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RESUMO

Objetivos: Analisar a resposta inflamatoria pulmonar em recém-nascidos (RNs)
prematuros em ventilagdo mecanica através da mensuracao seriada do fator de necrose
tumoral-a¢ (TNF-a) e interleucina (IL) -10 no lavado traqueobronquico (LTB),
verificando a sua associagdo com fatores perinatais € com fun¢ao pulmonar.

Pacientes e Métodos: prematuros com idade gestacional igual ou inferior a 32 semanas,
que necessitaram de ventilagdo mecanica nas primeiras 24 horas por insuficiéncia
ventilatoria foram selecionados para o estudo. Foram mensuradas as concentragdes das
interleucinas TNF-o e IL-10 no LTB coletado dentro das primeiras 24 a 48 horas de
intubagdo endotraqueal pela técnica de ELISA. Amostras subseqiientes foram colhidas
nos dias 3, 5, 7, 10, 15 e 20 apds intubagdo, naqueles RNs que permaneceram em
ventilagdo mecanica por esse periodo. Os pacientes foram acompanhados no
ambulatorio de Pneumologia Pediatrica e foram realizados testes de funcdo pulmonar
apos 40 semanas de idade corrigida.

Resultados: Foram obtidas 70 amostras seqiienciais de LTB de 25 prematuros incluidos
no estudo. Niveis detectaveis de TNF-o foram observados em quarenta e sete amostras
(67%) e de IL-10 em dezoito (26%). Nao houve associacdo significativa dos niveis de
TNF-o e IL-10 com idade gestacional, peso ao nascimento, doenga da membrana
hialina, tempo em ventilagdo mecanica, duracao de suplementagdao de oxigénio e Obito.
Nas amostras coletadas no dia 2, foi encontrada uma associacdo significativa entre a
concentracdo de TNF-o e IL-10 e o tempo de ruptura das membranas amnidticas
(p = 0,002, r=0,652 ¢ p < 0,001, r = 0,57, respectivamente). Em relagdo ao estudo da
fun¢@o pulmonar, houve uma associa¢ao negativa entre a concentragcdo de TNF-a no dia
2eo0FEF;5(p=0,03er=0,7).

Conclusées: TNF-a ¢ IL-10 sdo detectaveis no LTB de prematuros em ventilagao
mecanica. Foi observada uma relagdo direta entre suas concentragdes € o tempo de
ruptura das membranas amnidticas. Houve uma correlagdo inversa significativa entre os

niveis de TNF-a e o FEF75 nos pacientes submetidos ao teste de fungao pulmonar.

Descritores: inflamagdo; interleucina-10; fator de necrose tumoral-o; displasia

broncopulmonar; fun¢ao pulmonar; prematuridade.
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ABSTRACT

Objective: to analyze pulmonary inflammatory response in preterm infants requiring
artificial ventilation through serial measurements of tumor necrosis factor-a (TNF-a)
and interleukin (IL)-10 in tracheobronchial lavage (TBL) and to investigate the
association with perinatal factors and lung function.

Methods: preterm newborns under 32 weeks of age requiring artificial ventilation at
birth were selected for the study. The concentrations of TNF-a and IL-10 were measured
by ELISA in TBL samples within the first 48 hours of endotracheal intubation.
Subsequent samples were collected on days 3, 5, 7, 10, 15 and 20 after intubation.
Subjects were followed on outpatient clinic and pulmonary function tests were
performed after 40 weeks of corrected age.

Results: twenty-five subjects were recruited. Seventy TBL samples were obtained.
Detectable levels of TNF-a and IL-10 were observed in forty-seven (67%) and in
eighteen samples (26%), respectively. There was no significant association between the
TNF-a and IL-10 levels with gestational age, birth weight, hyaline membrane disease,
length of time on the ventilator and on oxygen treatement and death. In the samples
collected on day 2 there was a significant association between TNF-a and IL-10 levels
and time of rupture of amniotic membranes (p=0.002, r=0.652 and p<0.001, r=0.57,
respectively). There was also a significant negative association between the TNF-a
concentration on day 2 and FEF75 (p=0.03 e r=0.7).

Conclusions: TNF-o and IL-10 are detectable in preterm infants TBL under artificial
ventilation. There was a direct relation ship between interleukins concentration and the
time of amniotic membrane rupture. There was a significant inverse correlation between

the TNF-a levels and FEF75 in the patients evaluated by lung function test.

Key words: inflammation; interleukin-10; tumor necrosis factor-ot; newborn;

bronchopulmonary dysplasia; lung function; prematurity.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Introducao

Nas ultimas duas décadas, novos manejos terapéuticos t€ém resultado em um
significativo aumento da sobrevida de recém-nascidos (RNs) prematuros. O manejo
perinatal como o uso de glicocorticoides as maes em trabalho de parto prematuro,
combinado a administracdo de surfatante exogeno e a melhora das estratégias de
ventilagdo assistida tém sido responsaveis pelo aumento das taxas de sobrevida.
Entretanto, estudos demonstram que a incidéncia de displasia broncopulmonar (DBP)
tem se modificado pouco, apesar dos avangos nos cuidados perinatais.'™* Atualmente, a
redugdo do risco de seqlielas pulmonares a longo prazo tornou-se um dos maiores

desafios. °

1.2 Displasia broncopulmonar

A displasia broncopulmonar, também conhecida como doenca pulmonar

cronica (DPC) da infincia, ¢ a complicacdo respiratoria mais comum em RNs
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prematuros submetidos a ventilagdo assistida. " ®'! Alguns desses pacientes apresentam
doenga pulmonar grave, necessitando ventilagio mecénica e/ou suplementagdo de
oxigénio por meses ou anos.'” Estes pacientes sio mais suscetiveis a doencas
respiratorias durante a infancia, como hiperresponsividade das vias aéreas e infecg¢des
respiratorias de repeticao, com risco maior de hospitalizagdes nos primeiros dois anos de

. 12
vida.

Na descrigao original de DBP em 1967, Northway e colaboradores descreveram
a doenca pulmonar cronica que ocorria em recém-nascidos prematuros com doenga da
membrana hialina grave, e que sobreviveram apos tratamento com ventilagdo mecanica
e oxigenoterapia.8 Esses autores avaliaram RNs que haviam necessitado de ventilagao
mecénica, com altos picos de pressio e elevadas concentragdes de oxigénio inspirado.®
Os RNs estudados eram menos prematuros se comparados aqueles que hoje
desenvolvem DBP. O dano pulmonar nestes pacientes foi atribuido principalmente ao
barotrauma e a toxicidade ao oxigénio. O surfatante exdgeno reduz claramente a
gravidade da sindrome do desconforto respiratério (SDR) e, conseqiientemente, a
necessidade de ventilagio mecanica mais agressiva e a oxigenoterapia prolongada.® Por
essas razoes, a introdugao da terapia com surfatante foi recebida com muita expectativa,
visando eliminar ou reduzir significativamente a incidéncia da DBP. No entanto, a

1,7,13,14

incidéncia da DBP ndo tem se modificado. Existem varias explicagdes para este

fato. Inicialmente, as novas técnicas de cuidados intensivos neonatais vém
proporcionando um aumento significativo da sobrevida dos RNs extremamente
prematuros, aqueles de alto risco para DBP e, além disso, houve uma mudanca recente

4.6,1
p.4613

na patogénese e na apresentacio da DB Enquanto a cléssica DBP era
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principalmente conseqiiéncia do barotrauma e da toxicidade ao oxigénio, a DBP
encontrada atualmente resulta da interagdo de varios fatores,® incluindo, além da
imaturidade pulmonar,16 a necessidade freqiiente de ventilagdo mecanica imediata e
prolongada em RNs com prematuridade extrema. Além disto, esses RNs desenvolvem
freqiientemente sepse, ¢ em muitos deles ocorre também a reabertura do canal arterial,’
que representa um fator de risco adicional significativo para este novo tipo de DBP."> E
importante ressaltar que a SDR grave ¢ ainda um fator de risco importante para DBP,
embora a maioria dos RNs que hoje desenvolvem esta doenga sdao geralmente
submetidos a um manejo ventilatorio menos intenso, com concentragdes relativamente

baixas de oxigénio suplementar.>’

Os recém-nascidos imaturos apresentam riscos adicionais para danos
pulmonares devido a imaturidade das jungdes celulares no pulmdo e do sistema
imunologico, a inadequada remocao de fluidos, a quantidade insuficiente de surfatante, a
baixos niveis de enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, catalase) e a baixas
concentracdes de fatores promotores de diferenciagdo e regeneragdo pulmonar, se
comparados com os RNs a termo.'”?' Além disso, as alteragdes fisiologicas que ocorrem
no sistema cardiovascular ap6s o nascimento fazem com que os RNs pré-termo sejam
precocemente expostos a fatores potencialmente prejudiciais aos seus pulmdes
estruturalmente imaturos. A necessidade de ventilagdo mecanica aumenta sobremaneira
o risco de danos pulmonares oxidativos através de radicais livres de oxigénio. Estudos
em animais j& demonstraram que a exposicao ao oxigénio pode induzir a uma redugado
da formagdo e do desenvolvimento dos alvéolos provocando uma série de alteragdes

histopatologicas.?
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Antes do tratamento com surfatante, a fibrose do parénquima pulmonar era o
principal achado histologico em pulmdes de pacientes que ndo sobreviviam a DBP. Mais
recentemente, t€ém-se observado menos fibrose e presenca de alvéolos maiores ¢ em
menor quantidade, indicando uma modificagio na septagdo alveolar normal.”
Juntamente com isso, observa-se uma diminui¢do na microvasculatura pulmonar.6 O uso
de ventilagdo mecanica e de oxigénio podem interferir com o desenvolvimento alveolar

. . 22,24
e vascular em animais prematuros.”

Coalson demonstrou que 7 dias de ventilagao
mecanica em babuinos prematuros (140 dias de idade gestacional), com 100% de
oxigénio, reduz significativamente o numero de alvéolos.”> A mesma interferéncia com a
septagdo alveolar, em babuinos ainda mais prematuros (125 dias de idade gestacional),
ocorreu apds tratamento com surfatante e ventilagdo, sem exposigdo a altas
concentragdes de oxigénio suplementar.”* A diminui¢io na éarea de superficie estd
associada a uma microvasculatura pulmonar reduzida e dismorfica. Essas mudangas
anatomicas também estdo associadas com um aumento persistente de leucocitos e dos
niveis de citocinas nas vias aéreas.'> Em um estudo com modelos animais, observou-se
que a expressao acentuada de citocinas pro-inflamatdrias como o TNF-o também pode
interferir com a alveolarizagdo, sugerindo que o envolvimento com citocinas pro-

inflamatorias nos espagos alveolares de RNs prematuros pode contribuir para uma

septacio alterada.”

A incidéncia de DBP, definida como necessidade de oxigenoterapia com 36
semanas de idade pos-concepcional, *’ ¢ de cerca de 30% para RNs com peso de
nascimento inferior a 1.000 gramas,”® sendo infreqiiente em RNs com peso de

. . . . . 12
nascimento acima de 1.200 gramas ou idade gestacional superior a 30 semanas. © A
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etiologia da DBP ¢ multifatorial e a inflamacdo pulmonar contribui significativamente
para o seu desenvolvimento.***?! O uso continuado de ventilagio mecanica em RNs
com peso de nascimento inferior a 1.250 gramas continua sendo um dos principais

fatores responsaveis pelo desenvolvimento de DBP.

Ha evidéncias de que o processo inflamatorio pulmonar desempenha um papel
importante na patogénese da DBP.”'** A inflamag¢io pode ser desencadeada por
diversos fatores, incluindo ventilagdo mecanica, aumento do fluxo pulmonar devido a
paténcia do canal arterial e infec¢do pulmonar ou sistémica adquiridas antes ou apos o
nascimento.” A via final comum para muitos desses insultos é uma resposta inflamatéria

. . , 4 ...
aguda e persistente na via aérea.” O processo pode iniciar-se antes mesmo do
nascimento, através da exposi¢ao intra-uterina a citocinas inflamatdrias liberadas devido
. ~ N 4 .
a infecgdes maternas ou 4 ruptura prolongada de membranas.* ** Existem relatos de que
a exposi¢do intra-uterina a citocinas, como conseqiiéncia de uma infec¢do ascendente,
induz inflamagdo na via aérea que desencadeia a seqiiéncia de dano pulmonar apos o
. 4 34 ;. . . .
nascimento.” Watterberg et al.”” mostraram niveis elevados de citocinas no aspirado
traqueal de RNs prematuros nascidos de mades com corioamnionite e niveis bastante

altos foram relacionados com alto risco de desenvolvimento de DBP.
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2.8 Mecanismo Inflamatorio pulmonar

A capacidade do sistema imune nos alvéolos ¢ deficiente em muitos aspectos
em RNs a termo e, principalmente, nos prematuros. Hd uma atividade fagocitaria
diminuida (dos leucdcitos polimorfonucleares, mondécitos € macréfagos), ha reduzida
imunidade humoral (baixos niveis de imunoglobulinas, exceto por niveis normais de IgG
em recém-nascidos a termo), ha baixas concentragdes ¢ diminui¢do dos receptores de
complemento e possiveis defeitos na imunorregulacdo, aumentando o risco de dano

pulmonar a partir de uma variedade de estimulos exdgenos. >

Durante a fase aguda do dano pulmonar, estimulos diretos ou indiretos
(pneumonia/sepse, barotrauma, hipoxia ou hiperdxia) iniciam uma resposta inflamatoria,
levando a inflamag@o pulmonar. Citocinas e outros mediadores inflamatorios tém um
importante papel na regulacdo e na manuten¢do dessa resposta. A liberagdo de citocinas
pro-inflamatorias (TNF-o, IL-1, IL-6), quimiocinas (IL-8, MIP-2), mediadores lipidicos
(LTB4, PAF, PG;), fator de plaquetas 4 e vérias células pulmonares locais (ex.: células
epiteliais da via aérea, células endoteliais), bem como a ativagdo do complemento (C3a,
C5a), causam mudangas na permeabilidade vascular,'*>*® levando a saida de proteinas
a partir do plasma e ao aumento da expressdo de adesdo molecular pelas células
endoteliais com subseqiiente movimento de leucocitos a partir do compartimento
vascular pulmonar para o intersticio e para o espago alveolar. Nas primeiras horas, os

macrofagos sdo o tipo celular predominante nos alvéolos, seguidos por infiltracdo de
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neutrofilos (6 a 12 horas), de linfocitos e de mondcitos (24 a 48 horas).”® A diapedese
dos neutrofilos desde as vénulas até o tecido pulmonar se da em diferentes fases, em
cada uma das quais estio implicadas diferentes moléculas de adesdo intercelular.”!
O contato direto célula a célula entre macrofagos e mondcitos estimulados, linfocitos T e
outras células levam a produgdo de citocinas pro-inflamatorias e de outros mediadores

inflamatérios, resultando em um ciclo que pode se perpetuar.®

Mecanismos de “feedback” entre células inflamatdrias e seus mediadores sdo
de vital importancia na resolucao da inflamagao pulmonar. A supressao da atividade pro-
inflamatoria dos neutréfilos, macrofagos, linfocitos e seus respectivos mediadores
inflamatodrios ¢ estabelecida por citocinas antiinflamatorias, dentre elas a IL-10, 20,37
levando a um processo de reparo tecidual.*’ Contudo, se o ciclo agudo se perpetua com
acumulo de células inflamatérias e producao de mediadores, o0 mesmo processo pode

123 Uma infiltragio de células inflamatorias,

levar a lesdo pulmonar irreversive
predominantemente macrdofagos alveolares e linfocitos, a proliferagdo de fibroblastos e
alteragdes no metabolismo do colageno sdo achados patologicos na inflamagdo

20,38

pulmonar crénica. Inicialmente, o aumento nas concentra¢cdes de citocinas

inflamatorias e de outros mediadores inflamatorios também estdo presentes neste estagio
20,39 ] .

e este periodo usualmente resulta em dano tecidual pulmonar extenso, com um

prejuizo longo e duradouro na arquitetura e no desenvolvimento funcional dos pulmdes.

Uma representacdo do dano pulmonar e da cascata inflamatoria em RNs esta

representada na Figura 1.
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Dano pulmonar neonatal agudo
(infecgao, barotrauma, hiperéxia, hipoxemia)

Resposta Inflamatdria: Inicial
(fagécitos mononucleares, plaquetas, fibroblastos, células epiteliais, células endoteliais)

Citocinas pro-inflamatorias
(TNF, IL-1, IL-6)

“ Quimiocinas

(IL-8, MIP-2)

Mediadores lipidicos Complemento

(LTBs, PAF, PGs) =) | (C35,C50) fator de
plaquetas-4, PDGF

Expresséo das moléculas de ades@o (ICAM-1, E-selectina)
Perda de proteina vascular
Infiltragéo de células inflamatdrias nos alvéolos (PMNs, mondcitos/macréfagos, linfocitos)
Aumento na atividade das enzimas protoliticas

Resolucédo do processo
Citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-10)
Antagonismo na rede de citocinas
Balango na atividade das enzimas
Prostaglandina E:

!

Fatores de crescimento/citocinas (TGF, PDGF,TNF,
IL-1,IL-6, fibronectina)
Remogao dos debris celulares e componentes do

plasma

i

Curado

Dano persistente
TExpresséo citocinas
(citocinas pré-inflamatérias (TNF), TGF-B, GM-
CSF, fibronectina)

i

Infiltragdo de macrofagos alveolares e linfocitos
Proliferagao de fibroblastos
Desordens no metabolismo do colageno
Alteragdes na alveolarizago

i

Dano pulmonar
neonatal cronico

Figura 1- Sumario do dano pulmonar neonatal. GM-CSF: fator estimulante de colonias de granulocitos e
mondcitos; ICAM-1: molécula de adesdo intercelular-1; IL: interleucina; LTB4: leucotrieno By .
MIP-2: proteina inflamatoria de macrofagos-2; PAF: fator ativador de plaquetas; PDGF: fator

de crescimento derivado de plaquetas;

leucocitos polimorfonucleares; PGs:

prostaglandinas; TGF: fator de crescimento e transformacdo; TFN: fator de necrose tumoral.
(Adaptado de Ozdemir et al., 1997. *°




Referencial Teorico — Parte 1 10

O papel das citocinas na inflamagdo ¢ no dano tecidual tem importancia tanto
na fase aguda como na fase de resolugdo. Mecanismos de feedback e secre¢ao
controlada de citocinas sdo de vital importancia para determinar a resolugao do processo.
Citocinas pro-inflamatorias da fase aguda (TNF, IL-1, IL-6) podem amplificar a resposta

. )
inflamatoria, 039

e esta agdo pode modificar a matriz genética das células teciduais locais
estimulando o recrutamento e proliferacdo dos fibroblastos, alterando a sintese do

colageno e levando a subseqiiente fibrose tecidual.

H4 um equilibrio dindmico e de troca entre citocinas pro-inflamatorias e
antiinflamatorias no sistema imune humano. A regulagdo da inflamacdo por essas
citocinas e inibidores da citocinas ¢ complicado pelo fato de que o sistema imune tem
vias redundantes com multiplos elementos que tém efeitos fisiopatologicos similares.
Além disso, com exce¢do do antagonista receptor IL-1, todas as citocinas

antiinflamatorias tem alguma propriedade proé-inflamatoria.

Na tultima década, o conhecimento sobre inflamacdo e resposta celular imune
tem aumentado pela identificagdo e caracterizagdo desses peptideos regulatorios

intercelulares de baixo peso molecular, chamados de citocinas.

2.8 Citocinas

. . ~ , . . 40 ~
Citocinas s3o usualmente proteinas sinalizadoras extracelulares.”™ Sao

produzidas por diferentes tipos de células e envolvidas em interagdes célula-célula,
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agindo através de receptores especificos localizados na superficie das células-alvo.
Como um grupo, estas proteinas tém como fun¢ao primaria modificar o comportamento
das células adjacentes induzindo crescimento, diferenciagdo, quimiotaxia, ativacao e/ou
aumento da citotoxicidade das células de varios tecidos.*™*' As citocinas distinguem-se
dos hormonios classicos porque nao sdo produzidas por um tecido glandular
especializado, mas por células infiltrantes ou residentes em muitos tecidos distintos, e
também porque agem geralmente nos locais onde sdo produzidas, ndo necessitando

. .42
passar pela corrente sanguinea para exercer seus efeitos.

Atualmente, mais de 50 citocinas tém sido descritas, ¢ a maioria delas esta
envolvida com o processo inflamatorio, de dano e reparo tecidual. Estes peptideos
imunorreguladores sdo liberados principalmente por mondcitos/macrofagos e linfocitos
T, e também por varios outros tipos celulares (linfocitos B, células “natural killer”,
mastocitos, neutrofilos, fibroblastos, células endoteliais, eosinofilos etc.) em resposta a

. s . ros 2
endotoxinas, dano celular, hipoxia ou hiperdxia.*

Contudo, as citocinas podem também ser secretadas por outros tecidos,
destacando-se a epiderme, a hipodfise, o estroma da medula éssea e as células do sistema
42 ~ , . . ~ . .
nervoso central.”” Geralmente, sua produ¢do ¢ transitoria e seu raio de agdo limitado.
Seus efeitos iniciam apds contato com receptores especificos de alta afinidade
geralmente situados na membrana celular, causando alteragdes de comportamento e na
~ ) r 2 ~ .
expressdo genética das células alvo.”**° Como os receptores sdo de alta afinidade, as

. . . , . . I ~ . 42
quantidades de citocinas necessarias para estimulad-los sd3o muito pequenas.
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A funcdo mais importante das citocinas parece ser a comunicagdo intercelular
na rede local através da modulacao das células adjacentes. Em algumas situagdes elas
podem afetar células em tecidos distantes. Outra caracteristica ¢ sua habilidade em
regular a sua propria sintese (ex: IL-1 induz a producao de TNF e vice-versa; IL-4 e IL-6
inibem a produg@o de TNF ou IL-1). Elas também tém a¢des modulatoérias na expressao
dos receptores, sendo estas estimulatorias (IFN-y aumenta a expressao do receptor de
TNF) ou inibitérias (IL-1 diminui a expressdao do receptor de TNF). Além disso,
antagonistas dos receptores podem bloquear ou reduzir o efeito da mesma citocina (ex.:
IL-1RA conhecido como antagonista do receptor de IL-1). **” O efeito de qualquer
citocina ¢ dependente do tempo da liberacdo da mesma, do local onde ela age, da
presenca de elementos sinergistas ou competidores, da densidade dos receptores e da

.. . . . 43.44
responsividade tissular para cada citocina.*"

A defini¢do funcional de uma citocina
antiinflamatoria ¢ a habilidade da citocina em inibir a sintese de interleucina-1 (IL-1),

. . ;. ;. . 44
fator de necrose tumoral e outras citocinas pro-inflamatorias maiores.

O papel das citocinas e dos mediadores da resposta inflamatoria pulmonar em
RNs prematuros vem sendo estudado principalmente através de sua detecgdo em

104546 1ym aumento de células inflamatérias e de

amostras de lavado traqueobronquico.
, . . . ~ . . . , 4
vérias citocinas tém sido descrito nas vias aéreas de RNs que desenvolvem DBP."

Dentre as citocinas mais estudadas, se destacam o TNF-o ¢ a IL-10 por suas

caracteristicas pro e antiinflamatorias potentes, respectivamente.
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1.5 TNF-a

O TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatéria produzida por varias células
incluindo mondcitos, macrofagos, linfocitos T e células epiteliais, sendo que a principal
fonte sdo os macrofagos. Sua libera¢do ¢ bastante aumentada por outras citocinas como
IL-1 e IFN-y.*' Essa citocina foi inicialmente reconhecida por sua capacidade em induzir
necrose hemorragica em certos tumores *’ e sua importancia para o desenvolvimento de
doengas inflamatorias e infecciosas tem sido estudada.”®* O TNF-o est4 envolvido com
o desencadeamento da resposta imune, indugao do evento inflamatorio agudo e transi¢ao
para inflamagdo cronica e persisténcia da mesma.’’ Ele também contribui para a inibigdo
da resposta inflamatoria pela estimulagdo da liberagdo de IL-10.> Por outro lado, a
deficiéncia de produgdo de TNF-o em experimentos animais esta associada a
incapacidade de combater uma ampla gama de infec¢des.

O TNF-a. é um potente mediador da resposta inflamatoria pulmonar,™!

promovendo, juntamente com outras citocinas pro-inflamatérias, a liberacdo de
quimiocinas como a IL-8, que levam a infiltracdo de células imunes (principalmente
, . o - 5,21,39.41
neutréfilos e células mononucleares) para o interior do tecido pulmonar. Esse
processo pode iniciar-se antes do nascimento pois existem evidéncias de que a exposicao
intra-uterina a0 TNF-o induz a um processo inflamatério nas vias aéreas fetais,
desencadeando uma seqiiéncia de dano pulmonar que pode se continuar apds o

nascimento,4 levando a DBP.
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Dentre os marcadores inflamatérios que tém sido encontrados em altas
concentragdes na secre¢do traqueobronquica de RNs que desenvolvem DBP esta o TNF-

1030455253 J5nsson et al.'® encontraram um aumento significativo das concentragdes de

o
TNF-a, entre outras interleucinas pré-inflamatérias, na secre¢do traqueobrdnquica de
RNs prematuros ventilados que desenvolveram DBP. As concentra¢des de TNF-o foram
significativamente correlacionadas com a baixa idade gestacional (que poderia refletir
uma exagerada resposta tecidual em pulmdes mais imaturos), com a duracdo da
suplementacgdo de oxigénio e com o tempo de ventilagdo mecanica. A associacio entre a

producdo de TNF-a e a duracdo da suplementagdo de oxigénio também foi encontrada

em outro estudo.”

Como visto anteriormente, estudos em RNs prematuros tém demonstrado que a
elevacdo de TNF-a em secrecdo traqueobronquica pode estar associada ao

desenvolvimento de DBP.

1.6 IL-10

A interleucina-10 (IL-10) ¢ wuma das citocinas com caracteristicas
antiinflamatorias mais destacadas do sistema imune humano. Ela inibe tanto a sintese de
citocinas pro-inflamatérias maiores, incluindo o TNF-a, como também de outras
citocinas pro-inflamatorias liberadas a partir de mondcitos e macréfagos, como a IL-6, a

IL-8, e a IL-12. Também inibe a produgdo de citocinas produzidas por neutrofilos e
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células “natural killer” e atenua a expressdo de superficie dos receptores de necrose
tumoral na circulag@o sistémica. Além disso, pode inibir varias atividades das células

4 55
apresentadoras de antigenos.*! **>*

Esta interleucina ¢ produzida por vérias células do sistema de defesa, incluindo
mondcitos/macrofagos ativados, linfocitos CD4" (ambos: Th tipo 1 e tipo 2), linfécitos T
CDS8" e linfocitos B. Os macrofagos e mondcitos parecem a ser fonte predominante de
sintese de IL-10 end6gena em humanos.** > ® A sua produgio ¢ atenuada por IL-4, IL-
1B e interferon, e pode também ser regulada pela concentragdo de calcio intracelular.
Bloqueadores dos canais de calcio aumentam a producao de IL-10 e diminuem os niveis

de TNF-o. em modelos com experimentais.**

Estudos demonstram que niveis elevados de IL-10 no sangue estdo associados a
mortalidade por doenga meningocécica > °* Por outro lado, niveis baixos de IL-10 no
pulmio aumentam o risco de sindrome da anglstia respiratoria do adulto.”” Em
endotoxemia, um aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatorias pode ser controlado
pelo aumento da secre¢dao de IL-10, e esta, administrada a ratos, oferece protecdo para
choque letal.®™ ' Como pode ser evidenciado por esses dados, diferentes respostas de
IL-10 podem ter tanto um papel protetor em relagdo a infecgdes e danos teciduais ao

hospedeiro, como podem torna-lo suscetivel a respostas inflamatorias exacerbadas.

Em relagdo ao processo inflamatoério pulmonar em RNs, existem poucos
estudos analisando a producdo de IL-10 em lavado tarqueobronquico. Jones e
colaboradores relataram que em condig¢des de inflamagao pulmonar, a citocina IL-10 nao

¢ detectavel nas amostras de lavado broncoalveolar em RNs prematuros, enquanto que
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precursores de IL-10 (e em alguns casos a propria IL-10) sdo detectados nos RNs a
termo. Esses mesmos autores relatam ainda que esses resultados poderiam sugerir que
RNs prematuros com inflamag@o pulmonar poderiam ser incapazes de ativar a produgao
de IL-10, se comparados a RNs a termo, e que a expressao do gene da IL-10 poderia ser
regulada pelo grau de desenvolvimento pulmonar. A suscetibilidade dos RNs prematuros
para DBP poderia, em parte, refletir uma inabilidade para regular o processo
inflamatério através da ndo produgdo da citocina antiinflamatéria IL-10.%% Oei e cols
estudaram 87 amostras de lavado broncoalveolar de RNs prematuros ventilados e
também encontraram influéncia da idade gestacional com as concentragdes de IL-10.
Segundo esses autores, a citocina IL-10, se detectada, tende a ser mais elevada com o
aumento da idade gestacional, podendo influenciar no desenvolvimento de DBP.
Jonsson et al.'' demonstraram concentragdes irregulares de IL-10 em lavado
traqueobronquico de RNs que desenvolveram DBP, indicando pode haver um processo
regulatério alterado na producdo de citocinas antiinflamatorias, podendo desencadear

um processo exagerado de fibroproliferacao.

Por outro lado, McColm e colaboradores’ mensuraram a IL-10 em lavado
broncoalveolar de RNs prematuros com idade gestacional abaixo de 29 semanas e
encontraram, em 55,8% destes lavados, concentragdes de IL-10 em quantidades
comparaveis com aquelas encontradas anteriormente em RNs a termo e com doenga
respiratoria submetidos a ventilagdo mecanica. Todos os sobreviventes do estudo que
desenvolveram DBP haviam produzido IL-10. Além disto, Beresford e cols®* relataram
que a citocina IL-10 ¢ detectavel em lavado broncoalveolar de RNs prematuros

ventilados e sua concentragdo aumenta significativamente apos os primeiros cinco dias
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de idade pos-natal. Comparando os RNs que desenvolveram DBP, as concentragdes de
IL-10 foram significativamente mais altas no primeiro dia naqueles pacientes que nao
desenvolveram DBP, mas mais baixas no dia 4 (de idade pds-natal). Por fim, Huang e
cols.® demonstraram que a presenca de DBP nio estava associada a redugdo ou auséncia

de expressao de IL-10.

Em relacdo a administracdao de surfatante exodgeno, este parece nao influenciar
no perfil de IL-10.® Entretanto, a administracio de surfatante natural porcino parece

diminuir a liberagio de TNF-o a partir de mondcitos humanos.®

Estudos apontam para diferentes respostas de IL-10 em RNs prematuros com
doenga pulmonar, alguns sugerem que a prematuridade estaria relacionada a uma

producao diminuida dessa interleucina predispondo ao desenvolvimento de DBP.
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2 JUSTIFICATIVA

Virios fatores perinatais podem interferir no desenvolvimento pulmonar
normal, podendo estes representar o inicio de uma seqiiéncia de eventos que levard ao
desenvolvimento de alteragdes estruturais pulmonares cronicas, com alteragdes
histopatologicas caracteristicas de displasia broncopulmonar. Nos ultimos anos, novas
modalidades terapéuticas tém resultado em significativo aumento na sobrevida dos RNs
prematuros. Entretanto, a DBP permanece uma das mais importantes complicagdes da
prematuridade, especialmente no primeiro ano de vida e em prematuros de extremo

baixo peso.

Diversos estudos tém demonstrado que a sindrome do desconforto respiratorio,
a prematuridade, a ventilagdo mecanica e infec¢des, entre outros fatores, estdo
associados ao recrutamento de células inflamatorias nas vias aéreas. O desenvolvimento,
a ativacao e o recrutamento de células inflamatérias para os locais de dano tecidual
podem ser regulados por diversos mediadores, incluindo citocinas. Tem sido

demonstrado que a elevagdo de TNF-a em lavado traqueobronquico de RNs prematuros
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com doenga pulmonar pode estar associada ao desenvolvimento de DBP. Por outro lado,
alguns autores sugeriram que RNs prematuros com inflamagdo pulmonar podem ser
incapazes de ativar a producdo de citocinas anti-inflamatdrias, como a IL-10, tornando-
os suscetiveis ao desenvolvimento de DPC. Mesmo com estas evidéncias, a influéncia

dessas citocinas na patogénese da DBP permanece ainda pouco elucidada.

Assim, a andlise da producdo de citocinas, tais como TNF-a e IL-10, nas
doengas pulmonares dos RNs prematuros submetidos a ventilagdo mecanica, e sua
relacdo com os fatores perinatais e com o estudo da funcdo pulmonar sdo importantes
para um melhor entendimento da fisiopatogenia deste problema, com potenciais futuros

avancos nas areas de prevencao e tratamento.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal

» Analisar a resposta inflamatoria pulmonar em RNs prematuros
submetidos a ventilacdo mecanica, através da mensuragdo seriada de IL-

10 e TNF-a no lavado traqueobronquico.

3.2 Objetivos Secundarios

» Descrever a positividade dessas interleucinas no lavado traqueobronquico
desses pacientes.

» Verificar a existéncia da associagdo entre as mesmas e os fatores
perinatais.

» Correlacionar as suas concentragdes com o estudo da fun¢do pulmonar.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

Estudo de coorte, prospectivo.

4.2 Selecao da Amostra

Os pacientes foram recrutados na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal
(UTIN) do Hopital Sao Lucas (HSL) da PUCRS. Foram selecionados para o estudo
recém-nascidos (RNs) prematuros com idade gestacional igual ou inferior a 32 semanas,
nascidos no periodo de novembro de 2001 a novembro de 2002, que necessitaram de

ventilagdo mecanica nas primeiras 24 horas de vida por insuficiéncia ventilatoria.
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Foram excluidos os RNs que apresentavam malformagdes incompativeis com a
vida e aqueles que necessitaram de ventilagdo mecanica por um periodo inferior a 24

horas.

Para a coleta de dados foi utilizado um protocolo previamente desenvolvido
(Anexo 1). Os dados foram coletados através de revisdo dos prontuarios dos pacientes,
entrevistas com as maes ¢ telefonemas aos hospitais de origem (para aqueles pacientes
nascidos fora do HSL). Os prontuarios eram revisados diariamente pelo investigador

principal para registro das intercorréncias ocorridas durante a internagao.

Para o acompanhamento ambulatorial utilizou-se a ficha de entrevista (Anexo

2), onde foram anotados dados relacionados a evolugao clinica.

4.3 Variaveis do estudo

As seguintes variaveis foram consideradas: idade gestacional, peso de
nascimento, relacdo entre o peso e idade gestacional, sexo, uso de corticoterapia
antenatal, idade e raca materna, infec¢do materna, tempo de bolsa rota (horas), via de
nascimento, doenca da membrana hialina (DMH), pneumonia, DBP, uso de antibiotico,
sepse, dias em suporte ventilatorio e em oxigenoterapia, 6bito, concentragao de IL-10 e
TNF-o e variaveis relacionadas ao teste de funcdo pulmonar (medidas de fluxos e

volumes pulmonares).
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4.3.1 Operacionalizacdo das variaveis

A idade gestacional dos recém-nascidos, de acordo com a rotina da UTI
Neonatal, foi obtida através da data da ultima menstruagdo (DUM) ou ecografia
obstétrica precoce e confirmada pela avaliagdo da maturidade do recém-nascido pelo
método Ballard. ¢ Se a avaliagdo pelo método Ballard coincide com a DUM, havendo
uma variagdo inferior a 2 semanas, utiliza-se para estimativa da idade gestacional a data
da ultima menstruacdo. Se a diferenga entre esta avaliagao e a obtida pela DUM ¢ maior
do que 2 semanas, utiliza-se a estimativa feita pelo método Ballard. Se a DUM ¢

desconhecida, a idade gestacional ¢ a obtida pelo método Ballard.

A relagdo entre peso e idade gestacional foi definida em trés grupos, segundo as
curvas de crescimento intra-uterino de Usher ¢ McLean.”® Foram considerados
adequados para a idade gestacional (AIG) os recém-nascidos que se situassem dentro da
faixa de dois desvios-padrdo acima ou abaixo da média, grandes para idade gestacional
(GIG) quando o peso se situasse acima dessa faixa e pequenos para idade gestacional

(PIG) quando abaixo de dois desvios-padrao.

A infec¢do materna foi definida por sinais de corioamnionite, febre materna ou

hemograma alterado, hemocultura positiva, infec¢@o do trato urinério recente.

O diagnostico de doenga da membrana hialina (DMH) foi realizado pela equipe
assistente através de critérios clinicos, radiologicos e, em alguns pacientes através de um

teste demonstrando maturidade pulmonar.
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Pneumonia e sepse neonatais foram também definidas pela equipe assistente de

acordo com os achados clinicos, radioldgicos e culturais.

Displasia broncopulmonar foi definida como a necessidade de oxigénio
suplementar com 36 semanas de idade gestacional pds-concepcional e pela presenca

raio-x de térax com alteragdo de parénquima pulmonar.27

Idade e raca materna, uso de corticdide antenatal, tempo de bolsa rota (em
horas), via de nascimento e sexo foram dados obtidos através de anotacdes na ficha de

nascimento.

Uso de antibidticos, dias em suporte ventilatorio e oxigenoterapia e obito foram

documentados através do registro médico em prontudrio.

4.4 Coleta das amostras de lavado traqueobrénquico

O lavado traqueobronquico (LTB) foi coletado dentro das primeiras 24 a 48
horas de intubacdo endotraqueal. As amostras foram coletadas durante a aspiragdo
endotraqueal de rotina ou no momento em que a mesma era clinicamente indicada.
Depois de instilado 0,5 mL de soro fisioldgico no tubo endotraqueal, o respirador era
conectado por duas ou trés ventilagdes e, em seguida, era realizada a aspiracdo com
sonda n°® 6. A sonda era introduzida até ser encontrada resisténcia ao avanc¢o da mesma.
Apoés aspirado, o material era diretamente coletado em um frasco estéril. Apods a

aspiracdo, a sonda era lavada com 1 mL de solucdo fisiologica. Apds a colheita da
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amostra, esta era transportada imediatamente para o laboratorio, acondicionada em gelo,
para processamento do material. Amostras subseqiientes foram colhidas nos dias 3, 5, 7,
10, 15 e 20 apos intubagdo, naqueles RNs que permaneceram em ventilagdo mecanica
por esse periodo. Em RNs que haviam recebido surfatante a amostra foi coletada pelo

menos apos 8 horas da sua administracao.

4.5 Processamento da amostra

Apds pesagem da amostra, o material era centrifugado a 2.000 rpm, por 2
minutos. O sobrenadante era separado e estocado em aliquotas de 110 uL, a —80°C, para

posterior mensuragao das citocinas.

4.6 Mensuracao das citocinas

As concentragdes de IL-10 e TNF-o no sobrenadante das amostras de LTB
foram realizadas através do método de ELISA, segundo instru¢des do fabricante
(Pharmigen, USA), no laboratério de Pneumologia do Instituto de Pesquisas Biomédicas

da PUCRS.

O limite inferior de deteccdo de IL-10 ¢ TNF-a para este método foi de 7,8
pg/mL. Quando o nivel de uma determinada amostra era indetectavel, metade do limite

inferior de deteccao foi considerada para fins de analise estatistica. O valor da citocina
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mensurada foi sempre ajustado para o volume da amostra coletada do lavado

AL 69
traqueobronquico.

4.7 Seguimento dos pacientes

Todos os pacientes foram acompanhados pelo investigador principal durante a
internacao na UTIN at¢ a alta hospitalar. Posteriormente, os pacientes foram seguidos no
ambulatorio de Pneumologia Pedidtrica e monitorizados em relagdo a presenca de
sintomas respiratorios (Anexo 2). Durante as consultas, era realizado um exame fisico
completo do aparelho respiratorio pelo investigador principal. Sinais de dificuldade
respiratoria (taquipnéia, retracdes toracicas, batimentos de asa do nariz, geméncia e

cianose) e ausculta pulmonar foram anotados.

Os radiogramas de toérax realizados durante a internagdo hospitalar e o
acompanhamento ambulatorial foram interpretados por um radiologista do Hospital Sao
Lucas da PUCRS, que ndo tinha conhecimento do diagndstico respiratorio inicial ou do

desfecho clinico do paciente.
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4.8 Realizacdo dos Testes de Funcdo Pulmonar pela Técnica da Compressao

Toracica Rapida

4.8.1 Preparo do paciente

Quando o paciente atingisse peso superior a 3,5 kg, ap6s 40 semanas de idade
corrigida, eram realizados os testes de fungdo pulmonar. O lactente era pesado em uma
balanca digital, a medida da satura¢do de hemoglobina era verificada com oximetro de
pulso. Apos, os pacientes recebiam hidrato de cloral (50 a 80 mg/kg) por via oral, para
inducdo da sedagdo, e eram encaminhados ao laboratério de fungdo pulmonar para
realizagdo do exame. O comprimento era medido com um antropdmetro. O paciente era
colocado na mesa de exame em posi¢ao supina, e a jaqueta inflavel era ajustada em volta
do abdoémen e do tdérax, com pequena folga para ndo provocar qualquer restricdo a
inflagdo pulmonar. Durante todo o periodo de exame o lactente era monitorizado com
oximetro de pulso. Uma mascara facial transparente com bordas de silicone era
delicadamente colocada sobre a face do lactente, cobrindo a boca e o nariz. A regido

cervical era mantida em ligeira hiperextensao.

O ambiente era mantido em siléncio, com redu¢do da luminosidade e com
temperatura entre 20 e 25°C. Materiais para reanimacdo estavam disponiveis e 0s

lactentes eram alimentados até no maximo duas horas antes do exame.
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4.8.2 Equipamento

O sistema de fung@o pulmonar consiste basicamente de trés sistemas:

» Aquisigdo e registro de sinais;
» Inflagdo pulmonar;

» Compressao toracica.

4.8.2.1 Sistema de aquisicao e registro de dados

Compreende transdutores de pressao diferencial, amplificador, placa conversora

analdgica/digital e software.

A aquisi¢ao dos sinais de fluxo ¢ feita através de um pneumotacdgrafo de tela
(Hans Ruuudolph, model 3700, Kansas City, MO) conectado a um transdutor de pressao
diferencial (-2 a +2 cmH,0, Validyne, Northrige, Califérnia). O volume ¢ obtido por
integracdo do fluxo. A pressdao na boca e na jaqueta sao medidas com transdutores
Validyne de pressao diferencial (0 a 60 cmH,0 e 0 a 150 cmH,O respectivamente). Os
sinais sdo amplificados (MC1-10, Validyne, Northrige, California), filtrados acima de
50Hz (Validyne CD 19-A) e enviados a placa conversora analdgica digital (Data
Translation DT3001, Malboro, MA). A amostragem ¢ feita a 100 Hertz e os dados
registrados em um banco de dados padrio ODBC (Open DataBase Connectivity).”" O

sistema de aquisi¢ao de sinais estd esquematicamente representado na Figura 2.
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O software foi desenvolvido no Laboratorio de Fungao Pulmonar de Lactentes
do Riley Hospital, Indianapolis, EUA. Este software processa e integra os sinais e

apresenta, em tempo real, as curvas fluxo-volume.”

Aquisicao de Sinais

Transdutores

de Presséo —

Fluxos -
Pressao em
Vias Aéreas
Pressao
na Jaqueta

Placa Conversora
Analégica / Digital

Computador
Analise e
Registro dos
Dados

Figura 2-Sistema de Aquisi¢do de Sinais e Registro. Pressdo e fluxo sdo convertidos em sinais

elétricos, amplificados e convertidos em informacao digital. Os dados sdo adquiridos
com uma taxa de amostragem de 100 Hz e arquivados em um banco de dados de
padrao ODBC.

4.8.2.2 Sistema de Inflagdo Pulmonar

E o sistema que controla o fluxo, a pressdo e o volume do ar inspirado através

de um sistema de tubos e valvulas. O circuito usado para a Inflagdo Pulmonar consiste
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de fonte de ar comprimido, tubos, controlador eletronico de valvulas, fluxometro e
valvula de seguranga que limita a pressao a 30 cmH,0. O fluxometro era regulado de
acordo com o pico de fluxo inspiratorio do lactente e geralmente ajustado entre 15 e 20
litros por minuto. As quatro valvulas, controladas pelo computador, direcionam o fluxo
de ar. A oclusdao da valvula expiratéria resulta em inflagdo do sistema respiratorio. Ao
final da inflagdo (percebida pelo software por fluxo inspiratorio proximo de zero e
pressio = 30 ¢cmH,0), a valvula era aberta ¢ o lactente expirava passivamente.”
Geralmente, varias inflagdes pulmonares (3 a 10) sdo necessarias para inibir o estimulo
ventilatorio em lactentes e permitir que a expiragio forgada seja feita sem interrupgdes.”’
As varias insuflagdes induzem uma breve apnéia através de dois mecanismos: a) queda
na pCO, pelo aumento da ventilacdo; b) relaxamento da musculatura respiratoria pela
indug@o do reflexo de Hering-Bauer. Esta inducdo de apnéia torna menos provavel que

ocorra um estimulo inspiratorio durante a manobra de expiracdo forcada, o que

interferiria nas medidas obtidas. '

4.8.2.3 Sistema de Compressao Toracica Rapida (Jaqueta Inflavel)

O sistema de compressao toracica regula a pressdo aplicada no térax e abdome
do lactente. Consiste de uma fonte de ar comprimido, uma valvula reguladora de
pressao, um reservatorio de ar comprimido de 100 litros (capaz de suportar pressdes de
150 cmH,0), uma valvula controlada pelo computador, que conecta o reservatorio de

pressdo a jaqueta, tubos e conexdes apropriados e¢ a jaqueta inflavel. A pressdao no
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reservatorio € ajustada manualmente antes de cada manobra. Apos algumas inflagdes
pulmonares, o técnico “autoriza” que, ao fim da préxima inflagdo, a pressdo do
reservatorio seja transmitida a jaqueta através da abertura da valvula. A compressdao
toracica ¢ iniciada, portanto, a um volume que equivale a pressao de 30 cmH,O e
mantida até o final da inspiracdo forcada (quando o fluxo expiratdrio aproxima-se de
zero), quando a valvula ¢ fechada e a jaqueta volta a pressdao atmosférica encerrando a
compressdao toracica. A figura 3 apresenta os sistemas de inflagdo pulmonar e

compressdo toracica, ambos controlados pelo computador por meio de uma placa

conversora digital-analogica, com resolugio de 20 milisegundos.”
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Controlador
de Valvulas
Hans Rudolph

Fonte de ar
comprimido

fl

V

Valvula
de 3 vias

pneumotacaégrafo

Valvula

Terminal de 3 vias
de conexag monitor
de CO,
Controlador
de pressao
valvula
Jaqueta inflave l
Reservatorio
de pressao

Figura 3- Sistema de Inflacdo Pulmonar e Compressdo Toracica. O sistema de inflagdo ¢
controlado por quatro valvulas e ativado ao fim de cada expiragcdo. Como o sistema
recebe continuamente dados de fluxo e pressdo, o algoritmo de decisdo ¢ totalmente
controlado pelo software, baseado em sinais que caracterizam o inicio ¢ o final de
cada ciclo ventilatério. Ao final de uma inflagdo pulmonar, o técnico “autoriza” o
sistema a realizar uma compressao toracica, que persistira até o fim da expiragdo, ou
seja, até que o fluxo expiratdrio seja igual a zero.

4.8.3 Manobras Expiratorias Forcadas

As Manobras Expiratorias Forcadas eram realizadas com sucessivas inflagdes
pulmonares, feitas antes da expiragdo forgada com objetivo de inibir o impulso
inspiratorio durante a manobra e conseqiiente interrup¢do da curva fluxo-volume. A

expiragdo forcada iniciava em um volume pulmonar proximo a Capacidade Pulmonar
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Total, (pressao da via aérea = 30cm H,0O, V3) e continuava até o volume residual (VR).
As manobras expiratérias forcadas eram repetidas com incrementos de 5 a 10 cmH,0 na
pressao da jaqueta, partindo de pressdes baixas (40 a 50 cmH,0) até obterem-se fluxos

maximos. O teste era encerrado ao atingir limitacao de fluxo. 70

Os critérios de fluxo méaximo utilizados nesta pesquisa foram a obtengao de trés
curvas fluxo-volume visualmente idénticas com pressdes de jaqueta que diferiam em
pelo menos 10 cmH,O. Entre as curvas tecnicamente aceitaveis, a curva com o mais alto
produto entre CVF e Fluxo Médio-Expiratorio Final (FM-EF) era escolhida como a
melhor. Os critérios utilizados para considerar uma curva como tecnicamente aceitavel
foram os seguintes: a) elevacdo rapida do fluxo, atingindo o peak-flow; b) auséncia de
ruidos no sinal, especialmente na segunda metade da curva expiratoria; ¢) término suave

e sem inspiragdo durante a expiracao forc;ada.m

Ao final do teste, a crianga era despertada e permanecia sob supervisao médica até que o

grau de consciéncia fosse considerado normal.

4.8.4 Variaveis estudadas no Teste de Funcao Pulmonar

Os fluxos expiratorios for¢ados em 50, 75 e 85% representam o fluxo de ar
instantaneo (calculado por interpolagdo linear) na respectiva fracdo da Capacidade Vital
Forgada. O volume foi obtido por integragao digital do fluxo e ambos eram apresentados
na tela do computador em tempo real e guardados em arquivo de banco de dados para

analise posterior.
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Foram consideradas as seguintes variaveis:

>

Capacidade Vital Forgada - CVF (mL): Volume total de ar expirado pela

compressao toracica apds inflagdo pulmonar com pressao de 30 cmH;O.

Volume Expiratério Forgado em 0,5 segundo — VEF,5 (mL): Volume de
ar expirado pela compressao toracica em 0,5 segundo.

Fluxo Expiratério Forgado em 50% da Capacidade Vital — FEFso (mL/s):
Fluxo instantaneo em 50% da CVF durante a expiragao forcada.

Fluxo Expiratério Forgado em 75% da Capacidade Vital — FEF75 (mL/s):
Fluxo instantaneo em 75% da CVF durante a expiragao forcada.

Fluxo Expiratério Forgado em 85% da Capacidade Vital — FEFgs (mL/s):
Fluxo instantaneo em 85% da CVF durante a expiragao forcada.

Fluxo Médio-Expiratorio Forcado — FM-EF ou FEF;s75 (mL/s): fluxo
médio na por¢do central da expiracdo forgada, obtido pela razdo entre o

volume e o tempo entre 25 ¢ 75% da CVF.

Os valores de referéncia da normalidade utilizados foram previamente descritos

na literatura, obtidos a partir de 155 lactentes norte-americanos normais a termo.”

4.9 Analise estatistica

Os dados foram armazenados em um banco de dados especificamente

programado, utilizando-se o programa Excel.
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As variaveis quantitativas foram descritas através de média e desvio padrao ou
mediana e interquartil, conforme distribuicdo da variavel. Os dados qualitativos foram
apresentados através de percentuais. Foi utilizada a regressdo linear multipla com a
finalidade de avaliar os fatores perinatais nos desfechos especificos de interesse no
estudo (concentragdes das citocinas e teste de funcdo pulmonar). Os valores absolutos
das variaveis de desfecho do teste de funcdo pulmonar (fluxos e volumes pulmonares)

foram transformados em escore Z. Foram considerados significativos valores de p<0,05

4.10 Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Sdo Lucas da
PUCRS. Os pais foram sempre informados verbalmente e por escrito de todos os
detalhes da pesquisa e assinaram um consentimento informado (Anexo 3), confirmando
o conhecimento dos mesmos ¢ consentindo com a participagdo no estudo. Nenhum dos

pais abordados pelo investigador recusou participar do estudo.

Os pacientes ndo foram submetidos a nenhum risco adicional para coleta do
lavado traqueobronquico ja que este foi realizado nos momentos em que havia indicagao
clinica para aspiragdo traqueal ou durante os procedimentos de rotina realizados pela

enfermagem.
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Em relagdo ao teste de fungdo pulmonar, o método de compressao toracica tem
sido utilizado em varios centros clinicos e de pesquisa do mundo, mesmo em
prematuros.”* A sedagio com hidrato de cloral ja ¢é realizada para diversos outros
procedimentos como ecocardiografia e tomografia computadorizada, sendo que as

complicagdes decorrentes do seu uso ndo sio comuns.”
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas duas décadas, avangos terapéuticos tém resultado em um
significativo aumento da sobrevida de recém-nascidos (RNs) prematuros. O uso de
glicocorticoide materno perinatal em trabalho de parto prematuro, a administracdo de
surfatante exdgeno aos RNs e a melhora das estratégias de ventilagdo assistida tém sido
responsaveis pelo aumento das taxas de sobrevida.'” Entretanto, a incidéncia de doenga
pulmonar cronica (DPC) do prematuro tem se modificado pouco, apesar dos avangos nos
cuidados perinatais.3 Desta forma, atualmente, a redugdo do risco de morbidade a longo

. 4
prazo tornou-se um dos maiores desafios.

A necessidade de ventilagdo mecanica ao nascimento nos RNs prematuros € o
desenvolvimento de doenga pulmonar cronica (DPC), também conhecida como
displasia broncopulmonar (DBP), tém sido uma das maiores causas de morbidade nos

11

primeiros anos de vida nesse grupo de pacientes.”'' Esses pacientes sdo mais

susceptiveis a doengas respiratorias durante a infancia, como hiperresponsividade
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bronquica e infeccdes virais das vias aéreas inferiores, sendo freqlientemente

. . . . . 12.13
hospitalizados nos primeiros anos de vida. =

O papel da inflamagao nas vias aéreas na doenga pulmonar de RNs prematuros

e no desenvolvimento de DPC tém sido amplamente estudado.'* O envolvimento de

citocinas ¢ mediadores da resposta inflamatéria nas doengas respiratorias do RN
. . .. ~ n . 10,1516 174

prematuro tem sido descrito, principalmente em secrecao traqueobronquica. Ha um

equilibrio dindmico complexo entre citocinas pré-inflamatdrias e anti-inflamatorias no

sistema imune humano. O papel das interleucinas no desenvolvimento de doenga

pulmonar em RNs prematuros e DPC ¢ ainda pouco conhecido.

O fator de necrose tumoral-oo (TNF-o0) ¢ uma citocina pré-inflamatéria
produzida por varias células, incluindo macréfagos, mondcitos, linfocitos T e células
epiteliais. Estudos em RNs prematuros tém demonstrado que a elevagdo do TNF-o em
secre¢do traqueal, entre outras citocinas pro-inflamatorias, pode estar associado ao
desenvolvimento de DBP."""’ Por outro lado, a interleucina (IL)-10 é uma das citocinas
com caracteristicas antiinflamatérias mais importantes do sistema imune, que poderia
potencialmente exercer um papel importante na modulagao da DBP do prematuro. Ela
inibe tanto a sintese de citocinas pro-inflamatérias (IL-2, TNF-o, IL-6 e IL-8), como
também inibe a produg@o de citocinas por neutrofilos e células “natural killer”. Ela ¢
produzida por vdarias células do sistema imune, incluindo mondcitos e macréfagos

20;21-23

ativados, linfécitos T e B e células epiteliais do aparelho respiratorio. Jones e et al.

demonstraram que a IL-10 ndo ¢ detectavel nas amostras de lavado broncoalveolar em
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24
RNs prematuros com doenga pulmonar.” Por outro lado, outros estudos demonstraram

. , 4
que RNs prematuros com doenga pulmonar produzem IL-10 nas vias aéreas.

Assim, um melhor entendimento da resposta imune das vias aéreas dos RNs
prematuros com doenga pulmonar e sua associagdo com fatores perinatais pode resultar

em novas estratégias de prevencio e de tratamento da DBP.>

O objetivo do presente estudo ¢ analisar a resposta inflamatéria pulmonar em
RNs prematuros em ventilagdo mecanica através da mensuragdo seriada de IL-10 e
TNF-a no lavado traqueobronquico (LTB), verificando se existe alguma associacdo dos
niveis destas interleucinas com fatores perinatais ou fungdo pulmonar mensurada

posteriormente.
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2 PACIENTES E METODOS

2.1 Selecao da Amostra

Prematuros com idade gestacional igual ou inferior a 32 semanas, nascidos no
periodo de novembro de 2001 a novembro de 2002, que necessitaram de ventilacdo
mecanica nas primeiras 24 horas de vida por insuficiéncia ventilatoria, foram recrutados

na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) do Hospital Sdo Lucas da PUCRS.

Foram excluidos os RNs que apresentavam malformag¢des incompativeis com a
vida e aqueles que necessitaram de ventilagdo mecanica por um periodo inferior a 24

horas.

Para a coleta de dados, foi utilizado um protocolo previamente desenvolvido
(Anexo 1). Os dados foram coletados através de revisdo dos prontuarios dos pacientes ¢
entrevistas com as maes. Os prontudrios eram revisados diariamente pelo investigador
principal para registro das intercorréncias ocorridas durante a internacdo. As seguintes

variaveis foram consideradas nesta etapa da coleta de dados: idade gestacional, peso de
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nascimento, relacdo entre o peso e idade gestacional, sexo, corticoterapia antenatal,
idade e raca materna, infecgo materna, tempo de bolsa rota (horas), via de nascimento,
doenga da membrana hialina (DMH), pneumonia, DBP, uso de antibidtico, sepse, dias
em suporte ventilatério e em oxigenoterapia, obito, concentragdo de IL-10 e TNF-a e
variaveis relacionadas ao teste de funcdo pulmonar (medidas de fluxos e volumes
pulmonares). Para o acompanhamento ambulatorial utilizou-se a ficha de entrevista

(Anexo 2), onde foram anotados dados relacionados a evolugao clinica.

A idade gestacional foi obtida através da data da ultima menstruacdo ou pela
ecografia precoce e confirmada pela avaliacio da maturidade do recém-nascido pelo
método Ballard. A relagdo entre peso e idade gestacional foi definida em trés grupos,
segundo as curvas de crescimento intra-uterino de Usher ¢ McLean.” Infeccdo materna
foi definida por sinais de corioamnionite, febre materna ou hemograma alterado,
hemocultura positiva, infec¢do do trato urinario recente. O diagnostico de doenga da
membrana hialina (DMH) foi realizado pela equipe assistente através de critérios
clinicos, radioldgicos e, em alguns pacientes, através de um teste demonstrando
maturidade pulmonar. Pneumonia e sepse neonatais foram também definidas pela equipe
assistente de acordo com os achados clinicos, radioldgicos e de exames de cultura.
Doenga pulmonar cronica foi definida como a necessidade de oxigénio suplementar com
36 semanas de idade gestacional pods-concepcional e radiograma de térax com

alteraq6es.z7
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2.2 Coleta das amostras de lavado traqueobrénquico

O LTB foi coletado dentro das primeiras 24 a 48 horas de intubagdo
endotraqueal. As amostras foram coletadas durante a aspiragao endotraqueal de rotina ou
no momento em que a mesma era clinicamente indicada. Depois de instilado 0,5 mL de
soro fisiologico no tubo endotraqueal, o respirador era conectado por duas ou trés
ventilagdes e, em seguida, era realizada aspiragdo com sonda n° 6. A sonda era
introduzida até haver resisténcia ao avango da mesma. Apds aspirado, o material era
diretamente coletado em um frasco estéril. Apos a aspiragdo, a sonda era lavada com 1
mL de solugdo fisiologica. Apods a colheita da amostra, esta era transportada
imediatamente para o laboratério, acondicionada em gelo, para processamento do
material. Amostras subseqiientes foram colhidas nos dias 3, 5, 7, 10, 15 e 20 apds
intubagdo, naqueles RNs que permaneceram em ventilagdo mecanica por esse periodo.
Em RNs que haviam recebido surfatante, a amostra foi coletada pelo menos apos 8 horas

da sua administracgao.

2.3 Processamento da amostra

Apds pesagem da amostra, o material era centrifugado a 2.000 rpm, por 2
minutos. O sobrenadante era separado e armazenado em aliquotas de 110 uL a —80°C,

para posterior mensuragdo das citocinas.
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2.4 Mensuracao das citocinas

As concentragdes de TNF-o e IL-10 no sobrenadante das amostras de LTB
foram realizadas através do método de ELISA, segundo instru¢des do fabricante
(Pharmigen, USA), no laboratério de Pneumologia do Instituto de Pesquisas Biomédicas
da PUCRS. O limite inferior de deteccao de TNF-a e IL-10 para este método foi de 7,8
pg/mL. Quando o nivel de uma determinada amostra era indetectavel, metade do limite
inferior de deteccao foi considerada para fins de analise estatistica. O valor da citocina

mensurada foi sempre ajustado para o volume da amostra coletada do LTB.*®

2.5 Seguimento dos Pacientes

Todos os pacientes foram acompanhados pelo investigador principal durante a
internacdo na UTIN at¢ a alta hospitalar. Posteriormente, os pacientes foram seguidos no
ambulatorio de Pneumologia Pediatrica e monitorizados em relagdo a presenga de
sintomas respiratorios (Anexo 2). Durante as consultas, era realizado um exame fisico
completo do aparelho respiratorio pelo investigador principal. Sinais de dificuldade
respiratéria (taquipnéia, retragcdes toracicas, batimentos de asa do nariz, gemeéncia e

cianose) e ausculta pulmonar foram anotados.
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Os radiogramas de térax realizados durante a internacdo hospitalar e o
acompanhamento ambulatorial foram interpretados por um radiologista do Hospital Sao
Lucas da PUCRS, que nao tinha conhecimento do diagndstico respiratdrio inicial ou do

desfecho clinico do paciente.

2.6 Realizacdo dos Testes de Fun¢do Pulmonar pela Técnica da Compressao

Toracica Rapida

A fungdo pulmonar foi avaliada através do método de compressdo toracica
rapida a partir de volumes elevados.” Apos registro de peso e comprimento, os lactentes
foram sedados com hidrato de cloral na dose de 50 a 80 mg/kg. Resumidamente, varias
inflagdes pulmonares a uma pressao de 30 cmH,O foram realizadas e, ao final, a
expiragao for¢ada foi iniciada pela compressdo do térax por uma jaqueta inflavel
colocada ao redor do térax e abdomen. Portanto, a expiracdo inicia em um ponto
proximo a capacidade pulmonar total e prossegue até o volume residual, reproduzindo
uma espirometria. O volume foi obtido pela integracio dos fluxos expiratdrios,
convertidos em escore Z pelas equagdes de regressdo e varidncia previamente
publicadas.”” A partir de miltiplas curvas fluxo-volumes tecnicamente aceitaveis,
obtidas com diferentes pressdes de jaqueta (entre 4 a 12 curvas por paciente), a melhor
curva fluxo-volume era selecionada como aquela com o maior produto de CVF e

FEF25—75
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2.8 Analise estatistica

As variaveis quantitativas foram descritas através de média e desvio padrao ou
mediana e interquartil, conforme a distribui¢ao da variavel. Os dados qualitativos foram
apresentados através de percentuais. Foi utilizada a regressdo linear multipla com a
finalidade de avaliar os fatores perinatais nos desfechos especificos de interesse no
estudo (concentragdes das citocinas e teste de fungdo pulmonar). Os valores absolutos
das variaveis de desfecho do teste de funcdo pulmonar (fluxos e volumes pulmonares)

foram transformados em escore Z. Foram considerados significativos valores de p<0,05.

2.8 Ktica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Sdo Lucas da
PUCRS. Os pais foram sempre informados verbalmente e por escrito de todos os
detalhes da pesquisa e assinaram um consentimento informado (Anexo 3). Nenhum dos

pais abordados pelo investigador recusou participar do estudo.

Os pacientes ndo foram submetidos a nenhum risco adicional para coleta do
LTB, ja que esta foi realizada nos momentos em que havia indicagdo clinica para a

mesma ou durante os procedimentos de rotina realizados pela enfermagem.
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Em relagdo ao teste de fungdo pulmonar, o método de compressao toracica tem
sido utilizado em varios centros clinicos e de pesquisa do mundo, mesmo em
prematuros.”® A sedagio com hidrato de cloral ja ¢é realizada para diversos outros
procedimentos como ecocardiografia e tomografia computadorizada, sendo que as

. ~ ~ ~ 1
complicagdes decorrentes do seu uso nao sao comuns.’
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3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas da populacio em estudo

Trinta e trés prematuros foram recrutados durante o periodo de novembro de
2001 a novembro de 2002. Nao houve exclusdo por malformagdo incompativel com a
vida. Oito pacientes foram excluidos por necessitarem de menos de 24 horas de
ventilagdo mecanica. Dos 25 pacientes incluidos no estudo, 5 (20%) haviam nascido em
outros hospitais e foram transferidos ao Hospital Sdo Lucas. Quatorze pacientes (56%)
foram intubados e ventilados ja em sala de parto. Os dados perinatais do grupo em
estudo estdo apresentados na Tabela 1 e as caracteristicas clinicas sdo mostradas na

Tabela 2.
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Tabela 1 - Dados perinatais dos pacientes em estudo.

Dados n=25
Sem consulta pré-natal 16%
Ruptura de membranas (horas) > 18 horas 20%
Corticoide pré-natal 56%
Infecgdo materna 40%
Pré-eclampsia 12%
Raga materna (branca) 44%
Nascimento Vaginal 60%
Peso de nascimento (gramas) 803 £ 197
Idade gestacional (semanas) 28 (25-28,2)
Sexo (masculino) 36%
Pequenos para idade gestacional 16%

e e e e
Valores expressos em média £ desvio padrdo ou mediana (interquartil) ou percentual (%)
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Tabela 2 - Caracteristicas clinicas da amostra.

Caracteristicas n=25
DMH 76%
Pneumonia congénita 4%
Sepse* 56%
Sepse** 40%
Pneumonia 12%
Persisténcia do canal arterial 56%
Hemorragia pulmonar 32%
Enfisema pulmonar 16%
Sifilis congénita 4%
Pneumotorax 20%
Hemorragia intraventricular 32%
Enterocolite necrotizante 4%
Suporte ventilatorio: (dias)

CPAP 2,0 (0-5)
Ventilagdo mecanica 5,0 (2-10,2)

Oxigénio suplementar (dias) 9 (6-28,8)
DBP 8%
Obitos na UTIN 52%
Dias de internagao 31(7-61,2)

Valores expressos em mediana (interquartil) ou percentual (%)
*Sepse precoce: quadro clinico + alteragdes laboratoriais, sem hemocultura positiva
**Sepse tardia: quadro clinico + alteragdes laboratoriais, com hemocultura positiva

Quatorze pacientes foram a 6bito durante o periodo do estudo, sendo que treze
deles durante a internagdo na UTIN e um durante o periodo de seguimento ambulatorial.
Todos os o6bitos da UTIN estavam associados a presenca de sepse, 2 com hemocultura
positiva, 3 com hemorragia pulmonar e pneumotérax associados, 1 com hemorragia
cerebral intra-parenquimatosa, 6 com persisténcia de canal arterial, 4 com insuficiéncia
renal ¢ 1 com pneumonia. Nenhum paciente recebeu alta hospitalar necessitando de

oxigenoterapia. Entre os 11 sobreviventes, dois pacientes desenvolveram DBP.
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3.2 Acompanhamento ambulatorial

Dos doze lactentes acompanhados, seis (54,5%) apresentaram sibilancia
durante os primeiros seis meses de vida. Um paciente apresentou apenas 1 episodio de
sibilancia, 2 pacientes apresentaram episodios de sibilancia recorrente ¢ 3 pacientes
apresentaram sibilancia persistente. Destes, trés necessitaram hospitalizacdes nos

primeiros seis meses de vida, para tratamento das exacerbagdes respiratorias.

Um paciente faleceu durante o acompanhamento ambulatorial, no domicilio,
com 6 meses de vida. Esse paciente apresentava sibilancia persistente. A causa do 6bito

ndo foi determinada clinicamente.

3.3 Analise das citocinas

Foram obtidas setenta amostras seqiienciais de LTB dos 25 pacientes incluidos
no estudo. Das 70 amostras coletadas, quarenta e sete (67%) foram positivas para TNF-
o e dezoito (26%) para IL-10. A positividade das amostras em relagao aos dias de coleta

¢ apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3- Positividade das interleucinas em relaciao aos dias da coleta

Dial Dia2 Dia3 Dia5 Dia7 Dial0 Dial5 Dia?20 Total

TNF-o 7 14 8 7 3 4 2 2 47
IL-10 2 4 5 2 1 2 1 1 18
Total 12 21 14 10 4 4 3 2 70

Nao foi observado um padrao linear na producao de citocinas no LTB durante o
periodo de colheita das amostras. As concentragdes de IL-10 e TNF-a durante os dias de

colheita de LTB sdo ilustradas nas Figuras 1 e 2.

Nao houve associacdo significativa dos niveis de TNF-a e IL-10 com idade
gestacional, peso de nascimento, DMH, tempo em ventilagdo mecanica, duragdo de
suplementacdo de oxigé€nio e Obito dos pacientes. Entretanto, nas amostras coletadas no
dia 2, foi encontrada uma associagao significativa entre a concentragdo de TNF-a e IL-
10 e o tempo de ruptura das membranas amnioticas (p=0,002, r=0,652 e p<0,001,

r=0,57, respectivamente).




Resultados — Parte I1 60

R
L

[}

n

[N}

]

P

(]
n
LI e L
9o ok
L
&

]

"
©H

IL-10 (logso[pg/mL])

—
(-

o

n

=
]

I 7 7 7 | |
123 5 7 10 15 20

Seguimento (dias)

Figura 1- Concentragdes de IL-10 (pg/mL) nos primeiros 20 dias de intubagdo dos pacientes estudados.
As amostras nas quais a IL-10 foi indetectavel sdo representadas na metade do limite de

detec¢do para esse método (3,9 pg/mL).
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Figura 2- Concentragdes de TNF-a (pg/mL) nos primeiros 20 dias de intubag@o dos pacientes estudados.
As amostras nas quais o TNF-a foi indetectavel sdo demonstradas na metade do limite de

deteccao para esse método (3,9 pg/mL).
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3.4 Estudo da funcio pulmonar

Dez pacientes realizaram o estudo de fung¢do pulmonar. Nao houve
intercorréncias durante a realizagdo dos exames. Nao foram observadas reagdes adversas

ao uso do hidrato de cloral.

As caracteristicas dos pacientes no momento da realizagdo do teste de fungao
pulmonar e os respectivos resultados sdo apresentados na Tabela 4. Os parametros
testados através das Manobras Expiratorias For¢adas foram convertidos em escore Z

pela seguinte formula: Z= (observado-previsto) / desvio padrao.

Tabela 4- Dados dos pacientes no momento do teste de funcio pulmonar e

resultados:

Caracteristicas (n = 10)
|

Peso de nascimento (gramas) 997,0 + 231
Idade gestacional (semanas) 27,8+ 1,4
Sexo ( masculino) 20%

Idade ao teste (semanas corrigidas) 11,3£5,5
Peso ao teste (Kg) 4,7+1,1
Comprimento (cm) 55,4+44
CVF 0,182 £ 1,383
FEFs5, -2,717 + 1,454
FEF 5 -2,184 + 2,589
FEFjg;s -2,452 £ 3,057
FEFs5.75 -2,945+ 2,117
VEF5 -0,947 + 1,172

]
Valores apresentados em média + desvio padrdo, mediana (interquartil) ou percentual (%)
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A figura 3 ilustra a mediana e os percentis 5, 25, 75 e 95 dos escores Z das

variaveis de fungdo pulmonar dos prematuros estudados.

o
3 2
3 1
N
4 4
L l
-6
'8 T T T T T T

Z-FVC Z-FEV0.5 Z-FEF50 Z-FEF75 Z-FEF85 FEF25-75

Figura 3- Escore Z das Variaveis do Teste de Fun¢do Pulmonar: mediana, percentis 5, 25, 75 e 95.
%
p<0,05.

Foi encontrada uma associacdo inversa significativa entre FEF;s e a

concentracao de TNF-a no dia 2 pos-intubacao (p=0,03 e r=0,7).
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Figura 4- Correlagdo entre os niveis de TNF-a no LTB no segundo dia pés-intubagdo e FEFs.

Nao foi encontrada relacdo entre o numero de dias de ventilagdo assistida,
suplementacdo de oxigénio e as variaveis de fung¢do pulmonar nos pacientes testados.
Um paciente ndo realizou o estudo da fun¢do pulmonar durante o acompanhamento por

ndo comparecer nos dias agendados para o exame.
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4 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que concentracdes de TNF-a e IL-10 s@o
detectaveis no LTB de RNs prematuros entre 24 e 32 semanas de idade gestacional. O
TNF-o foi detectado em 67% das amostras coletadas, enquanto a IL-10 em apenas 26%.
Além disto, foi encontrada uma relagdo direta entre as concentragdes de TNF-a e IL-10
e o tempo de ruptura das membranas amnidticas e uma associacao negativa entre TNF-o

e FEF7s, no segundo dia pos-intubagao.

Neste estudo, foi utilizado o LTB como o método de analise da resposta
inflamatdria pulmonar dos RNs prematuros. Nao existe um método padronizado para
este fim, como o lavado broncoalveolar através da broncoscopia flexivel em lactentes e
criangas maiores, devido a limitagdes técnicas do tamanho do aparelho em RNs
intubados. Entretanto, varios estudos tém adaptado métodos para RNs intubados, usando

.. ~ e 410,11,24,32-36 e
técnicas de lavado broncoalveolar ndo broncoscopicas. A utilizagdo de

marcadores para corre¢do do fator dilucional, como IgA, uréia ou
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albumina, ndo demonstrou ser um método confiavel.''*” Desta forma, até o momento,
como um apropriado denominador de referéncia para corrigir os efeitos dilucionais do
lavado ndo tem sido uniformemente aceito, calcular a concentracao de citocinas a partir
do volume de retorno do LTB (pg/ml) tem sido o método de escolha em pesquisas para
analise de concentra¢io de solutos em lavados broncoalveolares''**** O método de
LTB nao seletivo foi utilizado neste estudo porque, além de fazer parte da técnica de
rotina utilizada pela enfermagem, ¢ o método de escolha de varios estudos

L. 4,10, 11,24, 32-34, 36
prévios.” RS

Uma infiltracdo de células inflamatérias e a presenca de citocinas tém sido
descritas nos pulmdes de RNs prematuros com doenca respiratéria. Essa resposta
inflamatoria pode ser desencadeada por diversos fatores, incluindo ventilagdo mecanica,
radicais livres de oxigénio, aumento do fluxo pulmonar devido a paténcia do canal
arterial e infecgio pulmonar ou sistémica adquiridas antes ou ap6és o nascimento.’
Existem dados convincentes de que a inflamagdo contribui para o dano pulmonar em
recém-nascidos prematuros’! ¢ desempenha um papel importante na fisiopatogenia da
DBP. Ha evidéncias de que a DBP est4 associada com uma resposta inflamatoria nos
pulmdes imaturos e com um aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatorias no

LTB."

As citocinas TNF-o e IL-10 tém sido envolvidas na inflama¢do pulmonar de

. \ S Ay 10,11,24,33,35,36
RNs prematuros submetidos a ventilagdo mecanica = =777

No presente estudo,
foram detectados TNF-ot em 67% e IL-10 em 26% das amostras coletadas. Como nio

era objetivo deste estudo, o delineamento (ndo controlado) ndo nos permite concluir se
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estas freqiiéncias sdo significativamente elevadas ou reduzidas. Uma das justificativas
para a escolha deste delineamento ¢ que existe uma contra-indicagdo absoluta, técnica e
¢tica, de coletar secrecdo traquebronquica de RN normais sem doenca pulmonar.
Estudos em modelos animais e RNs prematuros ventilados encontraram elevados niveis
de TNF-a na secregdo ‘[raqueobrf)nquica.10’36’38’39 Por outro lado, uma deficiéncia na
produgdo de IL-10 pode estar associada & doenca pulmonar dos RNs prematuros.''****

Assim, varios estudos prévios t€ém demonstrado que TNF-o e IL-10 parecem exercer um

papel importante na fisiopatogenia da inflamagao pulmonar neste grupo de pacientes.

Devido a amostra muito pequena, ndo foi possivel analisar adequadamente a
existéncia da associagdo entre DBP e os niveis de citocinas. Além disto, ao contrario de
Jonsson et al.'’, nos ndo encontramos relagdo entre as concentragdes de TNF-o ou IL-10

e idade gestacional, duracdo da ventilagdo mecénica e tempo de oxigenoterapia.

Neste estudo, ndo foi possivel determinar um padrdo linear caracteristico
(crescente ou decrescente) de producao de TNF-a ou IL-10 no decorrer dos dias de

4,11,24,32,34
11243234 Baresford et

ventilagdo mecanica, concordando com alguns estudos anteriores.
al* relatou que as concentracdes de IL-10 aumentam apds os primeiros cinco dias de

idade pos-natal. Tal achado ndo foi observado no presente estudo.

Em relacdo a ruptura de membranas amnioticas, foi demonstrada uma
associagdo entre o tempo de ruptura das mesmas e o aumento do processo inflamatoério
nas vias aéreas nos RNs prematuros (aumento de TNF-o e IL-10 no LTB). A inflamagao

pulmonar pode iniciar-se antes mesmo do nascimento, através da exposi¢ao intrauterina
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a citocinas inflamatorias liberadas devido a infecgdes maternas ou ruptura prolongada de
membranas.”* O aumento do niimero de células inflamatorias no liquido amnidtico é
uma das caracteristicas da ruptura prolongada de membranas amnidticas.*’ Como
resultado de infeccdo ou outros estimulos, o exudato inflamatério amniodtico poderia

banhar o pulmio dos fetos.*"*

Portanto, durante a ruptura prolongada de membranas, o
~ , ’ . Jon) . 41 .
pulmao fetal esta exposto a células inflamatorias e seus mediadores.” Assim, a
exposi¢do intra-uterina a citocinas, como conseqiiéncia de uma inflamagao ou infecg¢ao

ascendente, poderia induzir trabalho de parto prematuro e inflamacdo nas vias aéreas,

desencadeando doenca pulmonar apds o nascimento.’

Varios estudos demonstraram que a corioamnionite ¢ a producdo de citocinas
pro-inflamatorias no liquido amnidtico ou no pulmao do RN prematuro esta associada ao
desenvolvimento de DBP.** ¥*** Assim, pode se especular que o processo inflamatério
intrauterino desencadeado por infec¢ao pode ser um fator de risco para desenvolvimento

de DBP.

Em relacdo a fun¢do pulmonar, foi encontrada uma associacdo negativa
significativa entre a concentragdo de TNF-a no dia 2 pos-intubagao e o FEF;s. Esses

achados ndo foram descritos previamente. A incidéncia de morbidades respiratdrias em

46,47

criangas nascidas prematuramente ja vem sendo estudada ha algumas décadas e tem

sido relacionada as doengas pulmonares e as terapias ventilatérias durante o periodo
neonatal.*>
Estudos demonstraram que a resposta inflamatoria tem um papel fundamental

12,15, 43,54,55

na patogénese do dano pulmonar e que a DPC estd associada a um aumento
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dos niveis de citocinas pro-inflamatorias no LTB, dentre elas o TNF-a.'! Dados recentes
detectaram uma associagdo positiva entre ruptura prematura de membranas e reducao de
fluxos expiratérios em prematuros sem doenga pulmonar significativa no periodo
neonatal.”® A resposta inflamatoria intrauterina a infecgdo, através de citocinas, pode ter
um importante papel na determinagio de DBP em prematuros.* Van Marter >’ observou
que a ventilagdo mecanica prolongada e infec¢do pds-natal interagem com infecgdo
antenatal para o aumento de risco para DBP. Fluxos reduzidos nas vias aéreas podem ser
secundarios a uma reducdo do calibre destas devido a inflamacdo e espessamento da
mucosa como também por um aumento de complacéncia do parénquima pulmonar e/ou

das vias aéreas.

Este estudo ndo revelou uma relagdo estatisticamente significativa entre a idade
gestacional, o peso de nascimento e a reducdo de fluxos expiratdrios, talvez pela
pequena quantidade de pacientes testados, embora alguns estudos realizados em idades
mais avangadas tenham encontrado resultados sugestivos dessa associa¢do.”™’

Igualmente nao foi encontrada uma associacdo significativa entre tempo em ventilagao

mecanica ou oxigenoterapia e reducdo de fluxos expiratérios.

Com todos esses resultados, conclui-se que investigagdes futuras sdo
necessarias para determinar o papel de varias citocinas na fisiopatogenia da DBP,
auxiliando no desenvolvimento de alternativas terapéuticas e preventivas para reduzir a

morbidade da doenca pulmonar cronica dos RNs prematuros.
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5 CONCLUSOES

»  Niveis detectaveis de TNF-a e IL-10 foram encontrados no lavado
traqueobronquico em 67% e 26% dos RNs prematuros submetidos a
ventilagdo mecanica, respectivamente. Citocinas pro-inflamatorias e
antiinflamatorias estdo presentes nas vias aéreas de RNs prematuros

submetidos a ventilagdo mecanica.

»  Foi encontrada uma relagdo direta entre as concentragdes de IL-10 e
TNF-a no lavado traqueobrdnquico e o tempo de ruptura das membranas

amniodticas.

»  Houve uma correlagdo negativa significativa entre os niveis de TNF-a e o

FEF75 nos pacientes submetidos ao teste de fungao pulmonar.
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ANEXO 1

Protocolo de registro de dados

Sinais de corioamnionite:( )febre materna ( )dor baixo ventre ( )LA fétido

IGO......... ECOi i DUM...cooiiiiiiiiiieice e
DN:............ AS........ hs

Parto:.....ccoveveeiiieee apresentacgao............ BR:.......... LA:...........

Atend. Sala de PATTO......ccuiiiiiieiiieie et e st re e eaaeenaaee e

PN Apgar:................ IGP:.............. ( HAIG ( )GIG ( )PIG

DiagnOsStiCOS NA DATXA:....veeeiiieiieeriiie ettt ettt steestee et eesaeesebeeenneeas CRIB.......
Foi a ventilagdo:......hs de vida, POT........cceeviiriiiiiiiieciece e
Uso de surfactante: 1* dose:......hs de vida; 2*dose:......hs de vida; 3*dose........ hs de vida.

1*: data............ horario:.......... hs de vida.............. GA prévia.....oooveeeeeveennnnne, em VM.........
parametros vent. na coleta:...........ccceevveeeveeennnnn.

2% data:............ horario:.......... hs. de vida............. GA prévia:....ooeveeeeeeeennne. em VM:.......
parametros vent. na coleta:...........coccveevveerveennnnn.

3% data............. horario:........... hs de vida............... GA prévia:.....cccoevevrvennnennen. em VM.:.....
parametros vent. na coleta:...........cocceeevveerveennnnn.

4% data............ horério............. hs de vida................ GA prévia:.....coceevvvveeneennne. em VM:....
parametros vent. na coleta:...........ccceevveerveennnnn.
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Dias em ventilacdo mecénica:

Dias em CPAP:

Dias em oxigenoterapia:

Pneumotorax:........ccceevvveeveeennennn. Enfisema intersticial...........ccccceevverneennen.
Doenca pulmonar CrONICA:........ccververieeieeiienteeeeeieeteeee e eseeesseeseesseenseenseens
Alta
(5311 OSSR Pesoiiiiiiiiii. IGCa e
Obito em:................... J010) GRS PRPP




Anexos 79

ANEXO 2
Acompanhamento ambulatorial
Ficha de entrevista
1.Prontuario:
2.Data:
3.Idade:
4.Raca: ( )caucasiana ( )negra ( )mista
5.Peso:
6.Sibilancia: Primeiro episodio ( )  Recorrente ( ) Persistente ()
7.Tosse: ( )sim ( )ndo
8.Exame fisico: FR_ Retrag¢des ( ) Cianose ( ) Sibilos ( ) Crepitacdes ( )
Roncos () geméncia( ) BAN( )
9.Medicagdes: Beta 2 () Ipatropium () Antibidticos () Corticoide oral ( ) Cort.
Inalatorio ()
10.Rx de .térax: Infiltrado peri-hilar ( ) Hiperinsuflagdo ( ) Atelectasia ( )
Outros.......ccceeeuvenee.
11.Hist. familiar de asma/atopia: Mae ( ) Pai( ) Irmaos ( )
12.Tabagismo domiciliar: Mae ( ) Pai ( ) Outros ( )
13.Saturagao:
14.Necessidade de oxigénio: Sim ( ) Nao ( ), Se sim, quanto:

15.Intercorréncias/Internagoes:
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ANEXO 3

Termo de Consentimento Informado

O seu bebé no momento esta necessitando de um tipo de ajuda para respirar que chamamos de
ventilagdo mecanica. Esse tipo de tratamento requer alguns cuidados, especialmente em bebés prematuros.
Um dos cuidados ¢ a aspiracdo frequente do tubo que leva o ar até o pulmao do bebé. Esta aspiragdo tem
por objetivo retirar as secregdes que ficam aderidas ao tubo. Quando essa secregdo ¢ retirada, ela €
desprezada e jogada fora. O objetivo desse trabalho ¢ analisar o material dessa secrecdo e apods
correlacionar estes achados com a fun¢do do pulmao e isto pode nos levar a identificar quais serdo os
bebés que terdo doenga pulmonar no futuro.

O meio que vamos usar para realizar este trabalho se d4 através de um aspirado broncoalveolar, isto
¢, da colocacdo de soro fisiologico dentro do tubo endotraqueal e da sua aspiragdo logo a seguir. O
material obtido serd apo6s analisado em laboratério.

O teste da fun¢@o do pulmaio sera realizado apos a alta hospitalar, por uma equipe médica treinada,
e para o mesmo, serd feita sedagdo com um remédio (hidrato de cloral) que faz com que a crianga fique
sonolenta e durma por aproximadamente 20 a 30 minutos. A sedagdo com hidrato de cloral ¢ usada
rotineiramente em procedimentos em criangas por ser bastante segura.

Sua participag@o nesse estudo ndo ird afetar o tratamento que seu filho faz e vocé pode desistir
quando quiser. Os resultados sdo sigilosos e nao havera identifica¢ao das crianca estudadas na publicacdo
dos dados.

Eu, (responsavel) fui informado sobre os objetivos da pesquisa

acima de maneira clara e detalhada. Estou ciente que caso existam danos a saude de

, ele tera direito a tratamento médico e indenizagdo conforme

estabelece a lei. Caso tiver novas perguntas sobre este estudo posso chamar o pesquisador responsavel,
Dra Andréa Lucia Corso pelo telefone 3388.3719 ou Dr. Marcus Jones pelo telefone 3320.3000 ramal
2221.

Declaro que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

I
Ass. do responsavel pelo paciente Nome Data

]
Ass.do Pesquisador Nome Data

Este formulério foi lido para (nome do responsavel do
paciente) em / / , pelo (nome do pesquisador), enquanto eu estava
presente.
I

Ass. da testemunha Nome Data
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APENDICE I - Dados dos pacientes - Parte 1
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APENDICE I - Dados dos pacientes — Parte 2
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APENDICE I - Dados dos pacientes - Parte 3
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APENDICE 11 - Dados concentracoes das citocinas

2
3
4
5
]
7
8
9
39
517
648 | 1184 1513
39 560 | 1824
729
39 729 39 107.0
1285
38 38
38 39 | 1142] 2567 | 1714 | 1071
3750
2505 | 10661 | 2500 | 625 39 728
39 38 62,5
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APENDICE 111 - Dados dos testes de Funciao Pulmonar — Parte 1
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