratérias 17 (16,5 %) 0 -
Cardiovasculares 14 (13,6 %) 0
SNC 10 (9,7 %) 0
Gastrointestinais 17 (16,5 %) 0
Pele e subcutaneo 18 (17,4 %) 0
Hematolbgicas 9 (8,7 %) 0
Instabilidade Térmica 18 (17,4 %) 0
Score de Rodwell (SHR)
Mediana (IQR) 1 (0-3) 0 (0-0) 0,0004

Minimo-méaximo 0-5 0-1
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Tabela 9 - Distribuicdo dos RN de acordo com as manifestacdes clinicas e
laboratoriais “conclusao”

Variaveis Grupo 1 Grupo 2 p
PCR (mg/L)
Mediana (IQR) 35,2 (9-83,1) 1,25 (0-4) <0,0001
Minimo-maximo 0,8-291 0-26,3

N=numero absoluto; IQR (intervalo interquartil)

Em muitos casos, as culturas coletadas nao isolaram nenhum agente
etiol6gico, mas de acordo com 0s sinais clinicos e outros exames laboratoriais
a sepse clinica ficou comprovada.

A identificacdo do microrganismo em liquidos estéreis (sangue, urina,
LCR) ocorreu em 10 pacientes do grupo 1 (37 %), sendo observado mais de
um agente em 2 pacientes. No grupo 2 todas as culturas quando colhidas
tiveram resultado negativo conforme o esperado. A distribuicdo dos RN de
acordo com o microrganismo isolado e local de identificacdo (bactérias Gram-
positivas, bactérias Gram-negativas e fungos) encontra-se descrita na Tabela
10.

Em conformidade ao quadro clinico vigente foram coletadas amostras de
cultura de secrecao conjuntival e nasofaringe para esclarecimento diagnostico
em trés pacientes. A positividade dessas culturas néo foi determinante para o
diagnostico e/ou tratamento de sepse nos pacientes em questdo. Esses
pacientes apresentaram quadro clinico compativel com sepse (N=2) ou sepse
grave (N=1) com pneumonia e necessidade de suporte ventilatorio invasivo. Os
exames laboratoriais iniciais desses pacientes incluiram SHR de 0 a 4 e PCR
de 15,5 a 85,5 mg/L.

Tabela 10 - Distribuicdo dos RN de acordo com o microrganismo isolado

Grupo 1 Grupo 2
Culturas
N % N %
Liquidos estéreis
Hemocultura periférica 8 30,7 0 0

Staphilococcus epidermidis

Staphilococcus aureus
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Tabela 10 - Distribuicdo dos RN de acordo com o microrganismo isolado

“conclusao”
Grupo 1 Grupo 2
Culturas
N % N %
Enterobacter cloacae
Salmonella sp
Escherichia coli
Candida parapsilosis
Urocultura 3 11,5 0 0
Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli
Liguor 0 0 0 0
Liguidos né&o estéreis
Cultura de secre¢do conjuntival 3 115 0 0
Staphilococos epidermidis
S. coagulase negativo
Haemophilus influenzae
Nasofaringe
Bordetella pertussis 1 3,8 0 0
Culturas negativas 14 42,3 18 100
Total 29 100 18 100

N=numero absoluto de pacientes

A evolucéo clinica dos 27 RN do grupo 1 ocorreu na forma de sepse
sem complicacdes em 10 pacientes, sepse grave em 12 pacientes e choque
séptico em 5 pacientes sendo que dos 3 Obitos observados, dois foram
decorrentes do quadro infeccioso vigente e outro, constatado num paciente
com sepse sem complicacdes, ocorreu posteriormente devido a outro quadro
infeccioso na mesma internacao.

Os dois O6bitos decorrentes dos processos infecciosos vigentes
ocorreram apos 24 h e 48 h de evolucéo clinica com presenca de bacilos Gram
negativos em bacterioscopico de liquido ascitico (ndo confirmado em cultura) e

E. coli em hemocultura periférica e urocultura respectivamente.
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A positividade da cultura em liquidos estéreis foi constatada em 20 %, 50

% e 40 % respectivamente de acordo com a apresentacao clinica do quadro

infeccioso (Tabela 11).

Tabela 11 - Distribuicdo do grupo 1 de acordo com a apresentagcdo clinica

inicial, desfecho e positividade da cultura em liquidos estéreis

. Cultura Cultura
iz ezl positiva negativa
Apresentacao
clinica N % % N % N %
Sepse 9 90 10 2 20 8 80
Sepse Grave 12 100 0 6 50 6 50
Choque Séptico 3 60 40 2 40 3 60

N= NUmero absoluto

4.2 Citocinas séricas

O comportamento das citocinas foi determinado através da dosagem de

seus niveis nas amostras de soro de RN com quadro clinico infeccioso (Grupo

1) no momento inicial do diagnéstico e introducdo da antibioticoterapia

(primeiras 24 h) e também nos RN do Grupo 2 (Tabela 12).

Tabela 12 - Dosagem de citocinas nas amostras de soro de RN com (Grupo 1)
e sem infeccdo (Grupo 2). Mediana (P25-75) pg/mL

Citocina (pg/mL) Grupo 1 Grupo 2 p
134,0 34,9
IL-8 <0,0001*
(75,2-351,4) (19,6-70,3)
100,0 3,9
IL-6 <0,0001*
(31,2-323,6) (1,9-10,8)
1,95 0,7
IL-12p70 0,319
(0,2-3,8) (0,4-1,6)
2,5 1,0
IL-1B 0,004*
(1,1-7,0) (0,3-1,4)
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Tabela 12 - Dosagem de citocinas nas amostras de soro de RN com (Grupo 1)
e sem infec¢do (Grupo 2). Mediana (P25-75) pg/mL “conclusao”

Citocina (pg/mL) Grupo 1 Grupo 2 p
6,7 2,1
IL-10 0,0008*
(2,5-22,6) (1,4-2,8)
1,5 0,75
TNF-a 0,080
(0,7-2,0) (0,3-1,4)
48,3 11,2
IL-17A 0,111
(26,6-111,3) (7,7-51,4)
0,25 0,95
IL-2 0,692
(0-1,7) (0,3-2,9)
1,1 1,0
IL-4 0,557
(0,4-2.3) (0,3-1,8)

Pode-se observar na tabela acima uma maior concentracao de citocinas
pré (IL-8, IL-6, IL1B) e anti-inflamatérias (IL-10) no grupo 1 (p<0,05) quando
comparado ao grupo 2 enquanto que a concentracdo da IL-4 (promotora da
diferenciacdo da resposta Ty2), IL-2 atuante na homeostase do sistema imune
intestinal, IL-17A e TNF-a foi semelhante nos dois grupos.

Quando submetidos a analise das citocinas conforme a gravidade clinica
0s pacientes com quadro infeccioso foram subdivididos conforme referido
anteriormente em sepse (N=8), sepse grave (N=12) e choque séptico (N=4).

A avaliacdo nesses pacientes dos niveis das citocinas pr6 e anti-
inflamatdrias pode ser observada na figura 3. Nesta figura observa-se 0 mesmo
padrdo visto na Tabela 12 em que o nivel sérico da IL-8, IL-6, IL13 e IL-10 foi
significantemente menor nos pacientes do grupo 2 quando comparados aos
pacientes com infeccdo independentemente da gravidade clinica. Nao houve
diferenca entre os subgrupos com infecgdo para os niveis de interleucinas

avaliadas.
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Figura 6 - Dosagem das citocinas no soro de RN dos grupos 2, Sepse, Sepse Grave e
Choque Séptico no dia do diagnéstico clinico. Mediana (P25-75)

4.3 Caracterizacdo dos leucocitos presentes no sangue periférico por

Imunofenotipagem

Tendo em vista a necessidade de padronizacdo dos testes de

imunofenotipagem com sangue de individuos adultos optamos por expor esses

resultados juntamente com aqueles encontrados em RN ja que pareceu

interessante fazer a comparacdo com a situacdo basal de atividade de um

sistema imune globalmente desenvolvido em situacdes de saude e melhor
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caracterizado na literatura. Assim, a partir de agora sera incluido o grupo 3
referente aos resultados encontrados em adultos.

Conforme observado na figura 7, houve diferenca estatistica entre o
namero total de leucdcitos encontrados no sangue periférico no grupo 3 com 0s
dois grupos de RN (grupos 1 e 2) indicando um menor numero de leucdcitos
totais em adultos conforme ja descrito na literatura (p<0,0001). O nimero de

leucaocitos totais foi semelhante entre os grupos 1 e 2 (p=0,832).

Leucocitos
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Figura 7 - Mediana + IQR da contagem de leucdcitos totais (10° /L) nas amostras de
sangue periférico.

Quando se avaliou o numero de leucdcitos nos subgrupos clinicos de
sepse (Sepse, Sepse Grave e Choque Séptico) observamos pela andlise
multivaridada diferenca entre os subgrupos (p=0,0267). Assim observa-se que
guanto maior a gravidade clinica maior tendéncia a leucopenia.

J4 os pacientes com Choque Séptico apresentaram numero de
leucécitos semelhante ao de individuos adultos saudaveis (p = 0,724) e
significativamente menor que os RN sem infeccdo (p = 0,0048). Os pacientes
com Sepse e Sepse Grave apresentaram maior numero de leucécitos em
relacédo ao individuo adulto (p < 0,0001) mas nao houve diferenca relativamente

aos RN sem infec¢éo (p = 0,308) (Figura 5).
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Figura 8 - Mediana + IQR da contagem de leucdcitos totais (10°/L) nas amostras de
sangue periférico de RN dos grupos 1 (Sepse, Sepse Grave, Choque Séptico),
2e3

A partir na populacdo de leucédcitos totais identificou-se as suas
subpopulacdes através do uso de marcadores de superficie e de ativacéo
celular e andlise por citometria de fluxo. Conforme observado na figura abaixo
pode-se perceber que as subpopulaces de leucdcitos apresentam dispersdo
caracteristica conforme a granulosidade (side scatter, SSC) e tamanho (forward

scatter, FSC) celular.

SSC

Figura 9 - Gate realizado nas
populacdes de neutrdéfilos (N)
e mondcitos (M) tendo como : " .
parametro o tamanho (forward L L B

scatter, FSC) e granulosidade 200 400 600 800 1K
celular (side scatter, SSC) FSC
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Analisaremos a seguir as populagdes celulares na seguinte sequéncia:
as ceélulas participantes do sistema imune inato (células dendriticas e
monaocitos) e em seguida células participantes do sistema imune adaptativo
(linfécitos T e linfécitos B).

Os sistemas imune inato e adaptativo ndo sao independentes entre si e
agem em conjunto na tentativa de estabelecer uma resposta imune ao agente
agressor de forma rapida, eficiente e duradoura. Dessa maneira, avaliar as
células participantes desses dois sistemas se mostra importante no sentido de

estudar direta e indiretamente a ativacéo e eficacia da resposta imune inata.

4.4 Caracterizacédo das células dendriticas (DCs)

A populacdo de DCs nas amostras de sangue periférico de adulto e de
RN foi definida como LIN-HLADR+, de acordo com Koumbi et al. (2010),
caracterizando populacées mieldide (LINHLADR'CD11c") e plasmocitdide
(LINNHLADR*CD123") como descrito por Sorg et al. (1999) e Schreibelt et al
(2010). As marcacdes foram feitas no mesmo tubo analisando marcadores de
superficie, de maturacao e de ativacao celular (CD80 e CD86). Os resultados
podem ser vistos na figura 4.°>3

Observa-se um maior nuamero absoluto e frequéncia de células
dendriticas totais (LINHLADR™) nos RN do grupo 1 e 2 quando comparado ao
grupo 3 (p = 0,0079 e p < 0,0001 respectivamente) apesar da baixa frequéncia
global vista em todos os grupos. A mediana da frequéncia variou de 0,49 a 1,03
% dos leucdcitos totais. Mesmo com essa diferenca, a resposta quantitativa da
ativacdo das DCs mieldides e plasmocitbides totais (DC CD11c e DC CD123) e
imaturas (DC CD11c CDla e DC CD123 CD1la) foi semelhante em todos o0s
grupos (Figura 10).

Na analise do nosso grupo amostral percebemos que a expressao das
moléculas co-estimuladora CD80 e CD86 nas DC mieléide e plamocitdide foi

semelhante entre os grupos 1, 2 e 3.
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Figura 10 - Mediana + IQR da frequéncia (%) das populacbes de células dendriticas
totais (Lin-HLADR+); células dendriticas mieldides (CD11c) e plasmocitdides (CD123)
totais; imaturas (CD1a); e que expressam os marcadores de ativacdo CD80 e CD86
em amostras de sangue periférico dos grupos 1, 2 e 3. DC: célula dendritica. * = valor
significativamente menor quando comparado ao grupo 2 e 3.

A avaliagcdo da frequéncia da expressdo dos receptores Toll-like 2 e 4
encontra-se exposta na figura 11 e mostra ndo haver diferenca significativa
entre 0s grupos analisados através da analise estatistica uni ou multivariada
exceto pela menor frequéncia do TLR-4 em DC plasmocitéide no grupo 1 com
relacdo ao grupo 3 (p = 0,047). Da mesma maneira a avaliagdo da intensidade
de fluorescéncia média para os TLR-2 e TLR-4 foi semelhante nos mesmos
subgrupos.

Quando o grupo sepse foi dividido conforme a positividade ou ndo da
cultura e seus subgrupos de agentes (Gram-positivos, Gram-negativos e

Fungos) observa-se que a frequéncia de expressdo do TLR-2 e do TLR-4 foi
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semelhante em todos os subgrupos exceto quando se comparou 0s pacientes
com cultura negativa nas DC plasmocitéides com os demais subgrupos. A
frequéncia de expressao desses receptores foi maior que em todos os outros
subgrupos exceto naqueles que apresentaram fungo isolado em cultura. O
mesmo ndo se observou quanto ao MFI. Ainda, houve maior MFI em DC
mieléides de RN com infeccéo fungica quando comparado aos individuos do

grupo 3 mas nao do grupo 2 (Figura 12).

DC mieléide CD11c TLR-2 DC mieléide CD11c TLR-2

1004 15000+

80

60 10000+

! " | !

L] L] L]
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

%
MFI

T T T
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

DC mieldide CD11c TLR-4 DC mieléide CD11c TLR-4
1001 150001

80+

10000+
60-

%
MFI

404
5000+
20+

I

I I I
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

T T T
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

DC plasmocitéide CD123 TLR-2 DC plasmocitéide CD123 TLR-2
1001 15000+

80

10000+
604

J ] [ - I 1

T T T L] L] L]
Grupol  Grupo2  Grupo 3 Grupol ~ Grupo2  Grupo3

%
MFI




100+

DC plasmocitéide CD123 TLR-4

p<0,05

go{ — !

60+

%

40

11

1 1 1
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

15000+

10000+

5000+ I 1

MFI

39

DC plasmocitéide CD123 TLR-4

I I I
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Figura 11 - Mediana + IQR da frequéncia (%) e MFI das populacdes de células
dendriticas mieldides (CD11c) e plasmocitdides (CD123) que expressam 0S
marcadores dos TLR-2 e TLR-4 em amostras de sangue periférico nos grupos 1, 2 e 3.
DC: célula dendritica.
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Figura 12 - Avaliagdo do TLR-2 e do TLR-4 através da mediana + IQR da frequéncia
(%) e MFI nas populagfes de células dendriticas mieldides (CD11c) e plasmocitéides
em amostras de sangue periférico dos grupos 1 com cultura positiva para bactérias
Gram positivas (Gram +), bactérias Gram negativas (Gram -), Fungos e com cultura
negativa (Cultura -); Grupo 2 e Grupo 3.

Ao se analisar a frequéncia da expressdo dos TLR 2 e 4 nas DC
mieldides e plasmocitdides observamos que ndo houve diferenca entre os
subgrupos clinicos de infeccdo (sepse, sepse grave e choque séptico)
comparados aos grupo 2 e 3, diferentemente do encontrado na figura 11 onde
houve uma menor frequéncia de TLR-4 nas DC plasmocitdides do grupo 1
comparativamente ao grupo 2.

Com relacdo a avaliagdo do MFI do TLR-2 e TLR-4 frente & gravidade
clinica dos RN com infec¢ao constatou-se que houve menor MFI do TLR-2 nas
DC mieldides nos pacientes com Choque Séptico em relacdo aos que se

apresentaram com Sepse Grave (p = 0,05) e, nas DC plasmocitéides, o MFI
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para TLR-2 foi maior nos pacientes com Sepse Grave em relagdo aos com
Sepse (p = 0,031) conforme figura 13.

O TLR-4 apresentou maior MFI nas DC mieloides de pacientes com
Sepse Grave comparados a individuos do grupo 3 (p = 0,0093). Enquanto isso,

a andlise estatistica entre os demais grupos ndo mostrou diferenca

significativa.
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Figura 13 - Avaliagdo do TLR-2 e do TLR-4 através da mediana + IQR da frequéncia
(%) e MFI nas populagfes de células dendriticas mieldides (CD11c) e plasmocitéides
em amostras de sangue periférico dos grupos 1 com Sepse, Sepse Grave e Choque
Séptico, grupo 2 e grupo 3.

4.5 Caracterizacdo dos mondcitos

A populagdo de mondcitos foi definida pelo gate de células CD14"HLA
DR" utilizando como pardmetro o tamanho (forward scatter, FSC) e a
granulosidade celular (side scatter, SSC) como descrito na literatura.>*

A seguir observamos o numero absoluto e a frequéncia de mondécitos
totais nos grupos 1, 2 e 3.

Podemos observar que a populacdo absoluta total de mondcitos € maior
nos RN comparado aos adultos independentemente do quadro infeccioso (p <
0,0001) enquanto que ha uma maior propor¢cédo da populacdo de mondcitos no
sangue periférico de recém-nascidos de termo saudaveis comparativamente ao

encontrado no sangue periférico de adultos (p = 0,0016) (Figura 14).
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Figura 14 - Mediana + IQR do numero absoluto (células/uL) e frequéncia (%) de
mondcitos em amostras de sangue periférico nos grupos 1, 2 e 3.

N&o houve alteracdo na frequéncia de mondcitos ativados frente a um
estimulo infeccioso no RN (p = 0,097). Assim, apesar do RN saudavel ter
proporcionalmente mais mondcitos que o adulto, o percentual de mondcitos
ativados numa situacdo basal bem como frente a um estimulo infeccioso
permaneceu o mesmo. Ja o MFI nos mondcitos que expressam a molécula co-
estimulatéria CD86 foi menor em RN infectados quando comparado aos
adultos (p = 0,0108) sugerindo um menor potencial de ativagdo da APC no RN.

Apesar da frequéncia da expressdo de TLR-2 ser semelhante nos trés
grupos observa-se um maior MFI em RN com quadro infeccioso quando
comparado aos RN saudaveis (p = 0,0102) indicando que frente a uma
infeccdo a expressao do receptor em cada célula aumenta.

De modo inverso, com relagcdo aos TLR-4 a frequéncia na expressao
desse receptor, ou seja, a porcentagem de mondcitos que expressam o TLR-4
em sua membrana foi maior nos RN com infec¢cdo (grupo 1) quando
comparado aos RN do grupo 2 (p = 0,0344) e adultos (p = 0,0043) mas o MFI
nao teve mudanca significativa (p = 0,2349) (Figura 15).
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Figura 15 - Mediana + IQR da frequéncia (%) e MFI da populacdo de mondcitos e dos
marcadores de ativacdo CD80 e CD86, e dos receptores TLR-2 e 4 em amostras de

sangue periférico dos grupo 1, 2 e 3.
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Frente a gravidade do quadro clinico observamos maior MFI para TLR-2
em mondcitos de pacientes com sepse e sepse grave quando comparado aos
RN sem infec¢éo (grupo 2) com p = 0,050 e p = 0,009 respectivamente. Apesar
disso a frequéncia de expressado desse receptor na mesma populacéao celular
foi semelhante em todos os subgrupos. Em contrapartida, ocorreu maior
frequéncia na expressao do TLR-4 em mondcito de pacientes com sepse grave
e choque séptico quando comparado aos RN sem infec¢do (grupo 2) com p =
0,0194 e p = 0,03 respectivamente. Apesar disso, diferentemente com o TLR-2,

o MFI para o TLR-4 foi semelhante em todos os subgrupos (Figura 15).
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Figura 16 - Mediana da frequéncia (%) e MFI + IQR em mondcitos referente aos
receptores TLR-2 e 4 em amostras de sangue periférico dos grupo 1, 2 e 3
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A presenca de cultura positiva ou negativa ndo alterou de forma
estatisticamente significativa o MFI ou a frequéncia da expressao das
moléculas de ativacdo do mondcito para o TLR-2 pela analise uni ou
multivariada com relacédo aos grupos controle (RN ou adulto) bem como o tipo
de agente isolado. O oposto foi observado na expressdao do TLR-4 nos
mondcitos de pacientes com infeccdo em relacdo ao controle onde o0s
pacientes com cultura positiva tiveram maior frequéncia do TLR-4
comparativamente ao Grupo 2, 3 e ao pacientes com cultura negativa (Tabela
11 e Figura 16).

Tabela 13 - Mediana da frequéncia (%) + IQR das populacbes de mondcitos
em amostras de sangue periférico dos recém-nascidos do grupo 1
(cultura positiva ou cultura negativa), grupo 2 e do grupo 3. p
referente a significAncia estatistica na andélise multivariada pelo
teste de Kruskal-Wallis

Grupo 3 Grupo 2 Cultura negativa Cultura positiva p
Mondcitos
[N] Mediana (p25-p75)
A [16] 94,4 [12] 96,5 [12] 87,1
TLR-2 [39] 93,5 0,475
(82-98,5) (83,1-97,3) (82,2-97,6) (59-92,2)
. [39] 10,6 [16] 11,4 [12] 11,8 [11] 30,5
TLR-4 0,0011*
(5,7-17,9) (6,8-18,7) (6,7-24,9) (18,5-72,1)

No entanto, observou-se nos pacientes com infeccdo e cultura negativa
um maior MFI para o TLR-2 quando comparado aos RN sem infeccdo. Ja com
relacdo ao TLR-4, os RN com infecg&o e cultura positiva apresentaram maior
frequéncia de células com o receptor em questdo quando comparados aos RN
controle e adultos (Figura 17).

Ao se subdividir os pacientes conforme o agente isolado observamos, de
forma semelhante aos pacientes com cultura negativa, ocorreu maior MFI para
o TLR-2 nos pacientes infectados por bactérias Gram-positivas

comparativamente aos pacientes dos grupos 2 e 3 (Figura 18).
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Figura 17 - Mediana + IQR do MFI do TLR-2 e da frequéncia do TLR-4 em mondcitos
de sangue periférico de RN dos grupos 1 com cultura positiva (bactéria Gram positiva,
bactéria Gram negativa), grupo 1 com cultura negativa e de sangue periférico dos
grupos 2 e 3.
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Figura 18 - Mediana + IQR da frequéncia e do MFI do TLR-2 e 4 em mondcitos de
sangue periférico de RN dos grupos 1 com cultura positiva (bactéria Gram positiva,
bactéria Gram negativa), com cultura negativa e de sangue periférico dos grupos 2 e
3.
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Quanto ao TLR-4 observamos que contrariamente ao esperado houve
maior frequéncia e MFI desse receptor nos pacientes com infeccdo por
bactérias Gram-positivas. Houve maior frequéncia comparativamente aos
pacientes dos grupos 2, 3 e com cultura negativa enquanto que na analise do
MFI essa diferenca foi encontrada apenas em relagdo aos pacientes dos
grupos 2 e 3 e naqueles infectados por bactérias Gram-negativas. Apesar da
frequéncia do TLR-4 nos mondcitos ter sido aumentada também nos pacientes
com infeccdo por bactérias Gram-negativas em relacdo aos grupos 2 e 3, o MFI

permaneceu semelhante.

4.6 Caracterizacado dos linfécitos T (LT)

A frequéncia de linfdcitos totais foi semelhante entre os RN saudaveis e
adultos e mostrou-se diminuido nos RN com infecgéo (p = 0,0026) enquanto
que o numero absoluto de linfocitos totais foi maior no grupo 2

comparativamente ao grupo 3 (p = 0,0002) (Figura 19).
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Figura 19 - Mediana + IQR do numero absoluto (células/uL) e da frequéncia (%) da
populacéo de linfécitos T total em amostras de sangue periférico dos grupos 1, 2 e 3.
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J& as diferentes populagces de linfocitos T foram caracterizadas com
base no conjunto de marcadores citados por Tanel e col. (2009) e estéo
expostas na figura abaixo.>®

Conforme observado no primeiro grafico da Figura 20 a mediana da
frequéncia de linfocitos T CD4 foi de 46,6 %, 53,7 % e 41,9 % nos 1,2 e 3
respectivamente. Os RN sem infeccdo apresentaram maior proporgédo de LT
CD4 comparativamente aos adultos (p = 0,0182). No entanto, ndo houve
diferenca estatisticamente significante na frequéncia dos LT CD4 totais entre os
grupos quando submetidos a analise multivariada. Observa-se no RN
comparativamente ao adulto uma maior frequéncia de LT naive e uma menor
frequéncia das populacées de LT de memoria central e memoria efetora. A

frequéncia da expressao do CD40 no LT foi semelhante nos 3 grupos.
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Figura 20 - Mediana + IQR da frequéncia (%) das populagdes de linfécitos T CD4" em
amostras de sangue periférico dos grupos 1, 2 e 3. T CD3'CD4": Linfdcito T; LT naive:
CD4'CD45RA'CCR7'CD27*'CD28'CD62L"; LT efetor: CD4'CD62L°“CD69"; LT
memoria central: CD4"CD45RA'CCR7°CD27"; LT memoria efetora; CD4'CD45RA
CCR7CD27.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos 1 e 2 na frequéncia de
nenhuma das subpopula¢des de LT analisadas excetuando-se a frequéncia do
LT efetor que se mostrou aumentado no grupo 1 em relagdo ao grupo 2.

A expressao das moléculas CD28 e CD25 pelo LT encontra-se exposta
na figura abaixo. Nos RN com infec¢do (Grupo 1) houve menor frequéncia na
expressdo do CD28 e na intensidade de fluorescéncia (MFI) comparativamente
aos RN controle e adultos. Nao houve diferenca entre os grupos com relacao
ao LT CD25.
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Figura 21 - Mediana + IQR da frequéncia (%), MFI e DP das populac6es de linfécitos
T CD4" CD28 e CD25 em amostras de sangue periférico dos grupos 1, 2 e 3.

A expressao dos TLR-2 e 4 néo foi testada nesta populacao celular.

4.7 Caracterizacao dos linfécitos B (LB)

Conforme exposto na figura abaixo observamos que apesar dos RN sem
infeccdo apresentarem proporcionalmente maior nimero absoluto de LB que os
individuos do grupo 3, a frequéncia de LB total (LB CD19") foi semelhante nos
trés grupos.
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Figura 22 - Mediana + IQR do numero absoluto (células/uL) e da frequéncia (%) das
populacdo de linfocitos B CD 19" em amostras de sangue periférico dos grupos 1, 2 e
3.
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Percebe-se na figura 23 que assim como na avaliagdo de linfocitos T a
frequéncia de células B naive foi significativamente maior nos RN com e sem
infeccdo em relacdo ao grupo 3 (p < 0,0001) enquanto que de forma oposta a
frequéncia de linfécitos B de memoéria foi maior no grupo 3 comparativamente

aos pacientes dos grupo 1 e 2 (p <0,0001).
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Figura 23 - Mediana + IQR da frequéncia (%) das populacdes de linfécitos B em
amostras de sangue periférico dos grupos 1, 2 e 3. Linfécito B naive: CD19+CD27-;
Linfécito B memodria;: CD19+CD27+; Linfécito B ativado: CD19+CD69+CD40+. *:
diferenca significativamente relevante quando comparado o grupo com 0s demais
(p<0,05).
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Em relacdo ao LB ativado observamos na mesma figura anterior que
ocorreu maior frequéncia nos RN do grupo 1 comparativamente aos grupos 2 e
3 apesar de globalmente os trés grupos mostrarem uma frequéncia baixa deste
tipo celular. A frequéncia da expressdo da proteina co-estimuladora CD40 no
LB foi semelhante nos 3 grupos enquanto que houve maior frequéncia de LB
CD69high nos pacientes dos grupos 1 e 2.

Quanto a expressdo do TLR-4, podemos observar nameros muito
reduzidos de células B expressando esses marcadores em suas membranas. A
frequéncia encontrada apresentou mediana de 1,35 % nos recém-nascidos
sem infecgdo, 0,59 % nos recém-nascidos com infec¢éo e 0,31 % em adultos
saudaveis. Apesar da frequéncia ter sido significativamente maior nos grupos 1
e 2 em relacédo ao grupo 3 (p = 0,0179 e p = 0,0084 respectivamente) pode-se
observar que os grupos 1 e 2 foram semelhantes (p = 0,156).

A frequéncia de expresséo dos TLR-2 nos LB foi maior no grupo 1 em
relacdo ao grupo 3 (p = 0,0187) enquanto que a expressdo detectada através
do MFI para o TLR-2 e 4, por ter sido muito baixa, ndo foi incluida nos

resultados (Figura 24).
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Figura 24 — Mediana + IQR da frequéncia (%) do TLR-2 e TLR-4 em linfocitos B em
amostras de sangue periférico dos grupos 1, 2 e 3. *: diferenca significativamente
relevante quando comparado o grupo com os demais (p < 0,05).
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A gravidade clinica e a positividade da cultura ndo alteraram de forma
estatisticamente significativa a frequéncia da expressao dos TLR-2 e 4 nos trés
grupos como exposto na figura 25. Apenas observamos que quando nédo houve
agente isolado na cultura ocorreu maior frequéncia na expressao dos

receptores TLR-2 com relacdo ao grupo 3 (p = 0,0168).
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Figura 25 — Mediana + IQR da frequéncia (%) do TLR-2 e TLR-4 em linfécitos B em
amostras de sangue periférico de RN dos grupos 1, 2 e 3 conforme a gravidade clinica
e positividade da cultura.
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A imaturidade da resposta imune no recém-nascido é alvo de
investigacdo devido a importante repercussdo sobre a mortalidade neonatal e
consequentemente sobre a mortalidade infantil. A elevada mortalidade nesta
faixa etaria encontra-se diretamente relacionada a menor idade gestacional ao
nascimento mas mesmo em recém-nascidos de termo o impacto gerado é
significativo a ponto de instigar medidas de metas globais através das Nacdes
Unidas com o objetivo inicial de redugéo em dois tercos na mortalidade infantil
até o ano de 2015.%°°

A resposta imune como previamente descrita inicia-se no
reconhecimento entre o patégeno e as células do sistema imune inato com
efeitos na diferenciacdo celular e producdo de citocinas. Apesar da grande
interacao existente, por questdes de praticidade, os resultados expostos serdo

discutidos separadamente com as devidas correlacdes conforme necessario.

5.1 Citocinas

As citocinas sdo produtos do reconhecimento dos patdgenos por
receptores de padrdo de reconhecimento (PRRs) cujo principal grupo é
representado pelos TLR.

Assim como a producdo de citocinas pré e anti-inflamatérias é
responsavel pela amplificacéo da resposta de defesa do organismo e regulacao
da mesma, um segundo efeito importante diz respeito ao observado apds a
estimulacdo. Padrbes de polarizagdo na producdo de citocinas (Thl, Th2 e
Th17) podem promover a diferenciacao das células T CD4+ naive em subtipos
distintos de células Th cujo papel é de clearance do patégeno.

Trabalhos observam a polarizacdo da resposta inflamatéria no recém-
nascido a termo através de uma grande producédo de IL-6 e IL-23 em sangue
periférico apds estimulo in vitro com agonistas do TLR. Essa resposta oscila
conforme a faixa etéria estudada e alcanca niveis semelhantes ao individuo
adulto ao redor de 1 ano de idade.®*

Nos recém-nascidos analisados observou-se maior quantidade de

citocinas pro-inflamatoérias (IL-6, IL-1p, IL-8) e anti-inflamatérias (IL-10)
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naqueles com quadro infeccioso vigente quando comparados aos recém-

nascidos sem infeccao (Tabela 12).

5.1.1 Citocinas pro-inflamatérias

Conforme mencionado anteriormente o padrdo de producdo das
citocinas apos o estimulo dos TLR tem sido caracterizado em detalhes em
todas as faixas etarias (Figura 3). Sabe-se, por exemplo, que apds a
estimulacédo in vitro dos TLR do sangue total de recém-nascidos a termo ocorre
predominio de citocinas IL-6 e IL-23 produzidas para manter a resposta TH17.
Nesta casuistica observamos apenas que dentre os RN do grupo 1 ocorreu
elevacdo significativa na producdo de IL-6 frente a um estimulo infeccioso in
vivo. A IL-23 néo foi objeto de estudo.

A IL-6 é considerada um importante marcador da resposta inflamatéria
sistémica alcancando picos rapidos de concentracdo sérica apos o estimulo e
assim é reconhecida como uma citocina de alarme da infecc&o.>’

Trabalhos descrevem que os niveis de IL-6 estdo significativamente
elevados nos RN com sepse ° e sdo sustentados por tempo maior que o TNF-
o e a IL-1pB, refletindo a intensidade da resposta inflamatoria.

O TNF-a é considerado um mediador do choque séptico por achados em
modelos experimentais e por evidéncias na prevencdo da endotoxemia e
bacteremia quando neutralizado.®® Apesar de trabalhos mostrarem que o
processo infeccioso desencadeado pela exposicéo ao LPS resulta na elevacao
do TNF-a durante os primeiros 30 a 90 minutos com pico entre 3 a 4 horas e
tem boa correlacdo clinica também descreveu-se que nos pacientes com sepse
e sepse grave o pico de producdo dessa citocina ndo se correlaciona com a
progressdo lenta dessas apresentacdes clinicas.”® Neste trabalho, o
comportamento de elevacao da IL-6 p6de ser visto nos pacientes com infecgéo
avaliados mas diferentemente do relatado na literatura ndo se observou
diferenca entre os niveis séricos de TNF-a nos grupos sepse grave e choque
séptico.

Na maioria dos casos de sepse neonatal, a IL-6 aumenta rapidamente

mas diminui dentro de 24 horas para niveis indetectaveis. Dessa maneira
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podemos obter valores variados (falso-negativos) das citocinas pro-
inflamatdrias a depender do momento da coleta frente ao inicio do processo
infeccioso como observado nos casos 2, 17 e 25 do grupo 1. (Anexo 5)

A meia-vida curta é decorrente da ligacdo da IL-6 a proteinas
plasmaticas com a a,-macroglobulina, clearance precoce no figado e inibicdo
por outras citocinas. A IL-6 € um marcador bem precoce entretanto os niveis de
PCR no plasma se tornam melhores indicativos de infeccdo ap6s 12 a 48 horas
do inicio do quadro, em um momento que os niveis de IL-6 provavelmente ja
decairam. A dosagem combinada destes dois marcadores apresenta uma
sensibilidade alta em criancas infectadas em qualquer periodo pés-natal.®

Os niveis de IL-1B aumentaram significativamente naqueles com
infeccdo de maior gravidade clinica (sepse grave e choque séptico)
comparativamente aos pacientes sem infeccdo o que difere do descrito na
literatura onde ha relatos de baixa producéo desta interleucina por macréfagos
neonatais (Tabela 12 e Figura 6). Na maioria dos trabalhos publicados a IL-1
raramente é detectada devido a rapida acéo de seu potente inibidor, a IL-1Ra.

Acreditamos que o encontro de niveis elevados da IL-1p parece estar
relacionado ao inicio da sepse uma vez que esta esteve diminuida em
pacientes que apresentaram aumento dos niveis de IL-6. Em relacdo a
expressdo clinica a IL-13 é conhecida por ser um importante pirégeno
enddgeno estimulando o centro termoregulatério do hipotalamo a produzir febre
o que foi condizente com os achados nos paciente com infeccdo. Um dos
sinais mais observados neste grupo foi a alteracdo na temperatura corporal.
(Figura 5)

A IL-8 esta associada a fator de predi¢do de gravidade da infeccao. (49)
Os niveis elevados da IL-8 nas criancgas infectadas apesar de parecerem maior
nos pacientes com choque séptico ndo se confirmou na amostra estudada
(Tabela 12).

5.1.2 Citocinas anti-inflamatérias
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A resposta inflamatéria é normalmente acompanhada por uma resposta
anti-inflamatoria via aumento da producéo da IL-4, IL-10 dentre outros com o
objetivo de controlar e limitar a resposta imune nesses pacientes.®?

O encontro de uma maior concentracdo de IL-10 nos pacientes com
infeccdo pode indicar a presenca precocemente intensa de um mecanismo
contra-regulatério desencadeado pelo processo infeccioso vigente conforme
ilustrado pela figura abaixo.®®
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Figura 26 — Regulagéo da IL-10 pelo TNF-a e endotoxinas. Fonte: Oberholzer et
al., 2002

Sabe-se que a IL-10 atua por feedback negativo, ou seja, enquanto o
TNF-a e outras citocinas estimulam a sintese de IL-10 na vigéncia de estimulo
inflamatério, esta bloqueia a sintese de TNF-o, IL-1p, IL-6 e IL-8 pelos
monaocitos a medida que ocorre a resolucao do processo inflamatorio levando a
normalizagdo dos niveis séricos das citocinas, e restaurando a
homeostase.®*® Assim, ndo s6 o periodo da coleta com relagéo ao inicio do
processo inflamatorio/infeccioso como os altos niveis de IL-10 podem ter
contribuido para a deteccdo dos baixos niveis séricos de TNF-o via feedback
negativo (Tabela 12). Além disso assim como sugerido na literatura, a

magnitude da resposta da IL-10 pareceu se correlacionar com a gravidade do
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processo inflamatorio, a concentracdo plasmatica de citocinas pro-inflamatorias

e o grau de maturacao das células dendriticas.®®®’

5.2 Caracterizacao das células dendriticas (DCs)

As células dendriticas foram descritas inicialmente por Steinmen et al.
em 1973 e derivam de células progenitoras da medula éssea.®®®

Sabe-se que as DCs sdo células apresentadoras de antigenos com
capacidade de estimular a resposta de células T CD4 e T CDS8, produzir
citocinas e ser responsavel pela apresentacdo de antigenos as células T. As
células dendriticas expressam o repertorio mais amplo dos TLRs o0 que permite
reconhecer multiplos componentes microbianos. Apés o estimulo infeccioso ou
inflamatorio as DCs imaturas passam por um complexo processo de maturacao
que resulta na sua migracdo dos tecidos para érgaos linféides secundarios e
upregulation de MHC e moléculas co-estimulatérias que sdo essenciais para o
estimulo das células T.%

A depender do estado de maturacéo e ativacdo (CD83+) sdo capazes de
expressar altos niveis de moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86 além de
HLA-DR sendo excelentes estimuladoras de células T antigeno-especificas.’®"*
Ainda, as DCs representam uma fonte importante da IL-12, citocina essa que é
chave na resposta inata e polarizacdo Tyl dos linfécitos T helper. Shin et al.
(2009) e Koumbi et al. (2010) mostram que DCs mieldides séo caracterizadas
por expressarem CD11c” e induzem diferenciacdo de células Thl. Ja DCs
plasmocitéides expressam CD123"" e induzem diferenciacdo de células
TH2-51’72

Diferentemente do descrito na literatura este trabalho mostrou que as
DCs nos grupos 1 e 2 esteve presente em maior quantidade em namero
absoluto quando comparado ao grupo 3 mas com frequéncia semelhante.
Conforme observado nas figuras 9 e 10 apesar do processo infeccioso estar
bem estabelecido nos RN pela avaliacdo clinica e laboratorial ndo houve maior
expressdo de moléculas co-estimuladoras nas amostras de sangue periférico

nem maior expressao dos TLRs. No periodo neonatal € descrito que a resposta



61

da DCp parece estar globalmente prejudicada bem como ha uma diferenca
qualitativa da resposta imune da DCc quando comparado ao individuo adulto.®

A expressao semelhante de CDla, CD80 e CD86 indicaria uma
manutencao na frequéncia de células imaturas frente a um quadro infeccioso e
ndo um aumento da frequéncia de células ativas conforme esperado. Ainda,
observamos que houve uma frequéncia e MFI semelhante de TLR-2 e TLR-4
expressos em CDs de adultos, RN saudaveis e com quadro infeccioso com
excecdo da menor frequéncia de TLR-4 expresso nas DCs plasmocitdides de
RN com infeccdo em comparacdo aos adultos (Figura 10), achados esses
condizentes com os relatos da literatura.

A gravidade clinica e a positividade das culturas dentre os RN com
infeccdo pareceu estar relacionada com maior expressao de TLR entre alguns
subgrupos mas esses achados se mostraram aleatorios e apenas sugestivos
de uma tendéncia de ativacéo ineficaz desse grupo celular.”

Associado a esses achados podemos deduzir que a producgéo
semelhante de IL-12 nos pacientes dos grupo 1 e 2 (RN com e sem infec¢ao)
poderia estar relacionada a baixa ativacdo das células dendriticas e ndo a pura
migracao dessas para os tecidos diminuindo sua identificagdo em sangue
periférico.

5.3 Caracterizacdo dos mondcitos

Os mondcitos sdo células do sistema fagocitario e exercem importante
papel na imunidade inata e adquirida através da sua acdo sobre o processo
inflamatorio ou como fonte dos macrofagos e células dendriticas.

Pode-se observar que frente a um estimulo infeccioso a populacdo de
recém-nascidos analisada apresentou menor quantidade de células ativadas
(MFI para CD86 menor que no individuo adulto) em sangue periférico
sugerindo um menor potencial de atividade da APC no RN, dado esse de
acordo com a literatura (Figura 14).%’

O comportamento dos TLR no RN seja ele saudavel ou com infeccdo e

controverso.
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Segundo Levy et al. (2007) embora a expressao basal dos receptores
Toll-like em mondcitos de RN de termo seja similar ao de adultos as
consequéncias funcionais da ativacdo sdo bem diferentes ja que se observa
menor producdo de TNF-a nos RN e menor expressdo das moléculas co-
estimuladoras CD80 e CD86.* Diferentemente do referido, nossos dados
mostram que apesar da expressdo basal do TLR-2 e TLR-4 ter sido
significativamente maior nos RN com infeccdo, a producdo do TNF-o foi
semelhante a encontrada em RN com e sem infeccdo assim como foi
semelhante a expressdo de CD80 e menor de CD86 corroborando a hipotese
de disfungao do sistema imune inato (Tabela 12 e Figura 14).

Além disso, a maior frequéncia observada da expressao do TLR-4 e do
MFI do TLR-2 nos monécitos de RN com infeccdo (Figura 15) € compativel
com os achados da literatura que demonstraram um up-regulation na
expressdo de TLR-2 e TLR-4 em mondcitos isolados de pacientes com sepse
além de demonstrar um acentuado aumento da expressdo de TLR-4 nos
fagdcitos ja no inicio dos sintomas bem como mudancas significantes na
expressdo de TLR-2.”* Por outro lado, o up-regulation do TLR-4 em mondcitos
humanos parece estar relacionado ao estimulo da IL-2 e INFy " fato esse no
constatado pelos nossos resultados ja que ndo houve diferenca na producao
de IL-2 dentre os grupos analisados.

Semelhante a Viemann et al. (2005) os niveis de expressédo de TLR-2
foram ligeiramente menores em mondécitos de neonatos sadios comparados
aos adultos (Figura 15). Por outro lado, este autor ndo encontrou nenhuma
diferenca na expressdo de TLR-4 engquanto que nesta pesquisa observamos
gue houve maior frequéncia de mondcitos que expressaram TLR-4 nos RN
com infeccdo comparados a RN sadios e adultos.”

A maior gravidade clinica isto é, o choque séptico, esteve relacionado
com uma maior frequéncia do TLR-4 e menor expressdo do TLR-2.
Acreditamos que seja devido ao fato dos pacientes com choque séptico néo
terem como agente isolado os cocos Gram-positivos em culturas mas sim
terem apresentado cultura positiva para BGN em 2 casos e culturas negativas
em 3 casos. Ja 0s pacientes com sepse apresentaram maior MFI para TLR-2

em mond@citos provavelmente devido a presenca de fungos e cocos Gram-
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positivos como agentes do quadro infeccioso. Os pacientes com sepse grave
apresentaram a resposta descrita anteriormente tanto para o TLR-2 quanto
para o TLR-4, compativel com os agentes causadores de infec¢cao neste grupo.

A presenca de cultura positiva esteve associada a uma maior frequéncia
na expressao do TLR-4 enquanto que a presenca de infecgcdo com cultura
negativa mostrou-se associada a um maior MFI para TLR-2 comparativamente
ao RN saudével pela analise uni e multivariada.

A identificacdo de uma bactéria Gram-positiva esteve associada a maior
MFI para TLR-2 que os RN sem infeccdo, dado este amplamente confirmado
na literatura.”®’® De forma intrigante observamos que a analise da frequéncia e
do MFI do TLR-4 também esteve aumentado quando o agente isolado foi uma
bactéria Gram-positiva. Apesar do TLR-4 estar fortemente associado a
identificacdo do LPS de bactérias Gram-negativas ha relatos esparsos na
literatura onde esse receptor também pbéde ser ativado pelo &cido lipoteicéico
em estudos em animais.®®

Assim sendo, os resultados sugerem que o TLR-2 e o TLR-4
apresentam uma expressao maior frente a um processo infeccioso mas
correspondente ao MFI e frequéncia respectivamente em grupos de recém-
nascidos com infeccdo sem agente identificado. E possivel que o tipo de
microrganismo tenha a ver com a precocidade na resposta entdo seria
interessante verificar a sequéncia da resposta dos TLR em relacdo ao tempo
de infeccdo bem como da expressao das moléculas indicativas de ativacao

celular.

5.4 Caracterizacao dos linfécitos T (LT)

Os linfécitos T sdo componentes do sistema imune adaptativo
responsaveis pela imunidade celular e se caracterizam por um grande
repertério de especificidade para diferentes antigenos. Alguns LT no entanto
apresentam pouca diversidade desses receptores antigeno-especificos e assim
expressam receptores que reconhecem os PAMPs.

Como ja bem estabelecido na literatura ha nos primeiros anos de vida

um numero elevado de linfocitos tanto percentual como absolutos no sangue
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periférico. Conforme observado na nossa casuistica a frequéncia de linfdcitos
totais foi semelhante entre os RN saudaveis e adultos e mostrou-se diminuida
nos RN com infeccdo o0 que poderia estar relacionado a uma polarizacdo da
resposta inflamatoria para outros grupos celulares (Figura 19).

Observa-se ainda no RN uma maior frequéncia de LT naive e uma
menor frequéncia das populagfes de LT efetor, de memdria central e efetora e
menor expressao das moléculas CD28 e CD25 comparativamente ao adulto.
Esse comportamento das subpopulacfes de LT é esperado pelo pouco tempo
para ocorrer 0 estimulo antigénico necessario para o desenvolvimento de uma
resposta imune de memoria na faixa etaria neonatal. Assim, a propor¢do de
células T naive é elevada nos primeiros tempos de vida e cai gradualmente na
medida em que crescem as percentagens de células de memoria e se
estabelece a imunidade imune adquirida. &

A semelhanca entre os grupos 1 e 2 na frequéncia das subpopulacdes
de LT analisadas sugeriu que o comportamento entre 0S grupos seja um
reflexo de uma possivel imaturidade na resposta imune adaptativa no RN
infectado. E fato sabido que apés a deteccdo do patdgeno pela DC esta sofre
uma processo de maturacao e migracao para o linfonodo mais proximo onde o
contato com o LT sera responsavel por desencadear sinais co-estimulatérios
secundarios (aumenta expressdo de CD80, CD86 na DC e CD 28 no LT).
Acreditamos que a auséncia de resposta se deva pelo menos em parte a
interacdo inadequada entre as DCs e os LT conforme demonstrado nos nossos
resultados onde a frequéncia das moléculas co-estimuladoras nos pacientes
com infeccdo foi semelhante na DC e até diminuida no LT comparativamente
aos individuos dos grupos 2 e 3 (Figura 20 e 21).

A presenca dos TLR nos LT n&o foi investigada neste trabalho. A
literatura mostra que enquanto ndo se detectaram esses receptores na
superficie de LT nado ativados de sangue periférico pela citometria de fluxo sua
presenca (TLR-2 e 4) em LT ativado e LT de memoria péde ser constatada
pelo mesmo método em adultos.?38*

Assim, € possivel com os dados apresentados considerar que alteracdes

funcionais nas células apresentadoras de antigenos ja descritas na literatura
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podem levar a deficiéncias secundarias nas respostas de células T

adaptativas.**?

5.5 Caracterizacao dos linfécitos B (LB)

Os linfécitos B, assim como os LT, também sdo componentes do
sistema imune adaptativo mas com importante papel na resposta imune
humoral via producéo de anticorpos. Nossos resultados confirmam os dados da
literatura que mostram uma propor¢ao de LB semelhante em RN e adultos mas
um ndmero absoluto significantemente maior no primeiro grupo.® Na presenca
de infeccdo (grupo 1) a queda observada no numero absoluto de LB e
manutencdo na frequéncia dessa populacdo celular provavelmente ocorreu
pela tendéncia a neutrofilia dentro do contexto infeccioso.

Sabe-se que a producao de anticorpos no RN apresenta menor duracao,

tem um inicio tardio, difere na distribuicao dos is6tipos de IgG (menores titulos
de 1gG2) e apresenta menor afinidade de resposta do que no individuo
adulto.®*®’
Ainda é descrito que os linfocitos B de memodria e naive podem ser
ativados através da ligacdo do CD40, receptor expresso constitutivamente
nessas ceélulas, ao seu ligante CD154 (CD40L) presente nos linfocitos T. A
interacdo entre esses dois receptores inicia uma funcao central na formacao do
centro germinativo e desenvolvimento da memoéria humoral, inducdo da
proliferacdo, switch de classes de imunoglobulinas, diferenciacdo e secrecao
de citocinas e imunoglobulinas.®

Na nossa amostra ndo houve mudanca na expressdo dessa molécula, o
CD40, o que indicaria um prejuizo da resposta do RN infectado para
reconhecimento do antigeno e ativacdo do linfécito T frente a um quadro
infeccioso. Por outro lado, ocorreu aumento na frequéncia da expressédo do

marcador de ativacdo CD69 ""

. Esses achados sdo compativeis com estudos
em RN humanos onde houve menor expressao dos receptores celulares de
superficie CD21, CD40, CD80 e CD86 além de alteragcbes nos centros

germinativos em formacao que se normalizaram com 1 més de vida.
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Os LB humanos expressam constitutivamente varios tipos de TLR, mas
enquanto alguns trabalhos mostram que houve a identificacdo de todos os TLR
em LB com expressao variavel outros mostram que isso ndo ocorreu o TLR-4.34
A expressao desses receptores parece ser controversa e varia conforme o tipo
de TLR avaliado e o grau de ativac&o celular.®*** Foi descrito na literatura que
0 sinergismo entre o receptor de célula B e os TLRs aumenta a expresséo de
NF-kB e MAPK p38 e assim promove ativacao, proliferacao e diferenciacéo do
LB.9>% Na nossa casuistica observamos que houve deteccdo dos receptores
TLR-2 e 4 nos LB e apesar da baixa frequéncia nos trés grupos esta foi maior
no grupo 1 em relagéo ao grupo 3.

Os efeitos descritos dos TLR no LB humanos indicam que a expresséo
do TLR-4 pode de fato ser induzida por determinados estimulos como pela IL-4
promovendo ativacdo e diferenciacéo celular.”* No nosso trabalho essa relacdo
pareceu pouco provavel ja que apesar da maior frequéncia de expressdo do
TLR-4 nos LB do grupo 1 a producdo de IL-4 nos pacientes avaliados foi
semelhante a despeito do estimulo infeccioso.

Com relacdo ao TLR-2 foi descrito que seus ligantes podem ativar o LB
agindo como mitogénico cujos efeitos fisiolégicos precisam ser melhor
caracterizados. A expresséo do TLR-2 no LB frente a um quadro infeccioso néo
se mostrou consistente neste trabalho.

Dessa maneira mais uma vez podemos considerar que alteracdes

funcionais propiciam a maior susceptibilidade do RN a processos infecciosos.



6 CONCLUSOES
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As analises realizadas sugerem que ha uma reposta especifica do RN

frente a um processo infeccioso bem como uma predominancia da acédo da

resposta imune inata em relacdo a resposta imune adaptativa no RN através

dos seguintes achados:

[ERN
1

Diminuicdo do numero de leucdocitos nos RN com choque séptico dos
quais 40% foram a 6Obito e linfopenia nos RN com infeccao.

Maior producéo de citocinas pro e anti-inflamatérias no RN com sepse
logo na suspeita diagnostica.

Auséncia de mudancga na expresséao de IL-2 e IL-4 nos RN com infec¢éo
sugerindo baixa inter-relacéo entre os sistemas imune inato e adquirido.
Manutencdo ou diminuicdo na expressao de moléculas co-estimuladoras
em células dendriticas, mondcitos, linfocitos T e B sugestivo de um
menor potencial de ativagao das APCs.

Com relacdo ao comportamento dos receptores Toll-like 2 e 4
observamos uma tendéncia no RN, ndo muito consistente, a uma maior
frequéncia desses receptores nos mondcitos de RN frente a um quadro

infeccioso mas nao nas células dendriticas.



7 LIMITES DO ESTUDO
E SUGESTAO
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7.1 Limites do estudo

Encontramos nesse trabalho dificuldade técnica e logistica quanto a
coleta de sangue de RN principalmente daqueles sem quadro de infeccao,
tanto pelo perfil dos RN admitidos na unidade que tende para pacientes com
malformacdes congénitas cirargicas como pelo volume de sangue necessario
para as analises. Assim, o pequeno numero de amostras (18 RN sem infec¢éo

e 27 RN com infeccao) e faixa etaria foram fatores limitantes deste trabalho.

7.2 Sugestao

O seguimento do estudo com ampliacdo no numero de pacientes em
cada fase da sepse do RN e dados em sequéncia pode aprofundar os
conhecimentos da resposta imune nesta populacdo inclusive para

compreensao da evolugdo ou mudanca de terapéutica.



8 ANEXOS
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Anexo 1

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

LN O ettt et e e e e e s fae e et e e e ettt e e e e e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° & ...t SEXO Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ oo [......
ENDEREGCO: ... ..t Ne........ APTO: ............
BAIRRO: ...t CIDADE ...,
CEP: TELEFONE: DDD (............ ) e

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.) .......oooiueieiiiiiiiieiiiiiee et

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.......cccoiiiiieieieeeieeeines SEXO: Mo Fao

DATA NASCIMENTO.: ...... ... l.....

ENDEREGCO: ...oiiiiiiiiiiiiee e NO.oiiiiiis APTO: e
BAIRRO ...t CIDADE ...t
CEP: o TELEFONE:DDD (............ ) e

DADOS SOBRE A PESQUISA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Avaliagdo da resposta inflamatéria e da resposta
imune inata na célula apresentadora de antigeno em recém-nascidos de termo com sepse
tardia.
PESQUISADOR: Prof. Dra. Maria Esther Jurfest Rivero Ceccon
CARGO/FUNGCAOQ: Chefe Coordenadora INSCRICAO CONSELHO REGIONAL: N°40229
UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade de Cuidados Intensivos Neonatal (UCINE)

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO 0 RISCO MEDIO o

RISCO BAIXO X RISCO MAIOR o
3.DURACAO DA PESQUISA :.12 meses (abril 2012 a abril 2013)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

Uma das principais complicagbes dos recém-nascidos durante seu periodo de
internacdo é a infeccdo apesar dos avan¢os no cuidado e tratamento. O tipo de infecdo, sua
localizacdo e extensdo tem impacto importante na vida futura do individuo. No entanto, no
periodo neonatal (primeiro més de vida) a identificacdo do quadro infeccioso € dificil ja que sua
manifestagdo é por vezes sutil, podendo ser somente uma variagdo na temperatura ou
alteracao da atividade do bebé, entre outros. Por isso, exames de sangue s&o rotineiramente

solicitados para ajudar no diagnéstico.
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O motivo pelo qual os recém nascidos apresentam infeccbes que o0 sistema
imunoldgico, de defesa, ndo consegue controlar de maneira adequada ainda nado esta
totalmente esclarecido.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

Sabe-se que é necessario uma resposta rapida do individuo e da protecdo conferida

pela mée durante o final da gestacao.

Assim, as informagdes que estdo sendo fornecidas pela sua participagdo voluntaria
neste estudo, visam analisar substéncias do sangue que atuam na defesa do organismo do
recém-nascido contra infec¢des ajudando a compreender melhor essa resposta para orientar

quanto aos cuidados.

Para tal, deverd ser coletado amostra de sangue por punc¢do de veia periférica do
antebraco no mesmo momento da coleta dos outros exames de sangue colhidos rotineiramente
para confirmar o diagnéstico da infeccdo. Essa amostra de sangue extra ir4 ser processada e
analisada no laboratério especifico do Instituto da Crianca do Hospital das Clinicas de Séo

Paulo.

Como possivel complicacdo da coleta do sangue a crianga sentird um desconforto
doloroso leve e pode apresentar uma pequena mancha roxa no local que desaparecera em

poucos dias.

N&o havera beneficio direto para o participante do estudo ja que o tratamento com
medicacBes apropriadas ja serd iniciado tdo logo haja suspeita da infeccdo. Somente no final
poderemos concluir a presenca de alguma resposta imunoldgica individual diferenciada que

poderia sugerir maior propenséo a quadros infecciosos.

Apesar disso em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador
€ a Dra Ana Carolina Costa Redondo que pode ser encontrada no endereco Rua Dr Eneas de
Carvalho Aguiar, 647 P4 UCINE, Telefone (11) 26618590. Se vocé tiver alguma consideracéo
ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20

— e-mail: cappesq@hcnet.usp.br

A qualquer momento é garantida a liberdade da retirada de consentimento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicdo. As
informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado
a identificacdo de nenhum paciente. Ainda, caso haja algum resultado parcial que seja do
conhecimento dos pesquisadores o participante ou responsavel legal devera ser mantido

atualizado independentemente do final do periodo da pesquisa.


mailto:cappesq@hcnet.usp.br

74

N&o ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também ndo ha compensacéo financeira relacionada a sua participacéo.
Se existir qualquer despesa adicional, ela serd absorvida pelo orcamento da pesquisa.
Comprometemo-nos a utilizar os dados e o material coletado somente para essa pesquisa em
questao.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo "Avaliagdo da expressao dos receptores Toll-like 2
e 4 (TLR-2 e 4) na célula apresentadora de antigeno em recém-nascidos de termo com

infec¢ao bacteriana”

Eu discuti com a Dra. Ana Carolina Costa Redondo sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, 0s
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualguer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento

neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste

paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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Anexo 2

Metodologia utilizada para realizacdo de exames laboratoriais

= Hemograma completo (Volume de sangue: 0,5 mL):

—Hemoglobina: método da cianometahemoglobina;

—Hematocrito: método do microhematdcrito (centrifugacao capilar);

—Leucocitos: contagem global automatizada, diferencial em lamina,
coloracdo de Leishman;

—Hemacias: contagem global automatizada;

—Plaquetas: método de Fonio;

» Hemocultura (Volume de sangue: 1 mL): repliques sucessivos em

meio de agar sangue até isolamento do agente etioldgico:

= Urina (Volume de sangue: 5 mL): quantitativo em placa com

identificag8o especifica conforme crescimento bacteriano

= Liguor:

—Bioquimica:

Glicose: método de glicose-oxidase;

Proteina: método do TCA (acido tricloroacético);
Cloretos: método titulométrico;

— Cultura: semeadura em placa (agar chocolate);

Volume do liquor: 3 mL quimiocitolégico e 1 mL para cultura e bacterioscopico.
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Anexo 3

Dados demogréficos individuais e mediana do peso a admissao, sexo, inicio
dos sintomas e idade na coleta dos recém-nascidos diagnosticados com sepse
neonatal (Grupo 1)

RN P.eso~ a Sexo ' Inicio dos_, Idade na Coleta
admisséo (g) Sintomas (dias) (dias)
1 2560 F 21 23
2 2990 F 15 20
3 3700 M 31 31
4 3655 F 10 12
5 2880 M 13 16
6 3850 F 44 45
7 3100 F 6 9
8 2200 F 32 34
9 3340 F 14 15
10 3000 M 3 3
11 2260 F 27 29
12 3200 F 10 12
13 3460 M 18 21
14 2405 M 92 93
15 3575 F 3 3
16 3075 M 22 23
17 2430 M 9
18 3685 M 2
19 3465 M 29 30
20 3270 M 25 26
21 3070 F 8 13
22 3490 M 23 25
23 3885 M 41 41
24 2200 F 5 5
25 3100 M 54 57
26 3210 F 20 21
27 2650 M 26 28
Mediana 3150 13F:14M 20 21
IQR (2823-3511) (8-29) (12-30)

RN: recém-nascido; F: feminino; M: masculino; IQR: Intervalo interquertil (p25-p75).
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Dados demogréficos individuais e mediana do peso a admissao, sexo, inicio
dos sintomas e idade na coleta dos recém-nascidos diagnosticados sem
infeccéo (Grupo 2)

Peso a

RN admisséo Sexo Sinltrgr(;igsdgj?as) Idade na Coleta (dias)
(9)
1 3230 F - 2
2 3580 F - 8
3 2755 F - 3
4 3610 F - 9
5 3430 M - 16
6 3695 M - 18
7 2930 F - 7
8 2960 F - 15
9 3690 M - 10
10 2930 F - 35
11 2960 M - 35
12 3690 F - 15
13 2830 F - 4
14 3185 F = 17
15 3120 M - 17
16 3130 F = 33
17 3400 M - 12
18 3150 F - 25
Mediana 3168 12F:6M ) 12,5
IQR (2953-3588) (7-17)

RN: recém-nascido; F: feminino; M: masculino; IQR: Intervalo interquertil (p25-p75).
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Anexo 4

Exames laboratoriais e caracteristicas clinicas dos recém-nascidos
diagnosticados com sepse neonatal clinica ou bacteriologica (Grupo 1)

Cultura de o
PCR liquido SJn_a|s Diagndstico Bacterioldgico
RN SHR (maiL) estéril Clinicos
(+) ) (+) “) Sitio Agente
1 1 1,2 X X
2 0 82,9 X X
3 1 39,5 X X HMCp S. epidermidis Oxa R
4 1 11,2 X X
5 1 0,8 X X
6 0 8,4 X X URC E. coli
7 0 224 X X HMCp S. aureus Oxa S
8 4 35,2 X X
9 0 8,4 X X
10 2 14,1 X X
11 1 123 X X HMCp Candida parapsilosis
12 0 85,5 X X Secrecéo ocular S. epidermidis
S. coagulase negativo
13 0 41,8 X X Secrecao ocular Haemophilus
influenzae
14 1 65,2 X X
15 0 43 X X
16 3 25,6 X X
17 3 83,1 X X HMCp + HMCc S. epidermidis Oxa R
18 1 291 X X
HMCp Enterobacter cloacae
19 5 145 X X . S
HMCc Candida parapsilosis
20 0 4,5 X X
21 4 15,4 X X nassf(; |r:iznge Bordetella pertussis
22 0 20,6 X X
23 3 56,5 X X Liquido ascitico BGN
24 0 2,8 X X
25 5 9 X X HMCp Salmonela SP
26 1 17,7 X X HMCp + HMCc S. epidermidis Oxa R
27 2 99,2 X X HMCp +URC E. coli

RN: recém-nascido; SHR: Score Hematolégico de Rodwell; PCR: Proteina C Reativa; +:
positivo; -: negativo; X: presente; HMCp: hemocultura periférica; HMCc: hemocultura central,
URC: urocultura.
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Dados sobre a apresentagcdo clinica, diagnéstico e evolugdo clinica dos
pacientes com infec¢éo (Grupo 1)

Evolucéao Clinica

RN  Apresentacéo Clinica Diagnéstico Clinico ) .
Alta hospitalar Obito
1 Sepse Grave SNNT X
2 Sepse SNNT + Pneumonia X
3 Sepse SNNT X
4 Choque séptico SNNT X
5 Sepse Grave SNNT X
6 Sepse Grave SNNT + Ventriculite X
7 Sepse SNNT + Osteomielite em X
tibia direita
Sepse Grave SNNT X
Sepse SNNT + Mastite X
10 Sepse SNNT X
11 Sepse Grave SNNT X
12 Sepse SNNT + Pneumonia X
13 Sepse SNNT + Pneumonia X
14 Choque Séptico SNNT X
15 Sepse SNNT X
16 Sepse SNNT X
17 Sepse Grave SNNT X
18 Sepse Grave SNNT + Celulite X
19 Sepse Grave SNNT X
20 Sepse SNNT + meningite X
21 Sepse Grave SNNT + Penumonia X
22 Sepse Grave SNNT X
23 Choque Séptico SNNT + ECN X
24 Choque Séptico SNNT X
25 Sepse Grave SNNT + desidratacdo grave X
26 Sepse Grave SNNT X
27 Choque Séptico SNNT X
RN: recém-nascido; SNNT: sepse neonatal tardia; X: presente; ECN: enterocolite

necrosante.
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Exames laboratoriais, caracteristicas clinicas e evolucdo clinica dos recém-

nascidos sem infeccao (Grupo 2)

PCR S’in_ais ) o o Evolucéao Clinica
RN  SHR (ma/dL) Clinicos Diagnéstico Clinico | -
(+) ) Alta hospitalar  Obito
0 5,6 X RN abandonado na rua X
0,3 X Baixo ganho ponderal X
por baixa ingesta
3 1 0 X Risco infeccioso X
descartado
4 0 1,6 X 9° P6s operatorio de X
HDC

5 0 4 X Ictericia do RN X
6 0 X Ictericia do RN X
7 0 1,8 X Onfalite descartada X
8 - - X Andxia neonatal X
9 0 0,9 X Ictericia do RN X
10 0 14 X DRGE X
11 0 14,5 X Hipertermia X
12 - - X Laringomalacia X
13 0 11 X RN X

14 - - X 11° Pés operatodrio de X

HDC

15 - - X Obstrucdo de coana X
16 - - X Baixo ganho ponderal X
17 0 0,94 X Ictericia do RN X
18 - - X Ictericia do RN X

RN: recém-nascido; SHR: Score Hematologico de Rodwell; PCR: Proteina C Reativa; +:
positivo; -: negativo; X: presente; HDC: hérnia diafragmética congénita; DRGE: doenca do
refluxo gastroesofégico.
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Anexo 5

Dosagem de citocinas nas amostras de soro de recém-nascidos com infeccao
(Grupo 1)

Citocinas (pg/mL)

RN
IL-8 IL-6  IL-12p70  IL-1p  IL-10 TNF-o IL-2  IL-4  IL-17A
1 41,3 31,2 0,8 2,3 1,4 2,0 ND 1,1 ND
2 123,4 15,3 0,05 2,8 35 1,0 1,8 0,4 ND
3 2553  >5000,0 1,3 17,4 5,3 15 1,4 ND ND
4 2132,6  >5000,0 ND 5,8 1733 15 1,4 ND 28372
5 132,3  >5000,0 1,1 1,6 2,5 2,6 6,3 ND ND
6 1335 3124 1,8 4,0 5,8 1,6 1,7 ND ND
7 161,3 132,3 0,05 17,6 6,7 3,9 1,8 ND ND
8 23185  157,4 ND 10,2 16,8 ND 2,8 03 1214
9 19,6 9,7 ND ND 2,0 1,0 ND ND 384
10 75,2 17,3 3,3 0,5 1,2 2,1 ND ND ND
11 304,6  233,8 4,2 43 17,8 1,8 ND ND ND
12 312,5 58,1 3,9 3,0 22,6 1,8 ND ND ND
13 181,6 97,3 2,1 7,3 7.1 2,7 ND ND ND
14 384,3 100,0 5,3 1,1 15,2 1,2 ND ND ND
15 21747 63,1 2,9 2440 94 7,4 1,8 ND ND
16 55,0 152,5 3,6 0,7 2,7 0,7 2,0 2,2 75,6
17 51,4 43 2,7 0,4 1,6 1,7 ND ND ND
18 387,4  709,9 3,9 15,3 3,3 0,3 ND ND ND
19 351,4  754,0 4,7 1,6 3515 220 24 ND 483
20 77,9 55,0 5,7 1,0 33,4 1,2 2,2 0,5 ND
21 84,8 31,2 3,1 1,0 2,3 0,5 ND ND ND
22 134,0 91,2 0,4 1,8 26,4 ND ND ND ND
23 98,0 1435 0,5 1,8 15 0,3 ND ND ND
24 298,6  323,6 ND 5,1 129,7 0,9 ND ND 19,5
25 44,1 1,8 0,1 2,0 4,4 0,6 0,5 2,4 9,1
26 51,9 2,5 0,2 0 10,8 0,2 1,4 3,2 33,8
27 >5000,0 >5000,0 0,2 70 3115 07 1,7 1,2 1012

ND: ndo detectado. As cores indicam Sepse, e Choque Séptico



82

Dosagem de citocinas nas amostras de soro de recém-nascidos sem infeccdo
(Grupo 2)

Citocinas (pg/mL)

RN
IL-8 IL-6  IL-12p70  IL-1p  IL-10 TNF-a IL-2  IL-4  IL-17A
1 1194  266,0 ND ND 2,0 0,3 NR NR NR
2 120,3 6,4 0,7 1,0 2,6 1,6 NR NR NR
3 19,9 0,6 0,7 ND 0,5 0,6 NR NR NR
4 36,5 14,1 8,5 6,6 2,8 10,5 NR NR NR
5 700,6 23,2 3,5 6,4 1,4 2,7 1,6 ND ND
6 84,3 9,0 2,1 1,0 15,7 1,1 5,6 1,0 ND
7 44,4 6,0 0,4 1,0 3,0 0,8 ND ND 51,4
8 18,0 2,2 0,6 0,7 1,0 0,3 2,0 0,6 ND
9 13,5 1,0 0,8 0,3 1,5 1,0 2,9 1,2 1123
10 18,9 9,8 ND 1,3 2,1 0,8 1,6 0,3 39,8
11 21,7 3,3 0,4 0,4 41 0,7 0,0 1,3 0,2
12 62,9 3,8 0,5 1,2 4,4 2,4 1,6 2,3 7,7
13 13,0 1,6 0,2 1,6 2,2 ND 1,7 0,3 14,7
14 65,2 2,0 0,4 0,3 1,3 0,1 0,2 ND 9,7
15 24,8 48,8 ND 1,4 2,7 0,3 0,3 1,0 11,2
16 65,7 2,5 0,2 0,2 1,7 0,3 1,7 2,3 10,3
17 33,3 41 1,6 ND 1,7 0,4 2,4 0,0 4,3
18 31,8 1,8 1,4 0,3 2,5 ND 6,3 1,8 1270

ND: ndo detectado; NR: ndo realizado.

N= nUmero da amostra; IL= interleucina; TNF = fator de necrose tumoral
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Frequéncia de grupos celulares (DC) analisados por imunofenotipagem no
sangue periférico de recém-nascidos com infeccdo (Grupo 1)

RN

© 00 N o 0o~ W N P

N NN NN NDNRRR R R B B B B
o U1 A W NP O © 0 N O U0 M W N L O

27

N
leucécitos
totais

10,4
14,4
16,4
5,6
7,2
55
16,2
6,4
19,8
11,7
3,5
13,8
8,4
3,9
25,0
28,1
41,85
9,35
22,8
8,0
41,6
10,6
53
10,9
16,5
13
6,5

N DC % DC
LIN- LIN-
HLADR+ HLADR+ CD11c
Totais Totais
NA NA
NA NA
NA NA
39 ND
72 11
22 1,8
57 0,05
70 ND
141 ND
20 3,3
16 4,2
273 3,9
42 2,1
20 5,3
388 29
108 3,6
408 2,7
80 3,9
179 4,7
112 5,7
244 31
195 0,4
235 0,5
801 0,0
350 0,1
123 0,2
31 0,2

%

NA
NA
NA
6,2
10,7
16,2
23,6
5,8
39,7
61,5
37,1
62,1
23,0
29,0
29,3
36,2
14,2
31,6
43,9
44,4
13,3
16,7
14,6
10,7
66,3
14,5
20,9

%
CD11c
CD1la

NA
NA
NA
13,10
24,80
4,80
2,10
30,30
ND
ND
ND
18,20
6,30
49,40
64,70
9,14
20,30
12,60
18,00
38,30
15,00
18,20
7,90
67,70
77,20
24,30
16,20

%
CD11c
CD80

NA
NA
NA
68,90
63,00
69,00
89,60
23,00
16,10
37,50
33,20
22,10
10,00
27,80
25,50
27,50
16,10
42,10
32,40
28,40
35,90
17,20
0,00
4,30
60,10
9,70
11,50

%
CD11c
CD86

NA
NA
NA
44,30
92,90
66,70
18,80
73,00
76,00
87,50
65,80
23,20
4,35
65,20
72,20
76,20
20,30
93,10
43,20
81,10
23,40
41,90
79,00
62,40
96,80
29,50
3,40

%
CD11c
TLR-2
NA
NA
NA
73,40
55,00
17,20
30,00
18,60
7,00
73,30
81,80
15,00
12,90
37,80
33,60
65,80
31,20
23,60
28,20
21,20
20,60
20,00
21,60
0,80
31,30
7,72
1,40

%
CD11c
TLR-4
NA
NA
NA
68,90
12,20
73,80
81,20
9,80
25,50
37,50
52,60
27,70
10,20
7,80
74,90
40,80
11,00
83,40
10,40
17,00
20,40
24,30
34,70
61,90
92,90
12,30
39,10

N: ndmero; DC LIN-HLADR+: células dendriticas; CD11c: células dendriticas mieléides;
imaturas (CD1l1a); CD80 e CD86: marcadores de ativacdo. Cores representam: Sepse,
e Choque Séptico.
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Frequéncia de grupos celulares (DC) analisados por imunofenotipagem no
sangue periférico de recém-nascidos com infec¢ao (Grupo 1)

RN

27

N
leucécitos
totais

10,4
14,4
16,4
5,6
7,2
55
16,2
6,4
19,8
11,7
3,5
13,8
8,4
3,9
25,0
28,1
41,85
9,35
22,8
8,0
41,6
10,6
5,3
10,9
16,5
13
6,5

N DC
LIN-
HLADR+
Totais

NA
NA
NA
39
72
22
57
70
141
20
16
273
42
20
388
108
408
80
179
112
244
195
235
801
350
123
31

% DC
LIN-

HLADR+ CD123

Totais
NA

NA
NA
ND
11
1.8
0,05
ND
ND
3,3
4,2
3.9
2,1
5,3
2,9
3,6
2,7
3.9
4,7
5,7
3,1
0,4
0,5
ND
0,1
0,2
0,2

%

NA
NA
NA

10,20

10,30

27,00

3,90
8,20
12,90
6,90

24,60

43,90

39,00

49,60

67,90

40,00

25,50

28,10

36,10

24,00

22,40

20,90

22,90

37,40

85,50

33,80

40,40

%

CD123 CD123 CD123

CDla
NA
NA
NA

22,00

30,30

24,30

12,50

31,60
ND
ND
ND

32,80

11,40

20,70

63,40

22,50

25,00

37,50

28,90

85,20

18,40

39,20

36,60

26,30

61,60

57,00

51,50

%

CD80
NA
NA
NA

25,00

56,30

47,10

12,50

29,20

16,10
ND

24,00

25,20

7,80

13,00

68,40

34,10

10,50

47,40

32,50

31,80

7,10
9,20
1,20
2,70
46,30
4,16
3,30

%

CD86
NA
NA
NA

37,00

50,20

38,60

12,50

78,90

32,20

66,70

55,50

32,30

9,50

42,20

48,80

59,70

19,20

84,40

47,20

45,30

33,00

37,20

51,70

37,50

90,50

18,60

3,30

%
CD123

TLR-2
NA
NA
NA

35,90
21,10
18,60
16,70
ND
ND
20,00
57,90
26,40
9,35
28,40
14,20
57,20
15,10
25,00
34,90
55,50
5,70
33,80
20,60
0,20
16,30
3,79
0,50

%
CD123

TLR-4
NA
NA
NA

14,00
5,60
62,90
12,50
6,40
19,50
ND
33,20
31,30
14,60
4,44
36,40
26,30
15,20
76,30
12,20
20,20
2,50
18,90
7,50
27,90
84,90
5,28
13,40

N: nimero; DC LIN-HLADR+: células dendriticas; CD123: células dendriticas plasmocitéides;
imaturas (CDla); CD80 e CD86: marcadores de ativagdo; ND: ndo detectado; NA: ndo
analisado. Cores representam: Sepse,

e Choque Séptico.
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Frequéncia de grupos celulares (mondcito) analisados por imunofenotipagem
no sangue periférico de recém-nascidos com infec¢do (Grupo 1)

N
AN IeucéNcitos CD14 %CD14 %CD14 c;/o1 4 %CD14 %CD14
totais |-||)L: HLADR CD80 o TIR2  TLR-4
1 10,4 NA NA NA NA NA NA
2 14,4 NA NA NA NA NA NA
3 16,4 NA NA NA NA NA NA
4 5,6 235 420 570 846 99,70 17,10
5 7,2 122 1,70 080 150 9680 16,00
6 5,5 149 270 1450 91,3 99,40 58,20
7 16,2 178 1,10 990 81,3 7230 64,90
8 6,4 2259 3530 250 90,8 9690 825
9 19,8 2891 1460 1560 987 96,70 4,40
10 11,7 854 7,30 800 950 9630 13,80
11 3,5 160 457 1370 957 8640 80,60
12 13,8 489 354 1960 838 8790 26,40
13 8,4 193 230 955 986 100,00  ND
14 3,9 183 470 2250 922 9860 32,60
15 25,0 2133 853 294 964 9210 495
16 28,1 315 112 11,80 949 9550 9,80
17 418 1632 390 8630 923 8960 72,10
18 9,35 140 1,50 2540 948 79,00 33,80
19 22,8 798 350 12,60 881 5460 17,60
20 8,0 137 1,71 12,10 860 3330 9,90
21 41,6 832 200 650 89,1 9190 10,70
22 10,6 339 320 155 956 9790 6,20
23 5,3 08 184 280 867 4360 2750
24 10,9 185 1,70 3,60 923 37,80 1850
25 16,5 1172 7,00 1900 99,8 9240 30,50
26 13 608 4,68 21,60 895 687 21,30
27 6,5 65 1,00 9380 979 8140 9880

N: nimero; CD14+HLA-DR+:mondcito; CD80 e CD86: marcadores de ativacdo; ND: ndo
detectado; NA: ndo analisado. Cores representam: Sepse, e Choque Séptico.
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Frequéncia de grupos celulares (linfocito T) analisados por imunofenotipagem
no sangue periférico de recém-nascidos com infec¢do (Grupo 1)

RN

© 00 N O 0o A WDN P

N RN NN NNRNDNERRPEPRRRERR PR P R B
N~ o 0 W NP O © ®® N O o M wWN PR O

N
Linfdcitos
Totais
NA

NA
NA
453
1778
1172
2171
1939
2633
1016
1516
1904
1705
234
13925
4637
13183
251
10876
872
13770
4452
2873
3085
7227
6266
884

%
Linfocitos
Totais
NA

NA
NA
8,09
24,70
21,30
13,40
30,30
13,30
8,68
43,30
13,80
20,30
6,01
55,70
16,50
31,50
2,68
47,70
10,90
33,10
42,00
54,20
28,30
43,80
48,20
13,60

% LT
CD3
CD4
NA

NA
NA
30,8
63,5
43,4
52,4
13,8
34,5
42,1
51,1
53,4
32,8
38,9
63,1
39,0
65,9
28,0
49,1
65,3
43,8
51,8
66,6
31,6
46,7
66,8
46,5

% LT
naive

NA
NA
NA
47,20
71,00
86,30
77,70
15,30
2,60
89,20
88,80
54,30
65,80
21,50
51,10
63,70
23,00
36,90
79,70
34,10
22,30
9,27
51,40
51,10
63,60
2,01
29,40

% LT
efetor

NA
NA
NA
1,50
0,22
1,10
0,869
13,80
10,60
4,92
151
3,71
0,092
9,83
0,274
3,42
7,57
4,28
0,086
8,37
0,615
0,727
ND
2,57
10,70
1,30
1,30

% LT

memoria memoria

central
NA

NA
NA
14,90
2,70
2,00
1,40
17,40
12,40
1,05
4,08
1,81
3,45
18,50
9,00
0,594
3,36
17,20
3,20
13,90
13,80
15,00
19,20
28,30
10,90
48,40
8,15

%

efetora
NA

NA
NA
7,10
3,50
2,00
1,54
13,00
18,00
1,28
3,58
3,72
8,28
21,90
8,36
1,58
0,65
1,85
1,85
3,77
5,31
8,30
5,77
10,10
10,00
48,60
3,10

% % %
CD123 (D123 C(CD123
CD40L CD28 (CD25

NA NA NA

NA NA NA
NA NA NA
66,20 93,00 11,80
16,10 77,50 5,70
83,40 79,20 6,20
11,90 95,00 13,50
3,00 72,90 10,90
6,40 4,40 3,85
10,80 90,40 5,05
14,60 94,60 84,30
59,40 87,20 16,20
93,80 98,00 10,60
22,50 49,60 20,00
84,60 87,80 8,80
17,70 86,70 96,90
22,30 97,70 5,57
14,30 64,60 12,40
58,50 99,10 11,70
2,35 14,70 4,75
16,80 99,60 14,60
11,30 91,10 67,10
ND ND ND
2,15 3,13 61,10
1,35 99,90 5,90
4,40 85,80 0,343
8,00 90,50 3,00

N: nimero; T CD3"CD4"; Linfécito T; LT naive: CD4"CD45RA'CCR7'CD27°CD28"CD62L"; LT
efetor: CD4'CD62L°“CD69"; LT memdria central: CD4"CD45RA'CCR7'CD27"; LT memoria
efetora; CD4'CD45RA CCR7 CD27,;
representam: Sepse,

ND:

nao detectado;

e Choque Séptico.

NA: nao analisado. Cores
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Frequéncia de grupos celulares (linfécito B) analisados por imunofenotipagem
no sangue periférico de recém-nascidos com infec¢do (Grupo 1)

RN Linfocitos

© 00 N O O A W DN P
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N

Totais
NA

NA
NA
453
1778
1172
2171
1939
2633
1016
1516
1904
1705
234
13925
4637
13183
251
10876
872
13770
4452
2873
3085
7227
6266
884

%
Linfdcitos
Totais
NA

NA
NA
8,09
24,70
21,30
13,40
30,30
13,30
8,68
43,30
13,80
20,30
6,01
55,70
16,50
31,50
2,68
47,70
10,90
33,10
42,00
54,20
28,30
43,80
48,20
13,60

% LB
CD19+

NA
NA
NA
2,55
6,10
9,40
11,40
1,80
14,30
14,60
5,47
7,88
15,30
16,60
5,27
19,70
10,10
5,34
21,20
2,30
15,30
21,90
5,17
13,70
17,00
13,60
18,30

%LB  %LB
naive memoria
NA NA
NA NA
NA NA
640 36,00
834 16,60
938 6,16
793 20,70
493 50,70
96,6 3,40
96,4 359
821 17,90
771 22,90
934 6,60
832 16,80
748 2520
869 13,10
69,1 30,90
859 14,10
932 6,82
748 2520
66,3 33,70
936 644
89,9 10,10
922 780
978 2,15
52,0 48,00
71,0 29,00

% LB
ativado

NA
NA
NA
1,27
0,75
4,75
3,39
7,20
2,90
15,30
30,90
14,60
0,135
15,50
1,96
2,98
13,80
1,56
1,44
24,80
1,17
1,00
1,95
2,19
33,30
0,558
2,50

%
CD40+
NA
NA
NA
41,40
25,60
68,70
77,60
51,80
62,70
92,20
84,40
81,20
ND
63,10
67,10
63,10
77,80
54,70
17,70
4,26
65,70
79,50
82,90
23,80
80,00
9,99
30,30

%
CD69
high
NA

NA
NA
0,847
0,50
1,30
1,65
2,20
3,49
4,59
4,66
9,53
0,515
4,28
4,70
0,88
1,15
5,47
1,37
8,53
1,20
1,00
1,56
3,21
2,30
6,14
9,10

% LB
TLR-2
NA
NA
NA
0,424
0,333
0,54
0,174
1,70
0,52
1,44
1,68
0,134
0,144
0,59
2,54
0,685
0,574
3,12
0,624
0,775
0,338
0,435
1,95
1,09
0,063
ND
0,738

% LB
TLR-4
NA
NA
NA
0,424
0,20
0,324
0,956
24,00
7,94
2,73
0,745
0,268
0,081
2,21
1,37
0,391
ND
1,56
1,49
2,71
0,282
0,218
0,973
3,50
0,063
0,124
0,791

N: ndmero; Linfécito B total: CD19+;
CD19+CD27+; Linfocito B ativado:
analisado. Cores representam: Sepse,

Linfécito B naive: CD19+CD27-; Linfécito B meméria:
CD19+CD69+CD40+; ND: nao detectado; NA: nao
e Choque Séptico.
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MFI de grupos celulares (DC) analisados por imunofenotipagem no sangue
periférico de recém-nascidos com infec¢éo (Grupo 1)

MFI
RN CDlla

CD80
1 NA
2 NA
3 NA
4 9375
5 4735
6 33100
7 3300
8 2084
9 2375
10 4057
11 3967
12 2186
13 2887
14 3054
15 3682
16 5009
17 3008
18 12500
19 8010
20 2999
21 10600
22 7965
23 ND
24 1442
25 8988
26 24200
27 1831

MFI
CD11a
CD86
NA
NA
NA
7982
6103
20300
1018
5773
2147
1348
2264
3003
3923
2202
2140
2326
7138
3558
7488
3286
3510
10700
9106
7904
10200
2945
4700

MFI
CD11a
TLR-2

NA

NA

NA
13300

5574
16100
3168
2433
3323
8801
14400
4683
2280
2248
2541
3486
2879
6488
5321
6133
3003
1916
1615
951
6710
3159
98,5

MFI
CD11a
TLR-4

NA

NA

NA

4220
26500
5790
2165
3890
5465
7943
8055
2580
2753
1198
2088
1458
6299
2242
6607
5830
2372
3755
2236
5760
3263
5725
1139

MFI
CD123
CD80
NA
NA
NA
5066
3605
23000
ND
1215
2358
ND
3437
2171
1498
2780
1170
2699
2426
10600
8308
5167
7615
3726
2041
1257
9014
23100
39600

MFI
CD123
CD86
NA
NA
NA
3461
4722
18900
ND
9724
3515
1458
2573
2349
2855
2186
1712
2703
4190
4103
8533
6506
1008
10800
5814
3950
6976
3195
9684

MFI
CD123
TLR-2

NA

NA

NA
13100
11100
16100

ND

ND

ND

2737
14500
1340
2198
1719
2134
3528
3501
6635
6290
2772
2624
1513
1454
1868
6710
3258
98,5

MFI
CD123
TLR-4

NA

NA

NA

4816
20600
3912
69,9
ND
5930
ND
7540
3012
2106
829
2135
1820
2658
2358
6255
4624
2322
4232
1827
3295
3169
5725
1145

MFI: mediana da intensidade de fluorescéncia; DC: células dendriticas; CD11c: células
dendriticas mieldides; CD123: células dendriticas plasmocitoides; imaturas (CD1la); CD80 e
CD86: marcadores de ativacdo; ND: ndo detectado; NA: ndo analisado. Cores representam:
e Choque Séptico.

Sepse,
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MFI de grupos celulares (Mondcito, LB e LT) analisados por imunofenotipagem
no sangue periférico de recém-nascidos com infec¢édo (Grupo 1)

@00\10301#00!\.)!—‘%
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27

MFI
CD14
CD80

NA

NA
NA
1798
1379
6673
2505
862
2110
4771
687
2217
1419
1686
1479
1426
4510
928
1210
514
1080
1521
1547
996
1048
2928
1633

MFI
CD14
CD86

NA

NA
NA
4102
2118
2403
9965
6479
11900
6132
5045
3817
5051
16600
3561
6816
15500
5955
1488
2340
7467
1898
8992
5666
5562
3737
4056

MFI
CD14
TLR-2

NA

NA
NA
91900
68700
74800
80400
12400
13100
4309
4304
8892
22400
15300
2972
8631
5504
3486
10900
2309
10100
4884
2765
1630
3537
4611
2271

MFI CD14
TLR-4

NA
NA
NA
1480
1161
3204
4276
2023
6786
5278
2727
4304
7701
1708
2453
5661
12600
4515
3819
1463
1307
2971
2072
2570
1346
3771
3843

MFI LT
CD28

NA
NA
NA
1268
922
883
758
1078
2105
1310
1505
1130
715
1202
1120
623
1158
638
2402
419
2189
512
ND
622
2614
963
791

MFI LT
CD25

NA
NA
NA
5127
4572
5847
6524
4296
4433
3012
3200
4198
4149
5442
5338
3578
2075
1394
7551
3471
2647
1653
ND
2585
2446
3610
1463

MFI LB
CD69
high

NA

NA
NA
12300
6533
23100
7168
45200
16900
11300
16300
13600
31400
31000
15900
10200
16500
6882
12400
10400
17500
15600
16300
7383
26000
9428
10900

MFI: mediana da intensidade de fluorescéncia; CD14: mondcito; CD80 e CD86: marcadores de
ativagdo; LT: linfécito T; LB: linfécito B; ND: ndo detectado; NA: ndo analisado. Cores
e Choque Séptico.

representam: Sepse,
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Frequéncia de grupos celulares (DC) analisados por imunofenotipagem no
sangue periférico de recém-nascidos sem infeccdo (Grupo 2)

ST O S N L .
M Cews | HADRe HLADRs cDutc o " on e TiRe  TiRd
1 12,3 266,0 0,629 13,100 0,00 97,90 44,70 85,70 85,10
2 9,4 6,4 1,040 11,700 24,20 39,00 87,00 51,30 16,60
3 11,05 0,6 1,030 15,800 10,20 15,00 87,10 49,60 10,20
4 17,6 141 0,620 10,100 8,30 4,20 85,40 2,50 12,50
5 9,3 23,2 6,740 51,000 34,50 19,50 47,20 21,50 9,60
6 8,4 9,0 1,510 24,700 10,00 24,50 23,20 24,30 78,20
7 15,5 6,0 2,920 53,300 53,60 43,40 74,30 20,80 42,30
8 8,9 2,2 4,100 18,500 74,20 36,90 92,40 24,00 70,30
9 10,5 1,0 2,530 47,600 21,60 14,80 62,50 4,28 80,20
10 8,5 NA NA NA NA NA NA NA NA
11 7,7 NA NA NA NA NA NA NA NA
12 10,6 3,8 0,788 37,800 11,50 3,85 67,80 3,10 35,60
13 13,6 1,6 0,400 49,000 30,90 9,50 74,50 15,80 2,80
14 17,2 2,0 0,990 24,000 17,40 56,50 71,70 52,00 91,30
15 20,7 48,8 0,693 13,100 28,20 52,80 69,30 43,90 80,40
16 12,9 2,5 0,764 11,900 42,40 28,40 80,50 17,10 11,00
17 13,8 4,1 1,320 27,000 42,70 6,05 90,40 19,10 14,90
18 9,5 1,8 1,360 28,400 49,30 4,24 95,50 14,80 7,71

N: nimero; DC LIN-HLADR+: células dendriticas; CD11c: células dendriticas mieléides;

imaturas (CD1a); CD80 e CD86: marcadores de ativagdo; ND: ndo detectado; NA: ndo

analisado.
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Frequéncia de grupos celulares (DC) analisados por imunofenotipagem no
sangue periférico de recém-nascidos sem infec¢ao (Grupo 2)

N DC % DC
% % % % %
. LIN- LIN- %
RN leucdcitos CD123 CD123 CD123 (CD123 CD123
] HLADR+ HLADR+ CD123
totais . ] CD1la CD80 CD86 TLR-2 TLR-4
Totais Totais
1 12,3 266,0 ND 67,80 0,00 86,10 79,90 60,00 94,70
2 9,4 6,4 0,7 7,60 37,70 36,30 34,20 28,20 17,10
3 11,05 0,6 0,7 20,10 4,94 6,25 23,10 ND 4,36
4 17,6 14,1 8,5 11,30 1,85 0,00 55,60 ND 0,00
5 9,3 23,2 3,5 39,60 4390 18,50 48,30 23,20 5,40
6 8,4 9,0 2,1 20,30 34,30 18,20 12,70 8,00 85,60
7 15,5 6,0 0,4 47,30 54,70 47,30 54,50 23,60 49,90
8 8,9 2,2 0,6 39,70 41,20 41,30 89,10 29,40 95,40
9 10,5 1,0 0,8 22,60 42,10 5,38 31,80 3,23 42,70
10 8,5 NA NA NA NA NA NA NA NA
11 7,7 NA NA NA NA NA NA NA NA
12 10,6 3,8 0,5 47,70 18,90 4,95 19,60 10,70 34,00
13 13,6 1,6 0,2 57,20 58,90 9,90 63,60 12,60 4,30
14 17,2 2,0 0,4 8,85 41,20 29,40 52,90 15,40 47,10
15 20,7 48,8 ND 22,70 22,30 20,20 26,20 5,04 28,70
16 12,9 2,5 0,2 ND ND ND ND ND ND
17 13,8 4,1 1,6 ND ND ND ND ND ND
18 9,5 1,8 1,4 ND ND ND ND ND ND

N: nimero; DC LIN-HLADR+: células dendriticas; CD123: células dendriticas plasmocitéides;

imaturas (CD1a); CD80 e CD86: marcadores de ativagdo; ND: ndo detectado; NA: ndo

analisado.
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Frequéncia de grupos celulares (mondcito) analisados por imunofenotipagem

no sangue periférico de recém-nascidos sem infec¢édo (Grupo 2)

° °
RN I,::ucécitos EIDM %cp1a % €O ?DM %l ?DM
. HLA HLA DR

totais DR CD80 CD36 TLR-2 TLR-4
1 123 77 0,628 8,66 82,4 97,30 6,83
2 94 602 6,40 0,16 ND 95,90 32,70
3 11,05 473 4,280 26,30 81,1 78,40 19,90
4 17,6 2059 11,70 11,70 98,8 97,60 7,70
5 93 467 5,020 3,20 80,2 81,30 24,40
6 84 126 1,50 13,60 97,3 94,40 14,70
7 155 512 3,30 15,20 98,7 97,40 14,10
8 389 306 3,44 37,00 98,3 97,90 35,80
9 10,5 370 3,52 17,40 98,3 71,40 15,30
10 85 NA NA NA NA NA NA
11 7,7 NA NA NA NA NA NA
12 10,6 1102 57,90 99,3 78,60 4,90 10,40
13 13,6 1061 5,70 100,0 94,00 4,00 7,80
14 17,2 587 3,55 95,2 94,60 7,97 3,41
15 20,7 859 6,20 98,6 98,80 3,10 4,15
16 12,9 682 13,80 92,2 89,00 6,84 5,29
17 13,8 1085 10,00 94,2 94,50 12,90 7,86
18 9,5 531 9,25 97,4 88,50 9,98 5,59

N: nimero; CD14+HLA-DR+:monécito; CD80 e CD86:

nao detectado; NA: nao analisado.

marcadores de ativacéo; ND:
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Frequéncia de celulares (linfocito T) analisados por imunofenotipagem no
sangue periférico de recém-nascidos sem infec¢ao (Grupo 2)

% LT % LT % % % %

%LT  %LT
cD3 /)_ % meméria meméria CP123 CD123  CD123
cDg haive efetor

N %
RN Linfécitos Linfécitos

Totais Totais central efetora CD4OL  CD28 CD25
1 733 5,96 41,2 49,00 3,91 2,43 3,12 23,90 99,40 4,09
2 2782 29,60 62,7 89,50 0,25 0,031 0,096 10,00 65,20 5,90
3 6542 59,20 51,9 57,30 0,902 2,04 5,01 7590 97,50 14,10
4 2200 12,50 61,6 73,10 0,10 9,40 7,20 88,50 98,60 8,30
5 3311 35,60 48,1 53,70 0,449 24,00 1,87 13,00 87,20 5,30
6 2041 24,30 36,3 25,00 0,446 21,70 6,53 28,40 97,80 5,48
7 9114 58,80 58,5 63,80 0,829 12,90 5,30 74,00 9520 11,80
8 4940 55,50 58,9 54,30 0,763 20,90 7,76 77,20 97,30 10,40
9 4904 46,70 52,3 60,30 3,61 11,50 7,80 7,70 97,90 6,84
10 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
11 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
12 1961 18,50 31,5 43,20 0,80 14,50 16,70 69,30 98,90 10,25
13 7915 58,20 56,9 32,00 10,60 18,20 24,10 0,037 100,00 6,14
14 8789 51,10 65,3 80,20 0,711 4,38 2,24 87,10 99,00 5,24
15 9212 44,50 39,9 71,50 0,779 15,20 4,26 76,50 97,30 10,80
16 7121 55,20 28,2 4290 0,66 5,88 15,30 0,88 96,90 9,27
17 7217 52,30 55,2 41,50 0,354 7,35 13,60 0,806 97,70 8,73
18 5035 53,00 56,7 36,00 0,191 9,31 16,70 0,84 94,50 5,82

N: ndmero; T CD3'CD4": Linfécito T; LT naive: CD4'CD45RA'CCR7'CD27°CD28"CD62L"; LT
efetor: CD4'CD62L°"CD69": LT memoria central: CD4'CD45RA'CCR7'CD27": LT memodria
efetora; CD4"CD45RA'CCR7° CD27; ND: ndo detectado; NA: ndo analisado.
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Frequéncia de grupos celulares (linfécito B) analisados por imunofenotipagem
no sangue periférico de recém-nascidos sem infec¢do (Grupo 2)

RN Linf:citos Linf::';itos %LB % .LB % LF _ % LB % % (fD69 %LB  %LB
Totais Totais CD19+ naive memdria ativado CD40+ high TLR-2 TLR-4
1 733 5,96 30,50 76,1 23,90 16,10 5,28 16,80 8,07 42,50
2 2782 29,60 4,80 78,6 21,40 0,22 44,10 0,65 0,65 0,40
3 6542 59,20 17,00 90,5 9,52 1,18 41,50 0,764 0,059 0,353
4 2200 12,50 10,90 839 16,10 0,996 67,80 2,50 1,30 0,362
5 3311 35,60 6,42 70,6 29,40 0,32 55,00 5,92 1,60 2,24
6 2041 24,30 15,70 97,5 2,54 0,894 13,30 2,96 2,73 0,141
7 9114 58,80 5,43 76,9 23,10 1,59 77,00 4,95 1,41 1,41
8 4940 55,50 7,29 80,7 19,30 1,62 77,60 24,80 1,62 1,24
9 4904 46,70 7,12 70,3 29,70 2,97 58,40 1,56 1,13 ND
10 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
11 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
12 1961 18,50 25,10 96,3 7,75 0,043 ND 0,64 0,085 0,043
13 7915 58,20 11,60 55,3 44,70 25,40 70,80 2,50 0,545 0,182
14 8789 51,10 552 81,6 18,40 1,66 2,16 2,33 0,332 2,49
15 9212 44,50 6,22 87,1 12,90 0,315 86,50 1,10 0,157 0,315
16 7121 55,20 12,90 81,0 19,00 1,47 69,20 2,86 3,48 1,08
17 7217 52,30 12,00 76,5 23,50 1,40 30,60 3,68 2,89 0,963
18 5035 53,00 9,78 69,2 30,80 0,531 67,60 0,744 1,81 0,531

N: nimero; Linfécito B total: CD19+; Linfécito B naive: CD19+CD27-; Linfécito B memoéria:
CD19+CD27+; Linfécito B ativado: CD19+CD69+CD40+; ND: ndo detectado; NA: ndo

analisado.
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MFI de grupos celulares (DC) analisados por imunofenotipagem no sangue
periférico de recém-nascidos sem infec¢édo (Grupo 2)

MFI MFI MFI MFI MFI MFI MFI MFI
RN CD1la CDl1lla CD1la (CDlla CD123 CD123 CD123 CD123

CD80 CD86 TLR-2 TLR-4 CD80 CD86 TLR-2 TLR-4
1 8215 3016 11100 9402 3761 1598 11100 6370
2 5138 5980 6202 7744 4836 6255 5389 5605
3 1712 3877 2847 15500 1410 6124 ND 8863
4 1623 1865 60,5 1145 ND 2038 ND ND
5 2272 3876 4696 55200 2745 3600 2593 70100
6 2460 3809 2120 2433 1816 1578 2144 2416
7 8355 7980 8473 9756 8605 15100 9014 9199
8 28700 14500 8473 9756 7599 8149 8332 10100
9 1334 4369 9752 24800 1954 3505 1341 3708
10 NA NA NA NA NA NA NA NA
11 NA NA NA NA NA NA NA NA
12 11600 5336 9167 3197 1932 2498 1852 3115
13 4782 4762 1819 3133 4012 4063 1839 2255
14 4669 2970 3277 1551 8192 2673 1702 1786
15 16200 4334 3137 1998 17200 8521 1479 2290
16 1125 3309 1208 3496 ND ND ND ND
17 1532 2339 1332 4776 ND ND ND ND
18 1766 2381 1282 4483 ND ND ND ND

MFI: mediana da intensidade de fluorescéncia; DC: células dendriticas; CD11c: células
dendriticas mieldides; CD123: células dendriticas plasmocitoides; imaturas (CD1a);
CD80 e CD86: marcadores de ativacdo; ND: ndo detectado; NA: ndo analisado.
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MFI de grupos celulares (Mondcito, LB e LT) analisados por imunofenotipagem

no sangue periférico de recém-nascidos sem infec¢do (Grupo 2)

MFiCDla H . MF MFI MEH MR MFILB
RN D14 D14 D4 T T cDes
P80 pgg TIR2 TIR4 P28 (D25  high
1 1743 4014 85700 4643 1108 4898 7321
2 4149 4683 71100 2248 846 4912 41700
3 977 10900 12400 2043 1179 7610 18300
4 1631 6390 4598 3400 1536 5814 29200
5 990 5119 2991 1608 740 2871 11500
6 2573 5362 3348 2429 3178 4870 14800
7 1203 8656 3658 4298 971 2399 16300
8 1052 10300 3816 4346 917 2491 15100
9 1203 10600 1979 2937 1120 2322 15200
10 NA NA NA NA  NA NA  NA
11 NA NA NA NA NA NA  NA
12 556 4787 2635 1653 1384 3923 18900
13 976 7409 2124 1702 2944 2570 23400
14 3240 5422 7342 2439 3250 6979 20100
15 1248 7821 12400 3168 3122 7876 20500
16 1254 3832 1717 3950 1445 2005 12100
17 1573 3794 1584 1951 1464 2058 7636
18 1446 4426 1114 2661 1243 2023 4521

MFI: mediana da intensidade de fluorescéncia; CD14: mondcito; CD80 e CD86:
marcadores de ativagdo; LT: linfécito T; LB: linfécito B; ND: ndo detectado; NA: ndo
analisado.
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