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Follow your steps and you’ll find

The unknown ways are on your mind

Need nothing else than just your pride to get there!
So carry on there’s a meaning to life

Which someday we’ll find

Mattos, André - 1993



RESUMO

A necessidade de intubacdo e uso de ventilagdo mecanica (VM) na prematuridade esta
relacionada a chamada lesdo pulmonar induzida pela ventilacdo (VILI) e consequente
displasia broncopulmonar (DBP). Estudos com animais e também em humanos mostraram
que breves periodos de VM sao suficientes para a liberacdo de interleucinas pré-inflamatorias.
Outras formas de VM que regulam o volume-corrente evitando o volutrauma e as ventilagdes
ndo invasivas como a pressdo positiva continua em via aérea por pronga nasal (CPAPnN)
parecem medidas protetoras ou menos lesivas para VILI. Esses efeitos protetores do CPAPN
ndo foram ainda estudados em humanos. Obijetivo: avaliar os niveis plasmaticos da
interleucina (IL)-1p, IL-6, IL-8, IL-10 e fator de necrose tumoral (TNF)-a em recém-nascidos
tdo logo instituido CPAPn e duas horas ap0s. Secundariamente, avaliacdo dessa resposta
inflamatéria em pacientes que necessitaram de VM. Metodologia: estudo de coorte
prospectivo, incluindo recém-nascidos admitidos com idade gestacional (IG) de 28-35
semanas e necessidade de assisténcia ventilatéria, excluindo malformacGes, infeccdo
congénita, sepse, surfactante profilatico e suporte ventilatorio em sala de parto. Amostras de
sangue coletadas nesses dois momentos. Realizada descricdo das varidveis em medianas e
interquartis (p25-p75), empregado Teste de Wilcoxon. Resultados: 43 recém-nascidos, médias
de peso 1883,5+580g e IG 32+2,4semanas, 23 (53%) receberam CPAPNn como primeira
modalidade ventilatoria. Pré-termos ap6s duas horas de VM apresentaram niveis
significativamente maiores de IL-6, TNF-a e IL-8. Ja& os niveis de IL-6 reduziram
significativamente apos duas horas de CPAPn. Em 15 dos 22 (68%) neonatos cujas mées
receberam corticoide pré-natal, as medianas das citocinas foram menores no inicio do uso do
CPAPN, mas esse efeito ndo se sustentou duas horas apés. O uso de surfactante pelos

prematuros em VM ndo alterou a resposta inflamatéria em comparagdo aos que nhdo



necessitaram do farmaco. Conclusdo: demonstramos que 0os RN em CPAPN apresentaram
minima liberacéo de citocinas pro-inflamatorias e essa modalidade pode ter um papel protetor
- nesse estudo potencializado pelo uso de corticoide ante natal. Por outro lado, VM promove
significativa resposta inflamatoria, estimulando-se CPAPN como estratégia ventilatoria inicial
protetora ao prematuro maior de 28 semanas de IG com desconforto respiratério moderado.
Ainda assim, serdo necessarios mais estudos para determinar o papel de outras formas de
ventilacdo ndo invasiva e outras formas de VM consideradas protetoras na prevencédo da VILI.
Essa nova compreensdo dos mecanismos de lesdo envolvendo resposta inflamatéria mediada
pelas citocinas possibilitara o desenvolvimento de novas estratégias no cuidado dos recém-

nascidos prematuros.

Palavras-chave: prematuros, ventilagio mecanica, citocinas, displasia broncopulmonar,

pressdo positiva continua na via aérea, lesdo pulmonar induzida pela ventilacéo.



ABSTRACT

The need for intubation and mechanical ventilation (MV) in preterm infants is related to
ventilator-induced lung injury (VILI) and subsequent bronchopulmonary dysplasia (BPD).
Studies in animals and in humans have shown that short periods of MV are enough for the
release of pro-inflammatory interleukins. Other forms of MV that regulate tidal volume
avoiding volutrauma and non- invasive ventilation such as continuous positive airway
pressure by nasal prongs (nCPAP) seem protective measures against VILI. These protective
effects of NCPAP have not been studied in humans. Objective: To evaluate the plasma levels
of interleukin (IL) - 1B, IL -6, IL - 8, IL - 10 and tumor necrosis factor (TNF) - o in preterm
infants as soon as established nCPAP and two hours after. Secondarily, to evaluate this
inflammatory response in patients who required MV. Methods: Prospective cohort including
newborns admitted with gestational age (GA) of 28-35 weeks and requiring ventilation
support, excluding malformations, congenital infections, sepsis, previous surfactant use and
ventilatory support need in the delivery room. Blood samples were collected at those two
moments. Cytokines were described as medians and interquartile ranges (p25 - p75), and
Wilcoxon test was performed. Results: 43 newborns, medium weight 1883.5 + 580g and
gestational age of 32 + 2.4 weeks, 23 (53 %) received nCPAP as the first ventilatory mode.
Preterm two hours after MV had significantly higher levels of IL - 6, TNF - o and IL - 8. The
levels of IL - 6 decreased significantly two hours after nCPAP. In 15 of 22 (68 %) neonates
whose mothers received antenatal corticosteroids, the median of cytokines were lower at the
onset of the nCPAP, but this effect was not sustained after two hours. The use of surfactant in
preterm infants in MV did not alter the inflammatory response compared to those who did not
need the drug. Conclusion: we demonstrated that nCPAP presents minimal release of pro-

inflammatory cytokines and may have a protective role - in this study enhanced by the use of



antenatal corticosteroids. Still, MV promotes significant inflammatory response, thus
stimulating nCPAP as initial less harmful ventilatory strategy to preterm greater than 28
weeks of GA with moderate respiratory discomfort. Therefore, further studies are needed to
determine the role of other forms of non-invasive ventilation and other forms of MV
considered protective in preventing VILI. This new understanding of injury mechanisms
involving inflammatory response mediated by cytokines allows the development of new

strategies in the care of premature infants.

Keywords: preterm infant, mechanical ventilation, cytokines, bronchopulmonary dysplasia,

continuous positive airway pressure, ventilator-induced lung injury.
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1. INTRODUCAO

Recém-nascidos prematuros, por definicdo, sdo aqueles cujo nascimento ocorreu antes
de 37 semanas completas de gestacdo. Cerca de 15 milhdes de neonatos, correspondente a
11% dos nascimentos mundiais, nasce antes do termo a cada ano e a prematuridade esta
relacionada a 35% de todas as mortes em recém-nascidos (RNs) (HOWSON CP et al., 2012).
O prognostico dos recém-nascidos pré-termo melhorou nos ultimos 30 anos devido as
inovacbes no cuidado neonatal, incluindo suporte ventilatério, uso pré-natal de
glicocorticoides e o uso de surfactante exdgeno, precoce ou de resgate (CROWLEY, 1995;
SOLL e MORLEY, 2000; CLARK et al., 2001).

As primeiras 24 horas de vida sdo cruciais para prematuros com desconforto
respiratorio precoce; a maioria respondera ao suporte ventilatério e surfactante (ENGLE,
2008), mas neonatos reanimados em sala de parto ou com sepse precoce poderdo evoluir para
faléncia respiratoria progressiva e que exija ventilagdo mecénica invasiva (VM) (JOBE e
IKEGAMI, 1998).

A intubacdo endotraqueal associada a ventilacdo com pressédo positiva esta relacionada
a estenose subglotica (ALBERT et al., 1990), infeccdo respiratéria (BALTIMORE, 1998),
lesdo pulmonar induzida pela ventilagdo - ventilator induced lung injury (VILI) (DONN e
SINHA, 2006) e displasia broncopulmonar (DBP) (PANDYA e KOTECHA, 2001). Estudos
experimentais em animais demonstraram que VM precoce induz o recrutamento de
neutrofilos nos pulmdes, com expressdo de citocinas pré-inflamatorias, o que também foi
observado em recém-nascidos humanos (NAIK et al., 2001; BOHRER et al., 2010).

As citocinas contribuem para a patogénese de varias doencas através da inducdo de
outros mediadores inflamatorios, sequestro e acumulo de neutréfilos, e aumento da

permeabilidade vascular (GRONECK et al., 1994; TREMBLAY et al., 2002). Alteracdes em
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citocinas pro-inflamatorias foram implicadas na patogénese de quase todos o0s processos de
doenca no prematuro, principalmente no cérebro, nos intestinos e nos pulmdes - recentemente
demonstrou-se 0 aumento dos niveis de citocinas na sepse e em formas moderadas a graves de

displasia broncopulmonar (BERNER et al., 1998; LISTA et al., 2006).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 0 PULMAO DO PREMATURO

O desenvolvimento fetal do pulm&o humano ocorre em cinco estagios (KOTECHA,

2000) (Figura 1):

embrionario (3-7 semanas),

pseudo-glandular (7-17 semanas),

canalicular (17-26 semanas),

sacular (27-36 semanas) e

alveolar, com maturacdo microvascular (36 semanas a 2 anos).

Tomando como exemplo os pulmdes de prematuros com idade gestacional (IG) de 24
a 28 semanas, podemos encontrar tanto a fase canalicular tardia quanto a sacular precoce. A
ramificacdo e expansdo dos espacos de ar para formar saculos, afinamento do mesénquima e

sintese de surfactante por células tipo-2 ocorrem mais tarde na gestacao.

Embridnico Pseudoglandular  Canalicular Sacular Alveolar
N — E
)\

broto pulmonar b s ;
| 1 | ¥ ° |
| ! | | | »

0 4 7 17 27 40 semanas

Figura 1- Estagios do desenvolvimento pulmonar.
Fonte: modificado de CENTRE DE REFERENCE DES MALADIES RESPIRATOIRES RARES,

2012.
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Como os prematuros nascem antes de completar o desenvolvimento e maturacao
pulmonar, apresentam espessamento da barreira hemato-alveolar, epitélio das vias aéreas
indiferenciado ou imaturo e reducdo na capacidade de produzir o surfactante. Podem
apresentar também dificuldade em eliminar o liquido pulmonar, apresentando pulmdes pouco
complacentes, susceptiveis ao colapso e com dificuldades nas trocas gasosas (JOBE et al.,
2008). Reducdo na producdo de surfactante, troca gasosa prejudicada e respiracéo
independente ineficiente resultam muitas vezes na necessidade de VM.

Todas essas caracteristicas somadas as menores quantidades de colageno e elastina,
disfuncdo quantitativa e qualitativa do surfactante pulmonar, e menor capacidade residual
funcional (CRF) (REBELLO et al., 2002), deixam o sistema respiratério do RN prematuro
mais suscetivel a VILI. Qualquer dano nos estagios precoces do crescimento pulmonar pode

resultar em sequelas a longo prazo.

2.2 AETIOLOGIA DA LESAO PULMONAR

A lesdo pulmonar tem etiologia multifatorial, relacionada as caracteristicas
morfolégicas, bioquimicas e fisiologicas do pulmd do RN. O pré-termo € suscetivel
primariamente aos agravos ou Secundariamente as intervengfes médicas associadas ao
nascimento pré-termo e suas complicagdes. Os principais mecanismos incluem:
prematuridade, desenvolvimento incompleto dos pulmdes, exposicdo ao oxigénio, trauma
devido a pressdo ou volume inadequado (barotrauma e volutrauma) na VM, reacOes
inflamatdrias pulmonares, presenca de edema pulmonar secundario ou ndo a persisténcia de

canal arterial, fatores nutricionais e obstrucéo de vias aéreas.
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A DBP é uma doenca comum entre 0s prematuros de extremo baixo peso, com
incidéncia de 30 a 75% naqueles que pesam menos de 1000g ao nascimento. Ocorre nos RNs
que sobreviveram a fase aguda da doenca e permaneceram em ventilacdo mecéanica de forma
prolongada, utilizando oxigénio por mais de 28 dias de vida, conforme critérios da Tabela 1

(JOBE e BANCALARI, 2001).

Tabela 1 - Critérios diagnosticos para Displasia Broncopulmonar

IG ao nascer Leve Moderada Grave

<32semanas O, suplementar O, suplementar por 28 dias O, suplementar por 28 dias e
por 28 dias e AA eFiO,<0,3com36semde FiO, > 0,3 com 36 sem de IGC
com 36 sem de IGCounaalta ou na alta
IGC ou na alta

>32semanas O, suplementar O, suplementar por 28 dias O, suplementar por 28 dias e
por 28 dias e AA e FiO, < 0,3 com 56 dias FiO,> 0,3 com ou sem suporte de
com 56 dias ou na ou na alta pressdo positiva com 56 dias ou
alta na alta

Legenda: IG: idade gestacional; IGC: idade gestacional corrigida; FiO,: fragcdo inspirada de oxigénio;
AA: ar ambiente.
Fonte: modificado de JOBE e BANCALARI, 2001.

Nos prematuros, a VILI causada pela VM é um dos fatores principais para o
desenvolvimento de DBP. A tensdo de cisalhamento, volume inspiratério, pressdo do ar,
concentracdo de oxigénio, estdo todos envolvidos no dano das células epiteliais, contribuindo
para o extravasamento de proteinas nas vias aéreas, inibindo a funcdo do surfactante e
aumentando a infiltragdo de células inflamatorias como os neutrofilos. Além disso, a VM
pode causar uma resposta inflamatdria sistémica, com ativacéo de fagocitos na circulacao e de
linfocitos T CD4 e CD8, ativacdo essa que também ocorre na DBP (MELVILLE e MOSS,
2013).

Essa ativacdo de leucocitos estéd relacionada ao aumento da producdo de citocinas,
com reagdes inflamatorias associadas ao crescimento vascular anormal e dano as vias aereas

distais do pequeno paciente (LAUGHON et al., 2009). Como um fator de risco ante natal para
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essas reacoes, a corioamnionite materna é associada a posterior desenvolvimento de DBP,
sendo o Ureaplasma urealyticum o agente etiolégico mais encontrado nos menores de 30
semanas de IG (CASSELL GH et al., 2001).

Esta bem estabelecido que a intubacéo e ventilacdo com pressdo positiva em neonatos
pré-termo esta entre os maiores fatores preditivos de DBP (VAN MARTER et al., 2000). As
pressdes altas nas vias aéreas, associadas aos volumes correntes elevados aumentam a
producdo de citocinas pro-inflamatérias nos pulmées em modelos animais e em aspirados de

traqueia de neonatos humanos (KOTECHA et al., 1996b; TREMBLAY et al., 2002).

2.3. AS CITOCINAS INFLAMATORIAS

A inflamacdo tem impacto direto na integridade do tecido local com consequéncias
importantes para o desenvolvimento do pulmdo prematuro. Independentemente do fator
causador, a inflamagdo pulmonar envolve um ndmero de mediadores-chave celulares e
moleculares. A interleucina-6 (IL-6), a interleucina 1-p (IL-1p) e o fator de necrose tumoral-a
(TNF- o) sdo trés citocinas de fase aguda expressadas em seguida ao dano pulmonar.

Essas citocinas iniciam programas de transcricdo em varias outras células que ndo sao
imediatamente responsivas ao insulto inicial e, portanto, amplificam e estendem a resposta
inflamatdria. Elas também s&o responsaveis por atrair células inflamatérias ao sitio de leséo,
atraveés de up regulation nas células endoteliais e leucocitarias da expressao de moléculas de
adesdo intracelulares (ICAM) (KOTECHA et al., 1995; KOTECHA et al., 1998) e moléculas

de adeséo de células vasculares (VCAM).
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Ocorre também aumento da expressdo local da interleucina-8 (IL-8), que atrai 0s
neutrofilos ao foco inflamatdrio. Foi descrita expressdo elevada dessa citocina em neonatos
que desenvolveram DBP (KOTECHA et al., 1995).

A interleucina-10 (IL-10) é uma citocina de acdo anti-inflamatoria, cuja expressao se
da mais tardiamente apds o estimulo de leséo, posteriormente ao aumento dos niveis de IL-8
(DE WAAL MALEFYT et al.,, 1991). Prematuros podem ter producdo deficiente de
interleucinas regulatorias, como a IL-10, sendo, portanto, mais predispostos a uma resposta
inflamatdria aumentada (BERESFORD e SHAW, 2002).

Outras substancias que atraem neutréfilos como o complemento C5 e o leucotrieno B4
aumentam a migracao leucocitaria ao pulmao, estando descritos nos pulmdes de neonatos
com DBP subsequente (GRONECK e SPEER, 1995). As consequéncias desse recrutamento
exagerado de neutrofilos podem ser graves, pois os granulos intracelulares dessas células
contém um potencial arsenal de moléculas antimicrobianas, incluindo proteases e enzimas
oxidativas, que podem danificar indiscriminadamente o tecido local saudavel se esse
recrutamento for descontrolado. Séo caracteristicos da DBP a simplificacdo e o aumento das
estruturas alveolares e o desequilibrio entre a atividade proteolitica neutrofilica e a reducédo
dos inibidores, que parece contribuir neste processo (SPEER, 2006). O apoptose de
neutréfilos também é comprometido nesses bebés que desenvolvem DBP (KOTECHA et al.,
2003).

A interacdo fisiopatologica entre desenvolvimento pulmonar e inflamagéo foi estudada
em modelos animais. Administracdo intrauterina de endotoxina no liquido amniotico de
cordeiros prematuros alterou a expresséo de fator de crescimento vascular endotelial (VEGF),
com remodelamento vascular, o qual precederia a simplificacdo alveolar (KRAMER et al.,
2009). Experimentos em adultos e in vitro mostraram que a distenséo alveolar sozinha produz

resposta pré-inflamatoria, aumentando a expressdo de IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a, o que
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provavelmente contribui para a patogénese de displasia (FRANK et al., 2006). Alisson et al.
(2008) desenvolveram um modelo animal de ventilagdo intra-Utero que comprovou
desenvolvimento pulmonar alterado devido a VM, de forma dissociada de outros fatores
iatrogénicos que poderiam contribuir.

O fator de crescimento transformador (TGF-f) ¢ uma citocina e fator de crescimento
que controla o desenvolvimento pulmonar peri e pos-natal, e estd aumentado no lavado
pulmonar de neonatos que desenvolveram DBP (KOTECHA et al., 1996a). A importancia
potencial dessa molécula como alvo terapéutico na DBP foi destacada em um estudo com
ratos: uso de anticorpos especificos para neutralizar niveis elevados de TGF- em pulmdes
com hiperoxia melhoraria a alveolarizacdo, a deposicdo de elementos de matriz extracelular e
0 desenvolvimento microvascular, normalizando o desenvolvimento pulmonar (NAKANISHI
et al., 2007). De modo semelhante, anticorpos contra quimiocinas especificas neutrofilicas
utilizados em ratos expostos a hiperdxia preservaram o desenvolvimento pulmonar normal,
consistente com a ideia de que reduzir a inflamagdo no periodo pds-natal imediato pode
resultar em beneficios a longo prazo em neonatos com dano pulmonar (AUTEN et al., 2001).

Existem controvérsias a respeito do exato momento de liberacdo dessas citocinas na
resposta inflamat6ria pulmonar; 0os mecanismos precisos de dano pulmonar pelo ventilador
sdo complexos e ndo totalmente entendidos. Quinn et al. (2002) ventilaram ratos adultos por
duas horas e detectaram que os niveis de IL-8 em lavado broncoalveolar eram 0s mesmos que
nos controles, mas quatro horas depois aumentavam bastante, sugerindo uma expressao
retardada de citocinas. Hillman et al. (HILLMAN et al., 2007) demonstraram em cordeiros
que a ventilagdo breve por 15 minutos induzia aumento das citocinas nos pulmdes.
Capoluongo (2005) reportaram que as citocinas séricas nos dias um, trés e cinco em lactentes

em ventilacdo de alta frequéncia oscilométrica eram menores do que naqueles em ventilacéo
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intermitente mandatéria. A VM por uma hora em humanos adultos sem doenca pulmonar
prévia ndo causou mudancas nos niveis de mediadores inflamatorios (WRIGGE et al., 2000).
Os estudos em prematuros muito pequenos que documentam a inflamacgéo sistémica
associada a ventilacdo tem sido limitados a um namero pequeno de sujeitos e de mediadores
inflamatdrios (CAPOLUONGO et al., 2005; TURUNEN et al., 2011). Estudo realizado no
HCPA com RNs a termo e prematuros tardios mostrou que a VM, como um estimulo Gnico e
mesmo por curto periodo, induziria a liberacdo plasmatica de citocinas pro-inflamatérias (IL-
6, IL-8 e TNF-0) em recém-nascidos duas horas apds serem submetidos a ventilacdo
(BOHRER et al., 2010), sugerindo que a cascata de eventos que leva a inflamacgéo pulmonar e
remodelamento nos neonatos possa comecar dentro de duas horas apds a intubacdo. Nos
pacientes desse estudo, a IL-10 reduziu de modo significativo ap6s duas horas de ventilagéo.
Os achados descritos suportam o uso de estratégias que evitem a intubacdo e
ventilacdo com pressdo positiva sempre que possivel — o que pode ser dificil nos neonatos

muito prematuros.

2.4. PREVENCAO DA LESAO PULMONAR

Evidéncias em animais sugerem que a inflamagé@o pulmonar devido a VM pode levar a
morbidade respiratoria em longo prazo (TREMBLAY et al., 1997; HO et al., 2002). O uso de
volumes correntes altos e sem pressdo final expiratoria positiva (PEEP) resultaram em
aumento da concentracdo de citocinas no pulméo do rato (TREMBLAY et al., 1997), e VM
gentil em carneiros recém-nascidos, mesmo por curto periodo de tempo, resultou em
recrutamento de neutréfilos nos pulmdes, com expressdo de citocinas pro-inflamatoérias e

morfologia pulmonar alterada semelhante a displasia (HO et al., 2002).
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Outros estudos em animais mostraram que a ventilacdo incorporando PEEP reduz a
formacédo de edema e dano celular (DREYFUSS et al., 1988), podendo ajudar a reduzir o
recrutamento de células inflamatérias durante a ventilagdo prolongada (MARKOS et al.,
1993). Esses achados, somados ao observado em recém-nascidos humanos (KOTECHA,
1996; NAKANISHI et al., 2007), justificam a procura de outras estratégias, como a ventilagcdo
ndo invasiva e 0 emprego precoce de pressdo positiva continua em vias aéreas — continuous
positive airway pressure (CPAP) na sala de parto - estratégias promissoras na prevencdo da

lesdo induzida pela VM em prematuros extremos.

2.4.1. Cpap nasal

A prevencdo do dano causado pela ventilacdo deveria comecar desde o nascimento,
sendo o CPAP nasal (CPAPN) precoce uma opcao atrativa. O CPAP nasal é frequentemente
usado para facilitar a extubacdo e tratar apneia da prematuridade e, quando usado na fase
aguda da angustia respiratoria, em bebés entre 25-28 semanas, mostrou reduzir o tempo de
dependéncia do O, e de VM (MORLEY et al., 2008).

Introduzido na neonatologia por Gregory et al. (1971), o CPAP nasal é uma forma de
aplicar pressdo de distensdo continua para manter algum grau de insuflacdo alveolar durante
a expiracdo. De acordo com a lei de La Place, o aumento do raio da curvatura exige menor
pressdo para superar a tensdo superficial, evitando entdo o seu colapso e reduzindo o trabalho
respiratorio.

P=2T/r
P = presséo

T= tens&o superficial
r =raio
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Os beneficios descritos com a aplicacdo da pressdo positiva incluem a estabilizacdo
das vias aéreas, aumento do volume pulmonar, reducdo da resisténcia de vias aéreas, e
reducdo do trabalho respiratorio, mas a PEEP excessiva pode resultar em niveis elevados de
paCO, por aumentar o espaco morto e reduzir o volume corrente. Outro problema potencial é
0 aumento do volume pulmonar, que reduz a complacéncia e leva ao pneumotorax. Também
se deve lembrar da reducédo de débito cardiaco que pode ser causada pelo aumento da presséo
intratoracica (DE WINTER et al., 2010).

Em estudos epidemioldgicos, a substituicdo da VM pelo uso de CPAPN foi associada a
reducdo de DBP (LINDNER et al., 1999), e reducdo da necessidade de ventilacdo mecanica
(RR 0,55; 95% CI 0,32 — 0,96) (HO et al., 2002). Assim, hd um interesse renovado no uso do
mesmo para facilitar o inicio da respiracdo espontanea nos prematuros.

Os mecanismos responsaveis pelos efeitos do CPAPN para reduzir a DBP podem se
dever ao fato de se estar evitando a ventilagdo agressiva com altos volumes correntes e
hiperventilacdo ndo advertida, que ocorrem em pacientes intubados (JOBE et al., 2002), assim
como dano na via aérea e colonizacdo do tubo. Esses beneficios sdo consistentes com 0s
conceitos de que a displasia resulta do estresse inflamatorio repetitivo no pulméo pré-termo
(JOBE e IKEGAMI, 1998).

O papel da VM no prematuro tardio e a resultante elevacdo persistente das células
inflamatdrias e citocinas pro-inflamatorias nos pulmdes ja € bem conhecido — contudo os
efeitos do CPAPN na inflamacgdo no pulmao sé foram demonstrados em animais: carneiros
tratados com CPAPN tinham indicadores mais baixos de dano pulmonar que os ventilados
(JOBE et al., 2002).

Um grande estudo clinico que randomizou 610 RNs entre 25 e 28 semanas de IG em
sala de parto para uso de CPAPN precoce versus entubacdo com VM no quinto minuto de vida

(estudo COIN) ndo mostrou reducdo de incidéncia de DBP ou de mortalidade no grupo
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CPAPN (MORLEY et al., 2008). Contudo, fora da sala de parto, o uso precoce de surfactante
com ventilacdo por curto periodo e extubacdo para CPAPN parece adequado, como foi
demonstrado em metanalise (STEVENS et al., 2007) que utilizou o método INSURE.

INSURE é uma técnica desenvolvida com vistas a reduzir a exposicdo a VM dos
pacientes com indicacdo de surfactante exdgeno para o tratamento da DMH, significando
IN=intubation, SUR=surfactant e E=extubation. Essa técnica se baseia no uso do CPAPN,
intubacdo para a administracdo de surfactante seguido de extubacdo precoce e retorno para o
CPAPN.

Alguns recém-nascidos submetidos ao uso de CPAPn precoce desenvolveram
insuficiéncia respiratdria devido a doenca pulmonar em evolucéo, apneia da prematuridade ou
atelectasia progressiva (OWEN et al., 2007). As taxas de falha na extubacdo com o uso de
CPAPN sdo de 25-40% nos neonatos de baixo peso de nascimento (DAVIS e HENDERSON-
SMART, 2003). Esforcos para reduzir essa falha incluem a ventilacdo nasal de pressdo
positiva intermitente (NIPPV), que pode proporcionar suporte o suficiente para evitar a
intubacdo em algumas criancas.

Verificamos entdo que ha pouca informacéo sobre o comportamento das citocinas proé-
e anti-inflamatdrias na vigéncia de modos de ventilagdo ndo invasivos na literatura nacional e
internacional, assim como sobre 0 comportamento das mesmas em prematuros em ventilagdo

mecanica invasiva.
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3. JUSTIFICATIVA

O CPAPn é uma tecnica de ventilacdo ndo invasiva, possivelmente com menor
resposta inflamatdria que o uso de ventilacdo mecénica. Ha evidéncias recentes sobre a maior
chance de DBP em pacientes que foram entubados e submetidos a ventilagdo mecanica
invasiva; sabe-se que o CPAPnN reduz a taxa de reintubacdo, portanto seria um fator protetor
contra a DBP.

De forma mais relevante, ndo € conhecido o comportamento das interleucinas pro-
inflamatdrias IL- 1P, IL-6, IL-8, TNF-a e da citocina anti-inflamatéria 1L-10, pré e apés
alguma exposicdo a CPAPN. A dosagem destes mediadores auxiliara nesta questao.

Além disso, o estabelecimento da presenca de um efeito inflamatério apds o emprego
das ventilagdes ndo invasivas, de magnitude similar ou ndo a VM (como previamente

estudado) é um passo para o estudo de fatores de protecdo contra a VILI e a DBP.

4. HIPOTESE EM ESTUDO

A hipdtese desse estudo é que o0 aumento das citocinas pré-inflamatérias na estratégia
de CPAP nasal ocorra em niveis menos elevados do que o ja previamente estudado em VM,

conferindo um carater protetor.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar niveis plasmaticos das citocinas nos recém-nascidos prematuros com
disfungdo respiratoria precoce tdo logo instituido CPAPn como primeira modalidade

ventilatoria e duas horas apos.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a alteragdo no nivel das citocinas pro-inflamatérias IL- 1B, IL-6, IL-8, e
TNF-a e da citocina anti-inflamatoria IL-10 nos recém-nascidos prematuros tdo logo
instituido o CPAPN e duas horas apds 0 uso;

e Verificar a alteragdo no nivel das citocinas pro-inflamatérias IL- 1B, IL-6, IL-8, e
TNF-a e da citocina anti-inflamatéria I1L-10 nos recém-nascidos prematuros tdo logo
instituida a VM e duas horas ap6s 0 uso;

e Auvaliar a influéncia do uso antenatal de corticosteroides nas alteracGes dos niveis de
citocinas nos recém-nascidos prematuros tdo logo instituidos os dois modos de suporte
ventilatorio e duas horas ap6s 0 uso;

e Auvaliar a influéncia do uso pos-natal de surfactante exdgeno de resgate nas alteragdes
dos niveis de citocinas nos recem-nascidos prematuros tdo logo instituida a VM e duas
horas ap0s 0 uso;

e Estudar a variagdo nos indices de trocas gasosas nos recém-nascidos prematuros téo

logo instituidos os dois modos de suporte ventilatdrio e duas horas apds o uso.
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6. METODOLOGIA

6.1. DELINEAMENTO

Estudo prospectivo, de coorte, que incluiu uma amostra dos recém-nascidos elegiveis

admitidos entre setembro de 2011 e maio de 2013.

6.2. POPULACAO EM ESTUDO

Recém-nascidos entre 28 e 35 semanas de idade gestacional admitidos na UTIN do
HCPA durante o periodo de estudo, em uso de CPAP nasal ou ventilacdo mecanica invasiva
como modalidades iniciais de assisténcia respiratoria. Foram incluidos neonatos maiores de
28 semanas de IG e com peso de nascimento superior a 1000 gramas, sem qualquer intubagédo

e/ou ventilagdo invasiva prévia a inclusao no estudo.

6.3. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Malformagdo congénita, sindrome cromossomica, evidéncia clinica ou laboratorial de
infeccdo congénita TORSCH, sepse — comprovada pela presenca de hemocultura com
resultado positivo dentro de 72 horas da internacdo, mae HIV positiva, uso de 6xido nitrico,

ressuscitacdo em sala de parto, uso de surfactante antes da incluséo no estudo.
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6.4. LOCAL

O Servico de Neonatologia do HCPA esta localizado em hospital geral universitario
de nivel terciario, com capacidade para admitir até 47 recém-nascidos. Tem 20 leitos de UTI,
que comportam desde casos de menor complexidade até bebés prematuros extremos com
necessidade de cuidados que exigem alta capacidade tecnoldgica e recursos humanos
qualificados. Os pacientes sdo assistidos por cinco equipes chefiadas por professores do
Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina da UFRGS ou por médicas rotineiras
neonatologistas contratadas do HCPA. S&o avaliados diariamente por médicos residentes de
Pediatria e Neonatologia, supervisionados pelos professores e por médicos plantonistas
neonatologistas.

Essa estrutura absorve a demanda do Centro Obstétrico da instituicdo, referéncia em
patologias graves gestacionais e medicina fetal — por consequéncia, muitos nascimentos
ocorridos no HCPA séo de bebés bastante graves.

Na rotina diaria, o atendimento de sala de parto é realizado pelo médico residente
acompanhado do médico plantonista, e as decisGes de condutas a seguir na UTI sdo baseadas
em protocolos bem definidos pela chefia do servico juntamente com a equipe médica e
multidisciplinar. Assim, recém-nascidos prematuros com disfuncéo respiratoria admitidos na
UTI sdo submetidos, conforme um conjunto de manifestacbes clinicas que conferem a
gravidade, a duas modalidades de ventilacdo: VM, apds intubacdo traqueal — quando
desconforto grave ou faléncia ventilatoria, ou métodos néo invasivos — geralmente o CPAP
nasal, quando desconforto leve a moderado.

Como prematuros com peso inferior a 1000g muitas vezes sdo logo entubados para
uso de surfactante precoce e permanecem em VM, optou-se por ndo inclui-los no nosso

estudo.
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6.5. LOGISTICA

Os pacientes prematuros, logo ao nascer, eram avaliados pela equipe assistente da UTI
Neonatal, sendo encaminhados para internacdo conforme evolucdo em sala de parto, idade
gestacional e peso de nascimento. A aluna de pos-graduacdo ou as bolsistas de iniciacdo
cientifica do Servico eram avisadas desses nascimentos, analisavam 0s casos e preenchiam
ficha de dados apos a aplicacdo do TCLE dos casos elegiveis.

Os pacientes com indicacdo de uso de CPAP nasal ou VM eram submetidos a exames
conforme a rotina do Servigo — assim, quando da elegibilidade e aceitacdo do ingresso no
estudo, era coletada uma aliquota adicional de 500 pL de sangue em tubo de EDTA para
posterior analise de citocinas. Apds duas horas no uso de suporte ventilatorio, outra amostra
era coletada para gasometria e citocinas. Ndo houve coletas exclusivamente para o estudo. No
dia seguinte, era fechado escore de SNAPPEII baseado nos dados das primeiras 12 horas de
vida do RN.

Todas as amostras eram centrifugadas pela pesquisadora ou pelas bolsistas, durante
dez minutos, na velocidade de 3000 rpm, imediatamente ap6s a coleta. Obtinha-se 300 pL de
plasma, congelado para andlise laboratorial conjunta a -80°C, com identificacdo de niimero e

momento da coleta da amostra. A quantificacdo das citocinas foi realizada pela pds-graduanda

®
nos dias 4, 5 e 6 de julho de 2013 usando o kit MILLIPLEX Human Cytokine / Chemokine

MPXHCYTO-60K, e as leituras realizadas pelo Luminex 100 (Austin, Texas) com software
apropriado. Amostras e curva-padrdo foram processadas em duplicata.

Todos os pacientes foram seguidos até 36 semanas de IG corrigida ou alta hospitalar, a
fim de acompanhar desfecho DBP e intercorréncias ventilatérias. Ndo foram realizadas
intervengdes nos pacientes para a pesquisa, tratando-se de rotinas bem estabelecidas quanto a

instalagéo de suporte ventilatorio em paciente sob cuidados intensivos.
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6.6. FERRAMENTAS DE PESQUISA

Dados clinicos coletados - variaveis maternas:

doenca hipertensiva (especifica da gestacao e/ou cronica), eclampsia,
diabetes melito,

tipo de parto,

uso de corticoide antenatal e outras medicacoes,

ruprema, se trabalho de parto prematuro,

corioamnionite clinica e infeccdo materna periparto.

Do RN, foram obtidas as variaveis:

peso de nascimento,

idade gestacional e adequacdo para a idade gestacional,

Sexo,

valores de Apgar de 5° minuto,

necessidade de reanimacé&o em sala de parto,

diagndstico de doenca da membrana hialina, uso de surfactante exégeno,
diagndstico de DBP,

Escore de SNAPPE Il (RICHARDSON et al., 1993; SILVEIRA RC et al., 2001)

(ANEXO A)

A |G foi registrada conforme dados maternos se ultrassonografia obstétrica precoce ou

exame clinico neonatal na auséncia de idade obstétrica acurada (BALLARD et al., 1991).

Foram calculados indices de troca gasosa como o gradiente alvéolo-arterial de O, —

P(A-a)0,, a razdo artério-alveolar de oxigénio (a/ApO,) e a relagdo pO,/FiO,, conforme

literatura (SNIDER, 1973).
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6.6.1. Calculo dos indices de troca gasosa

Gradiente alvéolo-arterial de O - P(A - a)O,

P(A-a)0, = pAO, - paO,

PAO, =PIO,-PACO,R

PIO, =FiO, (P, - PH,0)

P, =760 mmHg (nivel do mar)

Legenda: paO, - pressdo parcial de O, arterial , Pg - pressdo barometrica, PH,O - pressdo do
vapor d'agua = 47mmHg, pAO, — pressdo parcial de O, alveolar, R- constante dos gases.

P(A-a)0O,=[(FiO, X 7,13) - (paCO, X 1,25)] - pa0,
\ Ao /
P10,
\ A e / - .
PAO, pao,

Razao artério-alveolar de oxigénio - a/ApO;

a/ApO; = pa0,/ pAO,
= pa0, /P (A-2a)0O, + pa0,

Relagdo pO,/FiO;
pa0,/FiO,

6.6.2. Dosagem das interleucinas

Foi utilizada a estrutura da Unidade de Anélise de Moléculas e Proteinas do Centro de
Pesquisa Experimental do HCPA para centrifugacdo e congelamento das amostras, com a

realizacdo do ensaio no Laboratdério Nobel, sob a supervisdo do Dr. Eurico Camargo Neto.

®
As medidas das citocinas foram realizadas usando o kit MILLIPLEX Human

Cytokine / Chemokine MPXHCYTO-60K (MILLIPORE'’S, 2011) - ensaio de multiplex para a

determinacdo quantitativa simultanea de interleucinas ou outras substancias, conforme kit e
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protocolos previamente estabelecidos. A leitura foi realizada pelo Luminex 100 (Austin,
Texas) com software apropriado.

A tecnologia Luminex™ xMAP (MAP = Perfil de Mdultiplos Analitos , x = variavel,
como citocinas, oligonucleotideos, etc) dosa multiplos analitos simultaneamente em um Gnico
poco de reacdo em microplacas, tecnologia aplicavel a imunoensaios.

Esse método envolve um processo exclusivo que cora microesferas de poliestireno
com dois fluoréforos. Utilizando proporgdes precisas de dois fluoréforos, podem ser criados
100 conjuntos diferentes de microesferas — cada uma delas com uma assinatura baseada em
“codigo de cores” e que pode ser identificada pelo instrumento Luminex. Os kits sdo
comercialmente disponiveis, se fundamentando na reacdo e/ou interacdo do enzimo-
imunoensaio; apresentam coeficientes de variacao intra e inter ensaio inferiores a 5%.

Anticorpos de captura especificos para cada analito estdo imobilizados nas
microesferas através de ligacdes covalentes ndo reversiveis. Depois que o analito se liga aos
anticorpos de captura localizados na superficie das microesferas, é adicionado um anticorpo
de deteccdo. A deteccdo final é feita através de um terceiro marcador fluorescente,
Estreptavidina-Ficoeritrina (SAPE) ligada ao anticorpo de detecc¢do. O resultado final € um
ensaio “sanduiche” realizado através de microesferas. O equipamento Luminex 100
movimenta estas esferas em fila Unica através de feixes de dois lasers diferentes em um
citometro de fluxo. O primeiro feixe de laser detecta a microesfera (o cddigo de cor para o
ensaio) e o segundo laser quantifica o sinal de reporte em cada microesfera.

Cada kit contém todos os componentes necessarios (incluindo padrdes, controles de
qualidade, microesferas exclusivas conjugadas a anticorpos, anticorpos de deteccdo, tampao
de ensaio e tampdo de lavagem) para ensaio de 96 cavidades em microplaca de titulacdo. O
volume de amostra necessario é de <50 pL.

Os components do kit sdo armazenados entre 2 e 8°C, e, uma vez que 0s padrdes e
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controles tenham sido reconstituidos, sdo armazenados em < -20°C em tubos de
polipropileno. As microesferas conjugadas a anticorpos, anticorpos de deteccéo e a SAPE néo
devem ser congeladas. Para a reacdo ocorrer também € necessaria a obtencdo do Fluido de
Revestimento (sheath fluid), essencial para a conducéo dos feixes de laser. As amostras dos
pacientes, que ficaram armazenadas no freezer a -80°C durante o periodo de coleta, foram

descongeladas em temperatura ambiente 24 horas antes do inicio do experimento.
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Figura 2 - Esquematizac¢éo do ensaio multiplex e leitura no Luminex
Fonte: modificado de (PANOMICS, 2007)

Preparacdo das microesferas: cada frasco de microesferas conjugadas foi agitado no
vOrtex por um minuto, aspirou-se 60 puL de cada um e adicionou-se 2,64 ml de diluente para
formar 3 ml em um frasco de misturas que é disponibilizado no kit.

Preparacdo dos Controles de Qualidade: inicialmente os controles 1 e 2 foram
reconstituidos utilizando-se 250 pL de agua deionizada e homogeneizados no vortex. Apos
dez minutos, foram transferidos a tubos de polipropileno.

Preparacdo do Tampéo de lavagem: 30 ml de tampao foram diluidos em 270 ml de
agua deionizada e armazenados em frasco adequado.

Preparacdo do Soro Matriz: foi adicionado 1 ml de 4gua deionizada ao frasco do soro

matriz e deixou-se dez minutos em repouso
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Preparacdo dos padrdes de citocinas humanas: o padrao foi reconstituido com 250 pL
de agua deionizada para uma concentracao total de 10000 pg/mL para todos os analitos. Foi
misturado em vértex por dez segundos, depois em repouso por dez minutos para depois ser
transferido ao tubo de polipropileno para ser usado como o padrdo de 10000 pg/mL. A seguir,
foram identificados cinco tubos, que se tornariam os padrdes 2000, 400, 80, 16 e 3,2 pg/mL.
Em cada tubo, adicionado 200 puL de tampdo de ensaio. Aspirou-se 50 pL do padrao com
10000 pg/mL e adicionou-se no tubo de 2000 pg/mL, misturou-se no vértex, depois aspirou-
se 50 uL desse ultimo tubo e adicionou-se no tubo de 400 pg/mL, até o ultimo tubo, conforme

Figura 3. O tampéo de ensaio € considerado o padrdo zero, e fica em um sétimo tubo.

@@@ @

& 2000 200uL 200uL &

10000pg/mL  2000pg/mL  400pg/mL 80pg/mL 16pg/mL 32pg/mL

Figura 3 - Preparacéo dos padrdes de citocinas humanas para o ensaio multiplex.
Fonte: modificado de (MILLIPORE’S, 2011).

Apbs preparados todos os padrdes, controles e tampdes, foi necessario preparar a
microplaca de titulacdo: primeiro foi umidificada com 200 pL de tampdo de ensaio em cada
pocinho, selada com o papel-filme adequado que vem no kit e agitada por dez minutos no
agitador de placas. Removeu-se 0 tampéo por vacuo apos.

Em seguida, aspiraram-se 25 uL de cada padrao e controles, adicionados a microplaca.
Quanto ao padréo zero, adicionaram-se 25 puL do tampao de ensaio, e depois 25 pL de tampao
aos pocinhos onde ficariam as amostras. Adicionaram-se aos padrdes e controles 25 pL de
soro matriz, e entdo 25 pL de cada amostra aos seus respectivos pocinhos. Para finalizar,

adicionaram-se a todos os pocinhos 25 pL de microesferas.
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A microplaca foi selada e deixada por 16 horas em geladeira a 4°C sob agitacdo. No
dia seguinte, retirou-se a placa da geladeira, removeu-se o liquido por vacuo e se lavou com
200 pL de tampao de lavagem duas vezes, removendo novamente o liquido por vacuo. Nesse
momento, adicionados a cada pocinho 25 uL dos anticorpos de detec¢do, microplaca selada e
deixada por uma hora no agitador de placas.

Apds essa etapa, se adicionaram 25 uL. da SAPE a placa, que foi selada e deixada por
30 minutos no agitador de placas. Novamente removeu-se o liquido por vacuo e se lavou com
200 pL de tampao de lavagem duas vezes, removendo novamente o liquido por vacuo.

Adicionou-se por fim o Fluido de Revestimento - 150 pL, agitando-se a placa por
mais cinco minutos no agitador de placas e entdo inserindo-a no leitor do Luminex.

Apdbs a leitura de cada interleucina em cada sitio, 0 programa construiu curvas
padrdes, através das quais se obtiveram os resultados em pg/dL para cada paciente, em
duplicata, apés a aplicacdo de equacBes polinomiais de base quatro; o que permitiu as
correcdes da leitura dos feixes luminosos de cada citocina, conforme pressuposto equacional:

P(X) = aoX" + a;x™t + ax™? + ... + anaX + an , onde:

P (x)=valor final em pg/ml de cada citocina

Ndmeros complexos ay, a1 , -.. , & Sa0 0s coeficientes do luminémetro fornecidos pelo
Luminex 100;

x'= valores brutos da IL- 1p;

x’*= valores brutos da IL-6;

x*= valores brutos da IL-8;

x*= valores brutos da TNF-q;

x°= valores brutos da IL-10;

n= 4 (grau do polindmio aplicado).
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6.7. CONSIDERACOES ESTATISTICAS

Trata-se de uma comparacdo entre o baseline e 0 depois do uso do CPAPN, tendo sido
calculado um tamanho de amostra baseado em estudo em filhotes de cordeiros (JOBE et al.,
2002). Para detectar uma variacdo de 37% entre esses dois momentos, considerando um
o=0,05 e poder de 80%, foram estimados 19 pacientes no total (teste t pareado). Foi
determinado entdo que o tamanho amostral de 20 pacientes em uso de CPAPn e 20 em uso de
ventilagdo mecénica invasiva seria o suficiente na inclusdo de neonatos criticamente
enfermos, com possibilidade de resultados estatisticamente significativos.

Os dados obtidos no estudo foram armazenados em banco de dados constituido para
esse fim especifico, utilizando o programa Excel e analisados com o auxilio do programa
SPSS, versdo 18.0 (Statistical Package for Social Sciences). Os resultados foram expressos
como média + desvio-padrdo (DP) - para peso de nascimento e idade gestacional, ou
medianas e interquartis (p25-p75), para variaveis como as interleucinas, os escores de
SNAPPE Il e Apgar e indices de trocas gasosas.

As diferencas entre as medianas foram analisada através do teste de Mann-Whitney
guando independentes (por exemplo, as comparacdes entre grupo VM e grupo CPAPn). O
teste de Wilcoxon foi utilizado para comparar os niveis de citocinas e de indices de trocas
gasosas no inicio imediato e ap6s duas horas de suporte ventilatério. Para comparagdo de
médias de IG e peso de nascimento, utilizado teste t de Student para amostras independentes.
Utilizado, ainda, o teste de chi-quadrado para comparacdo das variaveis categoéricas entre 0s
dois grupos. O nivel de significancia estatistica para qualquer uma das analises foi

considerado para um valor de alfa = 0,05.
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6.8. CONSIDERACOES ETICAS

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, sob o numero 11-0325. Para o presente estudo foram utilizados dados da ficha
clinica, copiada do prontuério do paciente, que se tornou anénimo e identificado por codigo
numérico. Foi assinado o Termo de Compromisso para Utilizacdo de Dados, que é fornecido
pelo Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacdo do HCPA, assegurando a confidencialidade das
informac@es contidas nos bancos que possam identificar os individuos. Também foi assinado
pelos pais o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, para inclusdo no estudo e

autorizacdo de coleta de sangue dos pacientes.
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RESUMO

A necessidade de intubacdo e uso de ventilagdo mecéanica (VM) na prematuridade esta
relacionada a chamada lesdo pulmonar induzida pela ventilacdo (VILI) e conseguente
displasia broncopulmonar (DBP). Busca-se a melhor compreensdo dos mecanismos de lesao
envolvendo resposta inflamatéria mediada pelas citocinas para o desenvolvimento de novas
estratégias protetoras. Revisamos a base de dados Pubmed incluindo artigos relevantes para
unitermos ventilator induced lung injury preterm, continuous positive airway pressure,
preterm, bronchopulmonary dysplasia. Compilados dados e informacdes significativas em
topicos, com o objetivo de formar uma visdo critica e plena acerca da lesdo induzida pela
ventilagdo e suas consequéncias ao prematuro. Revisado o papel das citocinas pro-
inflamatdrias como mediadores da lesdo, especialmente IL-6, IL-8, TNF-a. Apresentadas

evidéncias em estudos com animais e também em humanos, mostrando que breves periodos
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de VM sdo suficientes para a liberacdo dessas interleucinas inflamatérias. Também foram
revisadas outras formas de VM e de ventilacdo ndo invasiva, como alternativas protetoras aos
modos convencionais. Conclui-se que uso de ventilacdo ndo invasiva, intubacdo com
administracdo precoce de surfactante e extubacdo rapida para CPAP nasal e estratégias que
regulam o volume-corrente evitando o volutrauma (como a ventilagdo com volume garantido)

sdo medidas protetoras da lesdo pulmonar induzida pela ventilagdo mecanica no prematuro.

Palavras-chave: Prematuros — Ventilacdo Mecanica — citocinas — displasia broncopulmonar —

pressdo positiva continua na via aérea - lesdo pulmonar induzida pela ventilagéo.

INTRODUCAO

Muitos recém-nascidos prematuros com clinica de desconforto respiratdrio precoce ou
Doenca de Membrana Hialina respondem bem ao uso de surfactante exdgeno, ainda assim,
podem evoluir rapidamente para faléncia respiratoria, com necessidade de ventilacdo
mecanica invasiva (VM). A necessidade de intubacdo e uso de ventilagio com presséo
positiva esta relacionada a chamada lesdo pulmonar induzida pela ventilacdo (ventilator
induced lung injury - VILI). A displasia broncopulmonar (DBP), por sua vez, esta diretamente
associada a VILI em prematuros. O periodo imediato apds 0 nascimento prematuro é aquele
de maior risco para VILI, pois € o momento em que os pulmdes estdo parcialmente
preenchidos pelo liquido amniotico, ndo uniformemente aerados e frequentemente deficientes
em surfactante.

A DBP ¢ frequente em prematuros de extremo baixo peso, com incidéncia de 30 a
75% naqueles que pesam menos de 1000 gramas ao nascimento. Critérios diagndsticos ja
foram bem estabelecidos?, disponibilizados na Tabela 1. As consequéncias a longo-prazo

incluem doenca crbnica que pode persistir na vida adulta, com maior suscetibilidade a
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infeccdes respiratorias, asma, hipertensdo pulmonar, internacdes hospitalares de repeticéo,
atraso no neurodesenvolvimento e mortalidade - com impacto econémico no sistema de
salde. Uma revisdo da literatura abrangendo o conhecimento dos mecanismos que levam a

lesdo induzida pela ventilagdo e, secundariamente, a DBP, € uma necessidade no nosso meio.

METODOS

Revisdo de literatura em base de dados Pubmed incluindo apenas artigos publicados
nos ultimos 10 anos e restritos a area da neonatologia e usando os unitermos: ventilator
induced lung injury and preterm, com 581 resultados, continuous positive airway pressure,
preterm, encontrando-se 355 estudos classicos sobre CPAP nasal, e bronchopulmonary
dysplasia and preterm com 1065 estudos; sendo 139 estudos com emprego do CPAP e/ou
Ventilagdo Mecéanica. Em um primeiro momento foram revisados os titulos e resumos
disponiveis no Pubmed. Excluidos artigos ndo referentes ao periodo neonatal e apenas sobre
displasia broncopulmonar, selecionados aqueles experimentais e clinicos que incluiam
ventilator induced lung injury and preterm. Compilados dados e informacGes significativas
em topicos, com o objetivo de formar uma viséo critica e plena acerca da lesdo induzida pela

ventilacdo e suas consequéncias ao prematuro.

A inflamacao na origem da doenca pulmonar cronica do prematuro

O sistema respiratorio do recém-nascido prematuro € mais suscetivel a VILI em
virtude de algumas caracteristicas especificas, como menor quantidade de colageno e elastina,
além de uma menor capacidade residual funcional apds o nascimento prematuro, resultante de
disfuncdo quantitativa e qualitativa do surfactante pulmonar2. A ramificacdo e expansao dos
espacos de ar para formar saculos, afinamento do mesénquima e sintese de surfactante por

pneumacitos tipo-2 ocorrem mais tarde na gestacao, e qualquer dano nos estagios precoces do
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crescimento pulmonar pode alterar esse processo com sequelas futuras. As reacgdes
inflamatorias também estéo associadas ao crescimento vascular anormal, danificando as vias
aéreas distais do pequeno paciente.

Tensdo de cisalhamento, volume inspiratério, pressdo do ar, alta concentragdo de
oxigeénio, estdo envolvidos na lesdo as células do epitélio respiratorio. Ocorre extravasamento
de proteinas nas vias aéreas, inibindo a funcdo do surfactante e aumentando a infiltracdo de
células inflamatdérias como os neutrofilos. Além disso, a VM pode causar resposta
inflamatdria sistémica, com ativacdo de fagocitos na circulacdo e ativacdo de linfocitos T

CD4 e CD8, produzindo mediadores inflamatdrios3.

As citocinas inflamatorias

As citocinas contribuem para a patogénese de varias doengas atraves das habilidades
de induzir a liberacdo de outros mediadores inflamatorios, recrutar neutrofilos e aumentar a
permeabilidade vascular. As citocinas pré-inflamatorias estdo envolvidas na patogénese de
quase todos os processos de doenca no prematuro, principalmente na modulacdo de danos no
sistema nervoso central, nos intestinos e nos pulmdes, demonstrando-se aumento dos niveis
de citocinas na sepse e em formas moderadas a graves de DBP*.

Essas citocinas iniciam programas de transcricdo em varias outras células que ndo sdo
imediatamente responsivas ao insulto inicial e, portanto, amplificam e estendem a resposta
inflamatdria. Elas também s&o responsaveis por atrair células inflamatorias ao sitio de leséo,
através de up regulation da expressdo de moléculas de adeséo intra-celulares (ICAM)° e
moléculas de adeséo de células vasculares (VCAM).

A inflamacédo tem impacto direto na integridade do tecido local e, independentemente
do fator causador, envolve um grande nimero de mediadores-chave. A interleucina-6 (IL-6),

a interleucina 1-p (IL-1B) e o fator de necrose tumoral-o. (TNF- a) sdo trés citocinas de fase
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aguda expressadas logo em seguida do dano pulmonar. H4 aumento da expressao local da
interleucina-8 (IL-8), quimiocina que atrai os neutrofilos ao foco inflamatorio, especialmente
em recém-nascidos que posteriormente desenvolvem DBP®.

A IL-10 é uma citocina de acdo anti-inflamatoria, cuja expressdo € mais tardia e
secundaria ao aumento de expressdo da I1L-8’. Prematuros podem ter producdo deficiente de
interleucinas regulatorias, como a IL-10, sendo, portanto, mais predispostos a uma resposta
inflamatéria aumentada e/ou acentuada®.

A interacdo fisiopatoldgica entre desenvolvimento pulmonar e inflamacéo foi estudada
em modelos animais. Administracdo intrauterina de endotoxina no liquido amnidtico de
cordeiros prematuros alterou a expressdo de fator de crescimento vascular endotelial (VEGF),
com remodelamento vascular, o qual precederia a simplificagdo alveolar®. Experimentos em
adultos e in vitro mostraram que a distensdo alveolar sozinha produz resposta pro-inflamatoria
aumentando a expressao de IL-1p, IL-6, IL-8 e TNF-a, o que provavelmente contribui para a

patogénese de displasia'®. Alisson et al**

demonstraram experimentalmente que a ventilagao
intra Utero per si promove alteraces significativas no desenvolvimento pulmonar.

O fator de crescimento transformador (TGF-B) encontra-se aumentado no lavado
pulmonar de neonatos que desenvolveram DBP'. A importancia potencial dessa citocina
como alvo terapéutico na DBP foi destacada em um estudo com ratos: uso de anticorpos
especificos para neutralizar niveis elevados de TGF-p em pulmdes com hiperoxia melhoraria
a alveolarizacdo, a deposicdo de elementos de matriz extracelular e o desenvolvimento
microvascular, normalizando o desenvolvimento pulmonar®, De modo semelhante,
anticorpos contra quimiocinas especificas neutrofilicas utilizados em ratos expostos a
hiperdxia preservaram o desenvolvimento pulmonar normal, consistente com a ideia de que

reduzir a inflamacdo no pos-natal imediato pode resultar em beneficios a longo prazo em

neonatos com dano pulmonar™*.
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Momento da liberacgédo das citocinas na VILI
Existem controversias a respeito do exato momento de liberacdo dessas citocinas na

I** ventilaram ratos adultos por duas horas e

resposta inflamatoria pulmonar. Quinn et a
detectaram que os niveis de IL-8 em lavado bronco-alveolar eram 0s mesmos que nos
controles, mas 4 horas depois aumentavam bastante, sugerindo uma expressdo mais tardia de

I*® demonstraram em cordeiros que a ventilacdo breve por 15 minutos

citocinas. Hillman et a
induzia aumento das citocinas nos pulmdes. Capoluongo et al*’ reportaram que as citocinas
séricas nos dias 1, 3 e 5 em lactentes em ventilacdo oscilatéria de alta frequéncia eram
menores do que naqueles em ventilacdo mandatoria intermitente. A VM por 1 h em humanos
adultos sem doenca pulmonar prévia ndo causou mudangas nos niveis de mediadores
inflamatérios'®.

Os estudos em prematuros muito pequenos que documentam a inflamacédo sistémica
associada a ventilacdo tem sido limitados a um namero pequeno de sujeitos e de mediadores
inflamatorios. Estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa™® com recém-nascidos a termo e
prematuros tardios mostrou que a VM, como um estimulo Unico e mesmo por curto periodo,
induziria a liberacdo plasmaética de citocinas pré-inflamatorias (IL-6, IL-8 e TNF-a) em
recém-nascidos 2 horas ap6s serem submetidos a ventilagdo, sugerindo que a cascata de
eventos que leva a inflamacéo pulmonar e remodelamento nos neonatos possa comecar dentro
de 2 horas ap6s a intubacdo. Nos pacientes desse estudo, a IL -10 reduziu de modo
significativo apos as 2 horas de ventilagdo. Dessa forma, demonstramos nesse estudo - e em
dados nédo publicados — uma coexpressdo de citocinas ativadoras e desativadoras. Importante
salientar o dado recente de que a IL-10 em baixos niveis foi associada com DBP em
prematuros®. Esses achados suportam o uso de estratégias que evitem a intubacdo e

ventilacdo com pressdo positiva sempre que possivel, mesmo que dificil de ser evitada em

neonatos muito prematuros.
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Outros mecanismos de leséo relacionados

Os prematuros frequentemente necessitam de ajuda para iniciar a respiracdo, pois
liqguido amnidtico residual e deficiéncia de surfactante podem impedir o estabelecimento da
capacidade residual funcional (CRF). O uso de ventilacdo mecanica para estabelecer CRF
pode piorar as condi¢es do pulmédo através dos mesmos mecanismos de agressao descritos
anteriormente, como as lesfes ao endotelio capilar, ao epitélio alveolar e a membrana basal,
resultando em extravasamento de fluidos, proteinas e sangue para o interior das vias aéreas,
dos alvéolos e do instersticio pulmonar, com consequente inibicdo do surfactante e ativacdo
das respostas inflamatérias local e sistémica.

Os mecanismos diretos e conhecidos da agressdo promovida pela ventilacdo mecanica
sdo: barotrauma, volutrauma, atelectrauma e, mais recentemente, o biotrauma.

O barotrauma ocorre quando a ventilacdo é realizada com pressdes altas, havendo,
portanto, um maior risco de sindromes de escape de ar como enfisema intersticial,
pneumotdrax ou pneumomediastino, que culminam na ativacdo da cascata inflamatdria. A
ventilacdo no RN é geralmente ciclada a tempo e limitada a pressdo, sem controlar o volume
de gas fornecido aos pulmdes; entretanto, estudos em animais demonstraram que sdo as
mudancas no volume pulmonar, e ndo na pressdo gerada no interior das vias aéreas, que
determinam a les&o pulmonar?'.

Volutrauma € quando ocorre insuflacdo pulmonar inadequada, consequente a
hiperexpansdo do parénquima pulmonar - localizada ou generalizada. Foi demonstrado que 0s
pulmdes sdo lesados se inflados a um volume maior que a capacidade pulmonar total,
resultando em lesdo estrutural alveolar por estiramento, migracdo dos leucocitos para 0s
pulmdes, aumento da permeabilidade capilar pulmonar, com edema tanto intersticial como
alveolar. Contudo, a lesdo também ocorre em volumes correntes (Vt) menores, que podem

hiperdistender as porcbes ventiladas de um pulmao parcialmente colabado. A lesdo por
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hiperdistensdo estimula a producéo de citocinas pulmonares, incluindo IL-6 e IL-8, conforme
foi demonstrado em estudo com cordeiros® que foram submetidos a Vt elevado por curto
periodo e depois deixados em Vt mais fisioldgicos — os niveis ficavam mais baixos se 0 Vt
utilizado fosse mais baixo. Em RNs, as lesdes por hiperdistensdo podem se instalar mesmo
com poucas Vventilacdes utilizando grande Vt, por periodos tdo curtos quanto 30 minutos,
indicando a importancia da reanimac&o em sala de parto com uso de PEEP adequada®.

O atelectrauma é resultado da pouca expansdo do parénquima pulmonar, regional ou
total. A lesdo pulmonar esta associada a instabilidade alveolar: com os sucessivos episodios
de reabertura e colabamento das paredes alveolares, ocorre lise de elementos estruturais que
compdem o intersticio pulmonar - desencadeando resposta inflamatdria local e sistémica.
Modelos de deficiéncia de surfactante demonstraram que a ventilagdo mecanica com baixos
volumes resulta na liberacdo de citocinas e inicio da cascata inflamatoria, que nem no
volutrauma?*.

O biotrauma é a liberacdo de fatores inflamatorios secundarios a lesdes fisicas
encontradas tanto no volutrauma como no atelectrauma. E o responsavel pela amplificacio
das lesBes pulmonares mecanicas iniciais e também por lesdes em 6rgéos a distancia®®. A
lesdo pulmonar aumenta o numero de células e de mediadores inflamatérios na circulagéo
sistémica, permitindo também a translocacdo bacteriana e a liberacdo de endotoxinas do
espaco aéreo, 0 que agrava o processo inflamatorio pulmonar.

Portanto, a ventilacdo pulmonar promove inflamacdo e lesdo direta ao pulmao do
prematuro. Ha a necessidade de determinar estratégias preventivas de lesdo induzida pela

ventilacao.
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Prevencdo da Lesao Pulmonar

Evidéncias em animais sugerem que a inflamacao pulmonar devida a VM possa levar
a morbidade respiratéria em longo prazo®® 2" . O uso de volumes correntes altos e sem
PEEP resultaram em aumento da concentracéo de citocinas no pulmao do rato®. Por outro
lado, estudo em cordeiros testou o uso de insuflacdo pulmonar sustentada previamente ao uso
de VM com intuito de melhorar o recrutamento e estabelecimento da CRF, o que por si s6 foi
suficiente para elevar as citocinas pré-inflamatérias®’. A VM gentil em carneiros recém-
nascidos, mesmo por curto periodo de tempo, resultou em recrutamento de neutrofilos nos
pulmdes, com expressdo de citocinas pro-inflamatdrias, com morfologia pulmonar alterada
semelhante a displasia’’. Esses achados, somados ao observado em recém-nascidos
humanos'®, justificam a procura de outras modalidades de ventilagdo, como a ventilacdo ndo
invasiva e o emprego precoce de CPAP na sala de parto - estratégias promissoras na

prevencao da lesdo induzida pela VM em pretermos extremos®®2.

Ventilacdo Nao Invasiva na Prevencéo da Lesdo Pulmonar
CPAP NASAL

Embora dados da rede NEOCOSUR® nio tenham demonstrado uma reducéo das
taxas de DBP, o efeito de facilitar o inicio da respiracdo espontanea, manter recrutamento
alveolar com pressdo positiva continua e reduzir a utilizagdo de VM em pré-termos sdo acoes
protetoras do uso do CPAP. Em alguns estudos epidemioldgicos, a substituicdo da ventilacéo
mecanica pelo CPAP nasal foi associada a reducdo da DBP**. Assim, h4 um interesse
renovado no uso do mesmo para facilitar o inicio da respiracdo espontanea e reduzir a
ventilagdo mecanica em pré-termos.

Tem-se demonstrado a facil aplicacdo do CPAP precoce®, sua utilizacdo reduz a

necessidade de ventilacdo mecénica e € frequentemente usado para facilitar a extubacgéo e
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tratar apnéia da prematuridade. Um grande estudo clinico que randomizou 610 RNs entre 25 e
28 semanas em sala de parto para uso de CPAP precoce versus intubacdo com VM no quinto
minuto de vida (estudo COIN) ndo mostrou reducéo de incidéncia de DBP ou mortalidade no
grupo CPAP?®, Quando o CPAP foi usado na fase aguda da angustia respiratéria, mostrou
reduzir o tempo de dependéncia do O, e de ventilacéo.

Sabe-se que o surfactante pode ser efetivamente administrado a recém-nascidos em
CPAP nasal com periodo breve de intubacdo seguido de rapida extubacdo ao CPAP, processo
chamado de INSURE. Essa técnica visa reduzir a exposicdo a VM dos pacientes com
indicacdo de surfactante exdgeno para o tratamento da DMH, significando IN=intubation,
SUR=surfactant e E=extubation. Metanalise publicada em 20073 comparou INSURE precoce
com o uso tardio de surfactante e VM continua, demonstrando que o procedimento precoce
foi associado a menor necessidade posterior de VM, menor incidéncia de DBP, menores taxas
de sindromes de escape de ar. Tendo em vista esses dados, se observa que a técnica de
intubacdo com administracdo precoce de surfactante e extubacdo rapida para CPAP nasal é
uma medida protetora da lesdo pulmonar induzida pela ventilacdo mecanica.

Os mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis pelos efeitos benéficos do CPAP néo
foram avaliados; especula-se que a reducdo das taxas de DBP ocorra apenas por se estar
evitando a ventilagdo agressiva com altos volumes correntes e hiperventilagdo n&o advertida.

Os efeitos do CPAP na inflamacdo pulmonar sé foram demonstrados em animais.
Mesmo dados experimentais Sdo controversos: cordeiros pré-termo submetidos ao uso de
CPAP traqueal apresentaram, duas horas ap0os uso, niveis de citocinas ligeiramente menores

em relacdo aqueles submetidos a VM. Por outro lado, Polglase et al.*®

, em modelo
experimental de estimulo inflamatorio tipo o lipopolissacarideo bacteriano, ndo encontraram
menor resposta inflamatoria pelo uso de CPAP, sugerindo um efeito limitado do uso do CPAP

quando aos pulmdes imaturos soma-se um estimulo infeccioso. Esse estudo avaliou efeito do
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CPAP traqueal e ndo CPAP nasal, o que permite especularmos que o estimulo da presséo
positiva continua na traqueia promova uma acao inflamatdria direta ao pulméo com elevacgéo
de citocinas inflamatorias.

Estudamos prematuros entre 28 e 35 semanas de idade gestacional com disfuncao
respiratoria precoce moderada, onde a primeira modalidade ventilatéria foi o CPAP nasal,
ainda dentro das primeiras 6 horas de vida, e encontramos valores significativamente menores
de citocinas pré-inflamatorias apds duas horas de instituido CPAP, demonstrando que essa
estratégia € menos lesiva (dados ainda ndo publicados).

Alguns recém-nascidos submetidos ao uso de CPAP precoce desenvolvem
insuficiéncia respiratdria devido a doenca pulmonar em evolucgéo, apneia da prematuridade ou
atelectasia progressiva. As taxas de falha na extubacdo com o uso de CPAP séo de 25-40%
nos neonatos de baixo peso de nascimento®’. Novas técnicas de administracdo de surfactante
sob uso de CPAP sem a necessidade de introducdo de um tubo endotraqueal estdo sendo
implementadas (minimally-invasive surfactant therapy - MIST) com sucesso®. Outros
esforcos para reduzir essa falha incluem a ventilagcdo nasal de pressdo positiva intermitente
(NIPPV), que pode proporcionar suporte o suficiente para evitar a intubacdo em algumas

criangas.

VENTILACAO NASAL DE PRESSAO POSITIVA INTERMITENTE

O uso de NIPPV esta bem estabelecido em muitas condicGes pediatricas e adultas.
Costuma ser utilizada através de mascaras ou pecas nasal que podem ser longas ou curtas,
unicas ou em ambas narinas, sincronizando ou ndo com a inspiragdo do recém-nascido.
Outros termos utilizados para essa modalidade ventilatoria sdo: CPAP com pressdo de pico,
ventilacdo sincronizada mandatéria intermitente nasofaringea (NP-SIMV) e pressdo positiva

em vias aéreas bi-nivel nasal (N-BiPAP)**.
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Usaremos a nomina ventilacdo nasal de pressao positiva intermitente, nessa revisao.
Essa modalidade ventilatoria proporciona dois niveis de pressao que se alternam modificando
a CRF do neonato, recrutando alvéolos instaveis ou prevenindo seu colapso, com a geracéao de
volume corrente pela pressdo delta entre dois niveis pressoricos que alivia o trabalho
respiratorio. Outras hipoteses de funcionamento da NIPPV sdo o aumento da dilatacéo
faringea, com melhora do drive respiratdrio, a inducdo de reflexo paradoxal de cabeca, o
aumento da pressao média de via aérea permitindo o recrutamento alveolar, aumento do Vt e
do volume minuto™®.

Dois ensaios clinicos randomizados revelaram que a NIPPV precoce reduziu a
necessidade de intubacdo dentro das primeiras 72 horas de vida quando comparado com

CPAP nasal: Kugelman et al.*°

acharam diferenca significativa, mas com falha da NIPPV
associada com mais baixos pesos de nascimento, e subsequentemente, Sai Sunil Kishore et
al.** demonstraram que a evolugdo para VM com 48 horas foi significativamente menor
dentre os recém-nacidos no grupo NIPPV (13,5 vs 35,9%).

142 avaliaram NIPPV sincronizada e encontraram menos desfechos de

Bhandari et a
displasia ou morte no grupo NIPPV comparado com VM. O impacto do CPAP nasal
comparado com NIPPV sincronizada na incidéncia de displasia foi avaliado em um grande
estudo retrospectivo, com prematuros ao redor de 1250g. No subgrupo daqueles nascidos com
500 a 7509, o NIPPV foi associado a reducdo na incidéncia de DBP (p= 0,01), assim como
DBP e morte (p= 0,01), quando em comparacio com o CPAP*. Esses resultados sugerem que
NIPPV seja aplicavel e efetiva, e resulte em menor incidéncia de displasia em comparagéo
coma VM.

Estudo brasileiro, avaliando como desfecho a necessidade de intubacdo de resgate,

sugeriu que a NIPPV é aplicavel, segura e pode ter efeitos benéficos quando comparadas com

CPAP nasal, especialmente para recém-nascidos acima de 1000g de peso de nascimento*. A
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literatura é falha em estudos que possam avaliar qual 0 modo de suporte respiratorio nao
invasivo precoce (logo ap06s nascer) ou primario (apds a intubacgéo breve e uso de surfactante)
pode afetar a displasia broncopulmonar e desfechos em longo prazo.

Encontramos apenas um estudo avaliando as citocinas inflamatdrias em prematuros
entre 28 e 35 semanas submetidos a CPAP nasal ou NIPPV*, ndo havendo diferenca nos
niveis de interleucinas entre os dois grupos no 1° ¢ no 7° dias de vida. Por outro lado, os

prematuros que usaram NIPPV tiveram alta mais precoce.

Outros tipos de ventilacdo mecéanica e seu efeito na inflamacéo pulmonar
VENTILAGAO DE ALTA FREQUENCIA

A ventilacdo de oscilacdo de alta frequéncia (HFOV) é desenvolvida de forma a evitar
as grandes mudancas em pressao e volume, observadas durante a ventilagio mecanica
convencional. Teoricamente, € mais eficiente em recrutar areas de atelectasia, especialmente
no neonato com deficiéncia de surfactante. Quando comparada a VM convencional, foi
demonstrado que ambas as modalidades sdo equivalentes quanto a mortalidade e quanto a
incidéncia de hemorragia peri-ventricular®.

O tratamento precoce com HFOV é associado com uma reducdo na inflamacdo
pulmonar mediada por citocinas (niveis mais baixos de IL-8 no grupo HFOV), em
comparacdo com ventilagdo com pressdao de suporte (PSV) associada a ventilagdo com

volume-garantido em pré-termos com desconforto respiratério precoce®’.

NOVOS TIPOS DE VM PROTETORAS
A ventilacdo mecanica limitada por pressao que libera uma PIP fixa é a que tem sido
tradicionalmente utilizada para controlar a paCO,: nesse método o Vt varia de forma ampla.

Os estudos realizados com ventilagio mecanica convencional de diversos tipos néo
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conseguiram demonstrar diferencas consistentes quanto a DBP e mortalidade®®. VM
convencional sincronizada (SIMV) com pressdes inspiratorias baixas, a fim de ventilar o
recém-nascido de uma maneira gentil dentro das possibilidades locais, € uma estratégia
bastante empregada. Contudo, controlar o Vt ao invés de controlar a PIP parece uma
estratégia mais logica para ventilar pré-termos.

A ventilacdo com volume pré-selecionado (VPS) proporciona um Vt que permanece
constante dentro de cada insuflacdo, reduzindo o risco de volutrauma. Uma revisdo
sistematica*® comparou os dois tipos de VM em 556 prematuros, demonstrando que a \/PS foi
associada a reducdo significativa dos desfechos combinados de morte e DBP, e também
hemorragia grau 3-4 ou leucomalacia, mas reducdo de DBP sozinha foi de significancia
estatistica borderline.

A ventilacdo por volume-garantido (VVG) é um modo volume-controlado, ciclado a
tempo ou fluxo e limitado a pressédo, que controla o Vt expirado, proporciona ajustes da PIP a
cada respiracdo para atingir o V't determinado, e vem sendo usado em 80% das UTI terciarias
da Austrélia e paises nérdicos que utilizam VPS™. O aparelho analisa o volume corrente de
uma respiracdo prévia usando o fluxo expiratério para levar em conta qualquer
extravasamento e assim ajustar a pressao e obter o volume corrente alvo. Controlando o Vt
expirado, esse modo é menos influenciado pelo escape do tubo e pode ser usado com escapes
de até 50%. Conforme a complacéncia do pulmdo do recém-nascido melhora, a PIP
necessaria para fornecer um volume alvo cai, permitindo um auto-desmame das pressoes
fornecidas para o neonato.

O efeito na inflamagdo pulmonar mediada pelas citocinas nesses outros modos de

ventilagdo néo é descrito.
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CONCLUSAO

Os modos de ventilagcdo ndo invasivos sao técnicas ja ndo tdo recentes no NOSso meio,
mas que parecem promissores por se tratarem de modalidade com menor resposta
inflamatdria e com um possivel papel protetor na VILI.

A técnica de intubacdo com administracdo precoce de surfactante e extubacéo rapida
para CPAP nasal € uma medida protetora da lesdo pulmonar induzida pela ventilagdo
mecanica no prematuro. Além disso, estratégias que regulam o Vt evitando o volutrauma -
ventilacdo com volume pré-selecionado, especialmente a ventilagdo com volume-garantido,
parecem reduzir a taxa de displasia broncopulmonar.

Uma nova compreensdo dos mecanismos de lesdo envolvendo resposta inflamatéria
mediada pelas citocinas esta possibilitando o desenvolvimento de novas estratégias protetoras;

pequenos passos para o estudo de fatores de prevencao da displasia broncopulmonar.
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Tabela 1: Classificacéo de gravidade da DBP

Tratamento com oxigénio suplementar por 28 dias e:

Idade Leve Moderada Grave

Gestacional

< 32 sem AA com 36 sem FiO, < 0,3 com 36 FiO,> 0,3 com 36 sem IGC ou na alta
IGC ou na alta sem IGC ou na alta

>32 sem AAcomb56diasou FiO,< 0,3 com56 FiO, > 0,3 com ou sem suporte de
na alta dias ou na alta pressdo positiva com 56 dias ou na alta

AA: ar ambiente IGC: idade gestacional corrigida FiO,: fragdo inspirada de O,
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NIVEIS PLASMATICOS DE CITOCINAS ANTES E APOS USO DE SUPORTE
VENTILATORIO A PREMATUROS COM DISFUNCAO RESPIRATORIA
PRECOCE

CARVALHO CG (1,2), PROCIANOY RS (1,2,3), NETO, EC (4), SILVEIRA RC (1,2,3)

1 - PPG em Saude da Crianca e do Adolescente, FAMED — UFRGS
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3 — Departamento de Pediatria, FAMED — UFRGS
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RESUMO
Introducdo: Ventilagdo mecénica (VM) induz expressdo de citocinas pré-inflamatdrias em
modelos experimentais e estudo clinico, parecendo o emprego precoce de CPAP nasal
(CPAPN) estratégia promissora na prevencao da lesdo pulmonar induzida pela ventilagdo -
contudo efeitos protetores ndo estudados em humanos. Objetivo: avaliar os niveis
plasmaticos da interleucina (IL)-1p, IL-6, IL-8, IL-10 e fator de necrose tumoral (TNF)-a em
recém-nascidos tdo logo instituido CPAPn ou VM e duas horas ap6s. Metodologia: coorte
prospectivo, incluindo recém-nascidos (RNs) admitidos com idade gestacional (IG) de 28-35
semanas e necessidade de assisténcia ventilatdria, excluindo malformacdes, infeccao
congénita, sepse, surfactante e suporte ventilatério em sala de parto. Amostras de sangue
coletadas nesses dois momentos. Realizada descri¢do das variaveis em medianas e interquartis

(p25-p75), empregado Teste de Wilcoxon. Resultados: 43 RNs, médias de peso 1883,5+580g
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e IG 32+2,4semanas, 23 (53%) receberam CPAPN como primeira modalidade ventilatoria.
Pré-termos apos duas horas de VM apresentaram niveis significativamente maiores de 1L-6,
TNF- o e IL-8. Ja os niveis de IL-6 reduziram significativamente apds duas horas de CPAPN.
Em 68% dos neonatos cujas mées receberam corticoide pré-natal, as medianas das citocinas
foram menores no inicio do uso do CPAPN, mas esse efeito ndo se sustentou duas horas apos.
Conclusao: demonstramos que RNs em uso de CPAPn apresentam minima liberacdo de
citocinas pro-inflamatdrias, apresentando essa modalidade um possivel papel protetor - nesse
estudo potencializado pelo uso de corticoide ante-natal. Por outro lado, VM promove
significativa resposta inflamatoria, estimulando-se CPAPN como estratégia ventilatéria inicial
menos lesiva ao pré-termo com desconforto respiratério moderado.

Palavras-chave: citocinas, CPAP nasal, prematuros, lesdo induzida pelo ventilador.

INTRODUCAO

O emprego precoce de ventilagdo mecéanica (VM) induz a expressao de citocinas pro-
inflamatérias em modelos experimentais e estudo clinico’?. Em muitos estudos
epidemioldgicos, a substituicdo da VM pelo uso da pressdo continua positiva nasal em via
aérea (CPAPN) foi associada a reducéo de DBP*”,

A ventilagdo ndo invasiva e o emprego precoce de CPAPN na sala de parto parecem
estratégias promissoras na prevencao da lesdo induzida pela VM em prematuros extremos®™°.
Embora dados da rede’* NEOCOSUR n#o tenham demonstrado reducéo das taxas de DBP, o
efeito de facilitar o inicio da respiracdo espontanea, manter recrutamento alveolar com
pressdo positiva continua e reduzir a utilizacdo de VM em pré-termos sdo ac¢des protetoras do
CPAPN. Os mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis pelos efeitos benéficos do CPAPN ndo

foram avaliados; especula-se que a redugdo das taxas de DBP ocorra apenas por se estar
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evitando a ventilacdo agressiva com altos volumes correntes e hiperventilacdo nao
advertida®.

O papel da VM no pré-termo tratado com surfactante e a resultante elevacao
persistente das células inflamatdrias e citocinas pro-inflamatdrias nos pulmdes ja € bem
conhecido — contudo os possiveis efeitos protetores do CPAPN na lesdo pulmonar induzida
pela ventilagdo (VILI) s6 foram estudados em animais™.

E possivel que o uso de CPAPn, mesmo por curto periodo de tempo, possa evitar
estimulos pro-inflamatérios lesivos ao pulmao. Assim, nosso objetivo primario foi avaliar os
niveis plasmaticos da interleucina (IL)-1p, IL-6, IL-8, IL-10 e fator de necrose tumoral
(TNF)-a. em recém-nascidos tdo logo instituido CPAPnN e duas horas ap6s. Secundariamente,
foi comparada essa possivel resposta inflamatéria do CPAPn com os niveis de citocinas antes
e apoOs Ventilacdo Mecéanica em grupo de recém-nascidos prematuros que requerem essa

estratégia.

Métodos:

Estudo de coorte prospectivo incluindo recém-nascidos admitidos de setembro de
2011 a maio de 2013, com idade gestacional de 28 a 35 semanas, com necessidade de uso de
CPAPN ou de VM como primeira estratégia de assisténcia ventilatéria nas primeiras 72 horas
de vida. Critérios de exclusdo: malformacgdes congénitas ou sindromes cromossémicas,
infeccdo congénita do grupo STORCH, sepse comprovada, meningite, necessidade de suporte
ventilatorio com qualquer pressao positiva em sala de parto, uso de 6xido nitrico e surfactante
antes da inclusdo no estudo. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica e Pesquisa da
Instituicdo sob nuimero 11-0325 e consentimento informado foi lido e obtido dos pais ou

responsaveis antes da entrada no estudo.
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Foram coletados os seguintes dados: idade gestacional, determinada pela data da
ultima menstruacdo e confirmada por ultrassom no primeiro trimestre e/ou exame clinico
neonatal'®, peso ao nascer, sexo, escore de Apgar no quinto minuto, necessidade de
reanimacdo em sala de parto, tipo de parto, além da determinacdo de presenca de pré-
eclampsia, ruprema e/ou corioamnionite materna.

O célculo do escore de SNAPPE-II foi realizado ap6s 12 horas do nascimento para
todos os pacientes. DBP foi definida pela necessidade de uso de oxigénio além de 28 dias de
vida'®. Uso de corticoide pré-natal foi considerado apenas para maes que receberam duas
doses de betametasona antes do parto.

Os recém-nascidos foram seguidos do nascimento até o inicio do uso do suporte
ventilatorio, quando era coletado sangue para gasometria arterial conforme a rotina do
Servico — assim, era coletada uma aliquota adicional de 500 puL em tubo de EDTA para
posterior analise de citocinas, sem necessidade de coleta de amostra exclusivamente para
pesquisa. Apo6s duas horas no uso da ventilacdo de eleicdo, conforme necessidade de cada
recém-nascido, a segunda amostra era coletada para nova gasometria e aliquota adicional em
tubo EDTA para dosagens de citocinas. As amostras de sangue eram imediatamente
centrifugadas por dez minutos a 3000 rotagdes por minuto (RPM) a fim de obter 300 uL de
plasma, que era congelado a -80°C, identificando-se pelo nimero e momento da coleta da

amostra para posterior analise laboratorial conjunta das citocinas.

As medidas das citocinas foram realizadas usando o kit MILLIPLEX® Human
Cytokine / Chemokine MPXHCYTO-60K (Millipore Corp, Missouri, USA), comercialmente
disponivel. As leituras realizadas pelo Luminex 100 com software apropriado. Amostras e
curva-padrdo foram processadas em duplicata. Foram calculados, a partir das gasometrias,
gradiente alvéolo-arterial de O, — P(A-a)O; e razdo arterio-alveolar de oxigénio (a/ApO,), tdo

logo instituido o suporte ventilatorio e apos duas horas.
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Analise estatistica: O tamanho da amostra foi calculado de acordo com estudo prévio
em animais®®. Para detectar uma diferenca de 37% no percentual de aumento das citocinas em
vigéncia do uso de CPAPN, considerando um a=0,05 e poder de 80%, a amostra calculada foi
de 19 recém-nascidos. Realizada a descri¢do das varidveis em média + desvio-padréo (DP) ou
medianas e interquartis (p25-p75). Empregado Teste de Wilcoxon para comparar 0s niveis de
citocinas no inicio imediato e apds duas horas de CPAPn ou VM e Teste de Mann-Whitney
para demais comparagdes. Utilizado o programa SPSS 18.0 (Statistical Package for Social

Sciences), e o nivel de significancia estatistica para todas as analises foi p < 0,05.

RESULTADOS

Um total de 43 recém-nascidos preencheram critérios de inclusdo com médias de peso
de nascimento de 1883,5£580 gramas e idade gestacional de 32+2,4semanas. Vinte e trés
(53%) prematuros receberam CPAPn como primeira modalidade ventilatoria, 14 (32%) eram
PIG, 22 (51%) eram do sexo masculino; apenas 13 pacientes apresentaram diagnostico de
Doenca de Membrana Hialina (DMH) e dois de DBP. A mediana do escore SNAPPEII na
populacdo avaliada foi 8 (0-21), mas significativamente superior no grupo VM cuja mediana
foi 19 (7-29) comparando-se com o grupo CPAPN, cujo SNAPPE Il foi 7 (0-9); p=0,006.
DMH foi mais frequente naqueles recém-nascidos que necessitaram de VM: 11 (55%) e 2
(8,7%) em CPAPN, p=0,01. Uso de curso completo de corticoide ante-natal em 22 (51%)
mées, 34 (79%) parto cesariana, 13 (30%) apresentaram pré-eclampsia. A mediana do
momento da coleta das citocinas foi 2,5 (1,7-6) horas de vida. Recém-nascidos submetidos a
VM iniciaram o suporte mais tarde que os recém-nascidos onde CPAPN foi a estratégia
inicial: CPAPN 2 (1,5-2,5) horas de vida e VM 9 (3-46) horas de vida, p=0,001. A evolucao
dos indices de trocas gasosas basais e apds duas horas de suporte ventilatorio estd

representada na Tabela 1.
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Prematuros apos duas horas de VM apresentaram niveis significativamente maiores de
IL-6, TNF- o e IL-8. Ja os niveis de IL-6 reduziram significativamente apds duas horas de
CPAPN, e em 18 dos 23 pacientes em CPAPN houve reducédo nos niveis de IL-8. Os niveis de
TNF- o foram similares no basal e pos CPAPnN (Tabela 2). Os niveis basais das citocinas entre
as duas modalidades ventilatorias apresentaram diferenca na IL-1p e TNF-a (Figura 1).

Em 15 dos 22 pretermos (68%) cujas médes receberam corticoide pré-natal, as
medianas das citocinas foram menores antes do CPAPN, mas esse efeito ndo se sustentou na
segunda medida, duas horas apos (Tabela 3).

Houve administracdo de surfactante apds a intubacdo em oito dos 20 neonatos (40%)
em VM, mas isso ndo interferiu na resposta inflamatoria aferida duas horas apds: a mediana
de IL-6 foi 81,5 (26-523) pg/mL nos que usaram e 86,8 (20-345) pg/mL nos que ndo usaram
(p=0,85), quanto a IL-8, as medianas foram 194 (60-231) pg/mL e 74,5 (48-272) pg/mL

respectivamente (p=0,57), e na TNF- a, 17 (8-70) pg/mL e 13,8 (11-16) pg/mL (p=0,73).

DISCUSSAO

Os dados de nosso estudo sdo inovadores, permitindo demonstrar reducéo nos valores
de IL-6, IL-8 e TNF-a apds duas horas de uso da modalidade de ventilagdo ndo invasiva,
possivelmente devido efeito protetor e/ou inibidor da cascata de eventos pro-inflamatérios do
uso precoce de CPAPNn em recem-nascido pré-termo. Por outro lado, reforcamos o achado da
lesdo inflamatoria mediada por citocinas que a Ventilagdo Mecanica per si causa ao recem-
nascido pre-termo.

Estudos em animais mostraram que a ventilacdo incorporando pressao final expiratoria
positiva (PEEP) reduz a formagdo de edema e dano celular’?, e de células inflamatérias
durante a ventilacdo prolongada’’. Contudo, mesmo dados experimentais sd0 controversos:

cordeiros pré-termo submetidos ao uso de CPAP traqueal apresentaram niveis de citocinas
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duas horas apés ligeiramente menores em relacdo aqueles submetidos & VM™. Niveis
igualmente elevados de IL-1B em ambas as modalidades ventilatorias, e maiores de 1L-6 e IL-

8 no grupo em VM também foram encontrados'®. Por outro lado, Polglase et al.*®

, em modelo
experimental de estimulo inflamatorio tipo o lipopolissacarideo bacteriano, ndo encontraram
resposta inflamatoria menor pelo uso de CPAP, sugerindo um efeito limitado do uso do CPAP
quando a imaturidade dos pulmdes soma-se um insulto infeccioso. Estudo em ratos adultos
também mostrou efeitos deletérios do CPAP nesse contexto das infecgbes, mas com grande
atenuacdo no grupo tratado com corticoide prévio™. Esses estudos avaliaram o efeito do
CPAP traqueal e ndo CPAP nasal, o que permite especularmos que o estimulo da presséo
positiva continua na traqueia promove uma acao inflamatdria direta ao pulmao com elevacgéo
de citocinas inflamatorias.

Uma possivel explicacdo para o0s niveis plasmaticos de IL-6 reduzidos
significativamente duas horas depois de instituido suporte com CPAPn poderia ser o
momento da coleta precoce, embora a meia vida dessa citocina seja muito curta e seus niveis
elevem-se rapidamente na circulacdo apés estimulo?’. O momento da coleta é um fator
importante na avaliagdo da resposta inflamatéria®*#?. Nesse sentido, a variacdo de duas horas
ap6s o estimulo permitiu um intervalo seguro para evitar outros potenciais eventos
inflamatorios caracteristicos do pré-termo que poderiam interferir ou alterar o efeito da
ventilagdo mecanica e/ou do CPAP, procurados nesse estudo.

Demonstramos aumento estatisticamente significativo nos valores de IL-6, IL-8 e
TNF-o apds duas horas de VM. Ja em estudo previamente publicado onde incluimos recém-
nascidos a termo e pré-termos tardios, a mediana da IL-6 foi similar, apesar de seus niveis
terem aumentado em quase 90% dos RNs duas horas apés VM?. A IL-6 se encontra em niveis
6,4 vezes maiores no recém-nascido pre-termo em relacdo ao de termo, sugerindo que o

estresse ja ocorra pelo nascimento precoce efou trabalho de parto®. Leviton A et al.?
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reforcaram a teoria da resposta inflamatdria fetal progressivamente maior em idades
gestacionais menores, especialmente para o pré-termo extremo.
Como a IL-6 ¢é considerada a principal citocina envolvida no desenvolvimento da

|25

sindrome da resposta inflamatdria fetal®®, é descrita como marcador precoce de DBP? e de

sepse neonatal®’?

, ndo foram incluidos recém-nascidos com sepse neonatal, infeccdo do
grupo STORCH ou com necessidade de qualquer suporte ventilatorio em sala de parto.
Assim, evitaram-se niveis iniciais de IL-6 mais elevados que poderiam prejudicar o
entendimento do comportamento da IL-6 na VILI e o efeito protetor do CPAP, uma vez que
seus niveis reduziram duas horas ap6s CPAP nasal.

Curiosamente, os niveis de IL-10, citocina anti-inflamatdria, reduziram ndo apenas
duas horas apds VM, o que seria esperado, mas também duas horas apds CPAPN. A expressao

anti-inflamatéria da 1L-10 é mais tardia®>*°

, posterior a liberacdo de IL-8, especialmente para
pré-termos com menos de 30 semanas de idade gestacional®*. Prematuros podem ter producéo
deficiente de interleucinas regulatérias, como a IL-10, sendo, portanto, mais predispostos a
uma resposta inflamatéria aumentada®. Os niveis reduzidos de IL-1p também podem ser
explicados pela cinética dessa citocina, uma vez que a IL-1B aumenta mais tardiamente nas
primeiras 24 horas de vida e a maioria de nossas amostras foram obtidas dentro desse
periodo®.

De acordo com estudos prévios, nossos niveis de IL-8 aumentaram significativamente
ap6s a VM>***8_ pré-termos com menos de 35 semanas de idade gestacional apresentaram
niveis similares de IL-6, IL-8 e TNF-a no primeiro dia e no sétimo dia de uso de CPAPn ou
Ventilagdo Nasal de Pressdo Positiva Intermitente (NIPPV), sugerindo que ambas

modalidades ventilatorias sdo protetoras. Contudo, esses autores tentaram avaliar uma

resposta inflamatéria sustentada®*. Nossos dados apontam para um periodo curto de suporte
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ventilatorio invasivo ou protetor, apenas duas horas, com diferencas significativas na reposta
inflamatoria entre essas duas modalidades.

E conhecida a relagdo do corticoide pré-natal e inibicio da resposta inflamatoria a
lesdo induzida pela ventilacdo®*®. O emprego de corticoide pré-natal a gestantes em trabalho
de parto prematuro foi associado com reducdo significativa da producdo basal de IL-6 no

corddo umbilical®"®,

Nossos pré-termos em CPAP expostos ao corticoide intrauterino
apresentaram valores de IL-6 e TNF-a menores inicialmente, mas similares apds as duas
horas de suporte, quando comparados com pré-termos sem uso de corticoide pré-natal,
demonstrando uma acao anti-inflamatoria, porém transitdria do corticoide.

Nossos achados suportam o emprego de VM a pré-termos mais graves ja nas primeiras
horas de vida, uma vez que o escore SNAPPE Il e o gradiente alvéolo-arterial foram
significativamente mais elevados nesse grupo, quando comparados aos recém-nascidos nos
quais elegeu-se 0 CPAPn como modalidade inicial. A VM indicada a essa amostra estudada
melhorou a insuficiéncia respiratoria, demonstrada pela redugdo nos indices de troca gasosa
com apenas duas horas de VM. Ainda assim, houve elevacdo de citocinas na Ventilagcao
Mecanica e redugdo no CPAPN.

No nosso estudo, ndo incluimos prematuros extremos, com idade gestacional inferior a
28 semanas, devido a dificuldade da utilizagdo do CPAPn como abordagem inicial, o que
limita nossos achados a faixas gestacionais superiores. Em estudo randomizado com pré-
termos extremos, quase a metade daqueles em CPAPN, necessitaram intubacdo e uso de
surfactante nos primeiros dias de vida®®. Trés grandes estudos internacionais tentaram definir
a melhor abordagem inicial para pré-termos de 25 a 28 semanas de idade gestacional, com
resultados inconclusivos *'°, ou tendendo para 0 uso de CPAPn inicial seguido de uso de

surfactante, na expectativa de evitar a intubagdo®. Apesar dessa limitacdo do nosso estudo,

ndo incluindo justamente populacdo onde a VM é mais utilizada e as consequéncias da
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inflamacéo sistémica mais significativa, acredita-se que 90% dos nascimentos prematuros
antes de 28 semanas ocorram devido a infec¢do ou inflamacdo intra-Gtero o que naturalmente
alterariam os niveis de interleucinas®.

Concluindo, nosso estudo demonstrou que o CPAPN apresenta minima liberacdo de
citocinas pro-inflamatdrias e pode ter um papel protetor, visto a reducéo de IL-6 apresentada
em poucas horas de uso; e ao contrario, ventilacio mecéanica com pressao intermitente,
promove significativa resposta inflamatoria. Portanto, CPAPn deve ser estimulado como
estratégia ventilatoria inicial protetora ao pré-termo com desconforto respiratério moderado.
Nesse estudo, o efeito protetor do CPAPnN foi potencializado pelo uso de corticoide ante-natal,
ja que a Ventilacdo Mecanica persiste sendo indutora de liberacdo de citocinas inflamatdrias,

a despeito dessa medida pré-natal.
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Tabela 1: Indices de Troca Gasosa de acordo com o Suporte Ventilatorio

89

P(A-a)0O, P(A-a)0O, p pO./FiO, pO./FiO, p Razdo a/APO, Razéo a/APO, p
basal pbs basal pbs
CPAP 62,4 33,6 0,057 250 0,23 0,67 0,19
(33,2-105,8) (13-70) (177-331) (191-375) (0,38-0,77) (0,45-0,85)
VM 204 146 0,008 179 0,23 0,41 0,26
(48-440) (66-232) (89-365) (159-329) (0,16-0,71) (0,35-0,6)
Legenda: Mediana e p25-p75, Wilcoxon signed-rank test
Tabela 2: Comparacédo das Citocinas no inicio imediato do Suporte Ventilatério e duas horas apds
Citocina Inicio do CPAPN 2h apds p Inicio da 2h apds p
(pg/mL) VM
N 23 23 20 20
IL-6 97,1 (43,1-188) 32,4 (17,6-62) 0,002 54,6 (14,9-156) 82,6 (22,3-366) 0,002
IL-8 78,8 (52,8-133,8) 59,9 (51-87,5) 0,064 73,3 (32,3-165) 107 (52,6-255) 0,001
IL-10 71,6 (14-145) 41,7 (13-63,2) 0,055 82 (45,3-188) 47,1 (15-155) 0,079
IL-1p 11 (11-11,9) 11 (11-12) 0,47 8,2 (6,7-11,3) 8,7 (7,4-12,9) 0,14
TNF-a 21,6 (15,7-26,4) 17 (16,5-23,7) 0,28 12,2 (7,8-15,3) 14,6 (11-19,5) 0,001

Legenda: Mediana e p25-p75, Wilcoxon signed-rank test



Tabela 3: Associacdo do uso de Corticoide pré-natal com Citocinas no inicio imediato do Suporte Ventilatorio e duas horas apos

90

Inicio CPAPn Apos 2h Inicio VM Apos 2h
Citocina  Corticoide ~ N&o usou p  Corticdide  Néo p Corticoide Né&o usou p Corticoide N&o usou p
(pg/mL) pre-natal pre-natal usou pre-natal pre-natal
N 15 8 15 8 7 13 7 13
IL-6 62,8 215 0,002 23,4 59 0,076 18 124 0,21 57,5 237 0,06
(15-111)  (149-392) (8—45) (26-84) (15-78) (15-374) (16-68) (40-559)
IL-8 95 75,4 0,46 70 56,6 0,35 76 70 0,87 164 77 0,7
(55-135)  (52-112) (51-166) (42— (32-155) (32-175) (54-262) (51-254)
77)
IL-10 50,4 82,4 0,16 40,5 46,5 0,46 100 64 0,75 53 44 0,87
(10,4-114)  (49-328) (11-94) (26 -62) (44-187) (41-519) (13-207) (15-127)
IL-1p 11 11,3 0,42 11 11,4 0,9 8,1 9,6 0,15 8,1 11 0,18
(11-12) (11-14) (11-12)  (11-13) (3,9-10,7)  (7,3-15,1) (7,3-10,7)  (7,7-15,9)
TNF-a 18 26 0,034 19 16,7 0,39 8,7 12,7 0,48 16 14,6 0,99
(15-24) (19-36) (16-24)  (15-24) (5,6-19) (9-15) (9-20) (11,4-19,5)

Legenda: Mediana e p25-p75; Mann-Whitney test
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inicial e apds duas horas. - Teste de Mann-Whitney
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7. CONCLUSOES

Na nossa revisdo sobre leséo pulmonar induzida pela ventilacdo, verificamos que o0s
modos de ventilacdo ndo invasivos sdo técnicas j& ndo tdo recentes No NOsso meio, mas
que parecem promissores por se tratarem de modalidades com menor resposta
inflamat6ria e com um possivel papel protetor na lesdo pulmonar.

A técnica de intubacdo com administracdo precoce de surfactante e extubacao répida para
CPAP nasal € uma medida protetora da lesdo pulmonar induzida pela ventilagdo
mecanica no prematuro.

Estratégias que regulam o Vt evitando o volutrauma - ventilagdo com volume pré-
selecionado, especialmente a ventilagdo com volume garantido - parecem reduzir a taxa
de displasia broncopulmonar.

No nosso estudo observacional, houve reducdo no nivel das citocinas pré-inflamatorias
IL-6, IL-8, e TNF-a e da citocina anti-inflamatéria IL-10 nos recém-nascidos prematuros
duas horas ap6s o uso do CPAPN, sendo estatisticamente significativa apenas a reducéo
da IL-6.

Confirmou-se 0 aumento no nivel das citocinas pro-inflamatérias IL-6, IL-8, e TNF-a ¢ a
reducdo da citocina anti-inflamatéria 1L-10 nos prematuros duas horas ap6s o uso de VM,
sendo estatisticamente significativo o aumento da IL-6, IL-8, e TNF-a.

Os baixos niveis de IL-1p podem ser explicados pela cinética dessa citocina, uma vez que
a IL-1p aumenta mais tardiamente nas primeiras 24 horas de vida e a maioria de nossas
amostras foram obtidas nesse periodo.

Os niveis de IL-10 reduziram ndo apenas duas ap6és VM o que seria esperado, mas

também duas horas apds CPAP, possivelmente devido a sua expressao mais tardia.
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8- Nossos pré-termos em CPAPN expostos ao corticoide intrauterino apresentaram valores
de IL-6 e TNF-a menores tdo logo instituido CPAPN, mas similares ap6s as duas horas de
uso, quando comparados com pré-termos sem uso de corticoide pré-natal, demonstrando
uma acdo anti-inflamatoria, porém transitéria do corticoide.

9- Prematuros em VM expostos ao corticoide intrauterino ndo apresentaram, na nossa
amostra, valores de interleucinas estatisticamente menores tdo logo instituida a VM, nem
apos as duas horas de uso, quando comparados com pré-termos sem uso de corticoide
pré-natal.

10- Nossos pré-termos em VM expostos ao surfactante exodgeno apOs a intubacdo
apresentaram valores de IL-6, IL-8 e TNF-a maiores ap6s duas horas de VM da mesma
forma que os pré-termos que ndo receberam a medicacdo, demonstrando que a VM por si
sO tem acdo pro-inflamatoria.

11- Houve melhoras nos indices de trocas gasosas nos recém-nascidos duas horas ap6s 0 uso
de ambos os modos de suporte ventilatério, o que foi evidenciado principalmente pela

reducdo do gradiente alvéolo-arterial de O, na VM.

8. CONSIDERACOES FINAIS

Nossos achados suportam o emprego de VM a prematuros mais graves ja nas
primeiras horas de doenga, uma vez que a VM indicada a essa amostra estudada melhorou a
insuficiéncia respiratoria — redugcdo do gradiente alvéolo arterial. Os grupos foram bastante
homogéneos, conforme dados da Tabela 1 dos Apéndices; contudo eram pacientes com
gravidade diferente - o escore SNAPPE |1 foi significativamente mais elevado no grupo VM,
assim como a prevaléncia de doenga da membrana hialina. A despeito da melhora na

oxigenacéo, houve elevacéo de citocinas na Ventilagdo Mecénica e reducdo no CPAPN.
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Os resultados dessa pesquisa mostram que 0s prematuros submetidos a CPAPn
apresentaram minima liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias, com possibilidade de papel
protetor na lesdo pulmonar induzida pela ventilacéo, visto a reducéo de IL-6 apresentada em
poucas horas de uso. Tendo em vista essa observacdo, o CPAP deve ser estimulado como
estratégia ventilatéria inicial menos lesiva ao prematuro com desconforto respiratorio
moderado — mas ainda serdo necessarios mais estudos para determinar o papel de outras
formas de ventilacdo ndo invasiva e outras formas de VM consideradas protetoras na
prevencdo da inflamacéo pela ventilacao.

No nosso estudo ndo incluimos prematuros extremos, com idade gestacional inferior a
28 semanas, devido a dificuldade da utilizacdo do CPAPn como abordagem inicial, o que
limita nossos achados a faixas gestacionais superiores. Apesar dessa limitacdo do nosso
estudo, ndo incluindo justamente populacdo onde a VM é mais utilizada e as consequéncias
da inflamacédo sistémica mais profunda, acredita-se que 90% dos nascimentos prematuros
antes de 28 semanas ocorram devido a infeccdo ou inflamacdo intra Utero, o que naturalmente
alteraria os niveis de interleucinas.

Assim, essa nova compreensdo dos mecanismos de lesdo envolvendo resposta
inflamatoria mediada pelas citocinas possibilitara o desenvolvimento de novas estratégias no

cuidado dos recém-nascidos prematuros.
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APENDICES

APENDICE A — ARTIGO 2 EM INGLES

PRE- AND POST-VENTILATION PLASMA CYTOKINE LEVELS IN PRETERM
NEWBORN INFANTS WITH EARLY RESPIRATORY DISTRESS

ABSTRACT

Introduction: Mechanical ventilation (MV) induces expression of pro-inflammatory
cytokines. Early nasal continuous positive airway pressure (nCPAP) seems to prevent
ventilator-induced lung injury. These effects have not been studied in humans.

Objective: To evaluate plasma levels IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, and TNF-o immediately before
the start of NCPAP or MV and two hours later.

Methods: Prospective cohort including preterm newborns with gestational age of 28-35 weeks
admitted to a NICU for respiratory support. Newborns with malformations, congenital
infections, sepsis, surfactant treatment, and receiving ventilatory support in the delivery room
were excluded. Blood samples were collected right before and two hours after the start of
ventilation. Wilcoxon test was used for comparisons.

Results: Of 43 preterm (mean weight 1883.5+580g; GA 32+2.4 weeks), 23 (53%) were
treated with nCPAP. A significant decrease in IL-6 levels was observed after two hours of
nCPAP. After two hours of MV, IL-6, TNF-a and IL-8 levels increased significantly. In 15
out of 22 newborns (68%) whose mothers received antenatal steroid, cytokine level was lower
at the onset of nCPAP, but this effect was not sustained after two hours.

Conclusion: nCPAP was associated with minimal release of pro-inflammatory cytokines and
seems to play a less harmful role, which was enhanced by the use of antenatal steroids.
Conversely, MV promoted a significant inflammatory response, thus supporting the use of

nCPAP as initial protective respiratory strategy for preterm with moderate respiratory distress.
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Introduction

The early use of mechanical ventilation (MV) has been shown to induce pro-
inflammatory cytokine expression in experimental models and clinical studies™. In many
epidemiologic studies, the replacement of MV with nasal continuous positive airway pressure
(NCPAP) has been associated with reduced bronchopulmonary dysplasia (BPD) *".

Noninvasive ventilation and early initiation of CPAP in the delivery room seem to be
promising strategies to prevent MV-induced injury in extremely preterm infants®°. Even
though data from the South American Neocosur Network** have not shown a reduction in the
rates of BPD following CPAP, this ventilation strategy is still associated with protective
effects; CPAP seems to facilitate spontaneous breathing, maintain alveolar recruitment, and
reduce the need for MV in preterm infants. The pathophysiological mechanisms underlying
the beneficial effects of CPAP have not yet been clarified, but it is speculated that the
reduction in BPD rates associated with this ventilatory strategy results mainly from the
avoidance of invasive ventilation or inadvertent exposure to high tidal volumes and
hyperventilation®?.

The role of MV in preterm infants treated with surfactant and the resulting persistent
elevation of inflammatory cytokines in the lungs is well known. However, the possible
protective effects of nCPAP in ventilator-induce lung injury (VILI) have only been studied in
animals™®.

It is possible that the use of nCPAP, even for short periods of time, might prevent
harmful pro-inflammatory stimuli to the lung. Thus, the aim of this study was to determine
plasma levels of interleukin (IL)-1p, IL-6, IL-8, IL-10, and tumor necrosis factor (TNF)-a in

newborns right before start of either nCPAP or MV and two hours later.
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Methods

A prospective cohort study was carried out with newborns admitted between
September 2011 and May 2013 to the HCPA NICU. Gestational age ranged from 28 to 35
weeks, and all participants required nCPAP or MV as the initial support in the first 72 hours
of life. Exclusion criteria were congenital malformations or chromosomal syndromes,
STORCH infections, proven sepsis, meningitis, need for ventilatory support with any type of
positive airway pressure therapy in the delivery room, and use of nitric oxide and surfactant
prior to enrollment in the study. The project was approved by the Institution’s Research
Ethics Committee (protocol 11-0325). Written informed consent was obtained from the
parents or guardians prior to enrollment of participants.

The following data were collected: gestational age (based on the date of the last period
and confirmed by ultrasound in the first trimester and/or neonatal clinical examination)™,
birth weight, sex, Apgar score at the fifth minute, delivery room resuscitation, type of
delivery, and presence of preeclampsia, amniorrhexis, and/or chorioamnionitis.

SNAPPE-II score was calculated 12 hours after birth™ for all participants. BPD was
diagnosed based on the need for oxygen beyond 28 days of life’®. Preterm infants whose
mothers had received two doses of betamethasone prior to delivery were considered to have
received antenatal steroids.

Newborns were followed from birth to the start of ventilatory support; samples were
collected right before MV or nCPAP for arterial blood gas analysis according to the routine of
the NICU. An additional 500uL aliquot was collected in ETDA tubes for later cytokine
analysis, and therefore no additional punctures were performed strictly for research purposes.
Two hours after the onset of the required ventilation mode (nCPAP or MV), samples were
again collected for blood gas analysis and cytokine dosing. The blood samples were

immediately centrifuged for 10 minutes at 3,000 rpm to yield 300 pL of plasma, which was
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frozen at —80°C. The samples were identified by number and time of collection for later

laboratory analysis of cytokines.

Cytokines were measured using a commercially available kit (MILLIPLEX® Human
Cytokine/Chemokine MPXHCYTO-60K, Millipore Corporation, Billerica, MA USA). The
readings were performed with Luminex 100 in duplicate (Austin, Texas, USA) with
appropriate software. Samples and standard curve were processed

The alveolar-arterial oxygen gradient - P (Aa) O, - and the arterio-alveolar oxygen
ratio (a/ApO;) were calculated from arterial blood gas analyses before and two hours after the

start of ventilatory support.

Statistical analysis

Sample size was calculated based on a previous study with animals™. To detect an
increase of 37% in cytokine levels during nCPAP use, considering o=0.05 and 80% power,
19 newborns were required. The results were expressed as mean + standard deviation (SD) or
median and range (p25-p75). Wilcoxon’s test was used to compare cytokine levels
immediately before the onset and two hours after nCPAP or MV. Mann-Whitney’s test was
used for the other comparisons.

Differences between medians were analyzed using the Mann-Whitney test. The
Wilcoxon signed-rank test was used to compare the pre- and post- ventilatory support
cytokine levels. Analyses were performed with SPSS, version 18.0 (Statistical Package for

Social Sciences), and the level of statistical significance was p <0.05.

Results
Forty-three newborns met the inclusion criteria. Mean birth weight was 1883.5+580 g,

and mean gestational age was 32+2.4 weeks. Twenty-three (53%) pre-term newborns
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received nCPAP, 14 (32%) were small for gestational age, and 22 (51%) were males. Thirteen
babies were diagnosed with hyaline membrane disease (HMD) and two with BPD. Median
SNAPPEII score was 8 (0-21). SNAPPEII score was significantly higher in the MV group: 19
(7-29) vs. 7 (0-9) in the nCPAP group (p=0.006). HMD was more frequent in newborns
receiving MV (11 or 55% vs. 2 or 8.7% in nCPAP newborns; p=0.01). A full antenatal steroid
course was given to 22 mothers (51%), 34 (79%) with C-section and 13 (30%) with
preeclampsia. The median time for collection of samples for cytokine measurement was 2.5
(1.7-6) hours of life. MV was initiated later than nCPAP: 9 (3-46) vs. 2 (1.5-2.5) hours of life
(p=0.001). Table 1 presents gas exchange data at baseline (right before the onset of
ventilatory support) and two hours later.

Two hours of MV were associated a significant increase in IL-6, TNF- a, and IL-8
levels. IL-6 levels were significantly reduced after 2 hours of nCPAP. IL-8 levels were also
reduced in 18 out of 23 nCPAP patients. Pre and post-nCPAP TNF- a levels were similar
(Table 2). Both groups presented similar baseline levels for all cytokines except TNF- a and
IL-1p (Figure 1).

The median level of pre-nCPAP cytokines was lower in 15 out of 22 infants (68%)
whose mothers received antenatal steroids. However, this effect was not sustained after two
hours of nCPAP (Table 3).

Surfactant was administered following intubation in 8 out of 20 newborns (40%)
receiving MV prior to the second sample collection time. This however did not interfere with
the inflammatory response measured two hours later: median IL-6 levels were 81.5 (26-523)
in babies who received surfactant vs. 86.8 (20-345) in those who did not (p=0.85). Median
levels of IL-8 were 194 (60-231) vs. 74.5 (48-272) respectively (p=0.57), and of TNF- a, 17

(8-70) vs. 13.8 (11-16) (p=0.73) respectively.
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Discussion

This study presents novel data showing a decrease in IL-6, IL-8, and TNF-a levels
after two hours of non-invasive ventilation, possibly reflecting a protective and/or inhibiting
effect of early nCPAP on the pro-inflammatory cascade in preterm newborns. Conversely, our
data also support the notion that MV per se causes inflammatory injury in this population.

Animal studies have shown that positive end-expiratory pressure (PEEP) ventilation
reduced edema formation and cell damage *?, as well as inflammatory cell recruitment during
prolonged ventilation!’. However, even the available experimental data are controversial:
preterm lambs receiving tracheal CPAP presented only slightly lower cytokine levels after
two hours as compared to those receiving MV™. Similar increased levels of IL-1B were
recorded with both ventilation modes, whereas IL-6 and IL-8 were elevated only in the MV

group®®. Conversely, Polglase et al. *°

, using a model of lipopolysaccharide infection, did not
observe decreased inflammatory response with the use of CPAP, suggesting a limited effect
of this ventilation mode in the presence of both immature lungs and infectious injury. A study
in adult rats has also reported deleterious effects of CPAP in the context of sepsis; however,
infection was greatly attenuated in the group receiving pretreatment with steroids®. In those
studies, tracheal CPAP rather than nasal CPAP was used. We speculate that the stimulus
provided by continuous positive pressure in the trachea promotes direct inflammatory action
in the lung, with elevation of inflammatory cytokines.

Timing of sample collection is an important factor in the evaluation of inflammatory
response; the half-life of IL-6 is very short, and its circulating levels increase rapidly after
stimulation®?2. The strength of our study is that the collection of samples prior to and 2 hours
after the stimulus provided a safe interval to prevent the onset of other potential inflammatory

events, which are characteristic of preterm newborns and that could interfere with or alter the

effect of MV or nCPAP. Pre TNF-a and IL-1 nCPAP levels were higher than pre MV, once
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the median time of collection was shorter in nCPAP than in MV infants. The higher cytokines
levels after MV than after nCPAP reinforce a significant role of MV inducing a systemic
inflammatory response.

We demonstrated a statistically significant increase in IL-6, IL-8, and TNF-a after 2
hours of MV. In a previous study by our group, including full-term newborns and late preterm
newborns, the groups had a similar median level of IL-6, despite an increase recorded in
almost 90% of the newborns 2 hours after MV 2. IL-6 has been shown to be 6.4 times higher
in preterm newborns as compared to full-term newborns, which suggests that stress occurs
even prior to ventilation, resulting from preterm birth and/or labor®®. The findings of Leviton
et al. supported the theory of a fetal inflammatory response that is stronger at lower
gestational ages, especially in extremely preterm newborns 2.

Because IL-6 is the main cytokine involved in the development of the fetal
inflammatory response syndrome®, it has been described as an early marker of BPD*® and
neonatal sepsis®’?. Therefore, we excluded all cases of neonatal sepsis and STORCH
infections, as well as babies requiring any type of ventilatory support in the delivery room,
who might have elevated baseline IL-6 levels — a situation that might impact the evaluation of
the behavior of IL-6.

Interestingly, the levels of inflammatory cytokine IL-10 were reduced 2 hours after

29,30 after the release

both CPAP and MV. Anti-inflammatory expression of IL-10 occurs later
of IL-8, especially in preterms with gestational age below 30 weeks *. The production of
downregulatory interleukins, such as IL-10, may be insufficient in preterm newborns, which
leaves them more predisposed to an exacerbated inflammatory response *. The reduced levels

of IL-1p may also be explained by kinetics, since the rate of IL-1p increase is slower in the

first 24 hours of life, the period in which most of our samples were obtained®.
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As previously observed, IL-8 levels increased significantly in our study following
MV?1318 -~ As shown in a previous study, preterm newborns with less than 35 weeks of
gestational age had similar levels of IL-6, IL-8, and TNF-a at the first and seventh day of
nCPAP or nasal intermittent positive pressure ventilation (NIPPV), which suggests that both
ventilatory modes are protective. Nevertheless, those authors aimed at evaluating a sustained
inflammatory response®*. Our data shows that after a short period of only a couple of hours,
the inflammatory response associated with protective or invasive ventilation is significantly
different.

The inhibitory action of antenatal steroid administration on inflammatory response and

ventilation-induced injury is well known®?®

. Using antenatal steroid in women during
preterm labor has been associated with a significant reduction in the baseline production of
IL-6 in the umbilical cord®=2. Our preterm newborns receiving nCPAP who had been
exposed to intrauterine steroids had lower pre-nCPAP amounts of IL-6 and TNF-a as
compared to non-exposed newborns. However, the levels of these markers were similar in all
nCPAP babies two hours later, showing a transient anti-inflammatory action of antenatal
steroid administration.

Our findings support the use of MV in severely compromised preterm newborns
already at the first hours after birth, since SNAPPE |1 score and the arterial alveolar gradient
were significantly increased in this group as compared to newborns receiving nCPAP as
initial ventilatory strategy. In the present group of patients, MV promoted improvement of
respiratory distress, as demonstrated by a reduction in the gas exchange indices after only two
hours of MV. Still, cytokines were increased in MV and reduced with nCPAP.

We did not include extremely premature newborns, with gestational age below 28

weeks, because the application of NCPAP in that group is complicated. Thus, our findings can

only be applied to higher gestational ages. A randomized study with extremely preterm
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newborns showed that almost half of those receiving nCPAP required intubation and
surfactant therapy during the first days of life®. Three large international studies tried to
define the best initial approach for preterm newborns at 25 to 28 weeks of gestational age.
The results of these studies were either inconclusive®® or slightly favorable to the use of
nCPAP followed by surfactant therapy as an approach to prevent intubation®. Extremely
preterm newborns are more often treated with MV and affected by systemic inflammation
than other preterm populations; however, their exclusion from the present study is justified by

the fact that these baseline inflammations would possibly impact interleukin levels®.

Conclusion

Our study shows that nCPAP is associated with minimal release of pro-inflammatory
cytokines and may cause less harm than MV, especially considering the reduction in IL-6
after a few hours of ventilation. On the contrary, intermittent-pressure MV promotes a
significant inflammatory response. Thus, nCPAP should be used as an initial, protective
ventilatory strategy for preterm newborn infants with moderate respiratory distress. In the
present study, the effects of nCPAP seemed to have been enhanced by the use of antenatal
steroids, while MV was associated with increased inflammatory cytokine levels despite

antenatal steroid use.
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Table 1: Gas exchange according to ventilatory mode
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P(A-a)0, P(A-a)0, p pO,/FiO, pO,/FiO, p Ratio a/APO,  Ratio a/APO, p
pre post post pre post
CPAP 62.4 33.6 0.057 296 0.23 0.56 0.67 0.19
(33.2-105.8) (13-70) (177-331) (191-375) (0.38-0.77) (0.45-0.85)
MV 204 146 0.008 225 0.23 0.32 0.41 0.26
(48-440) (66-232) (159-329) (0.16-0.71) (0.35-0.6)
Median (p25-p75).
Wilcoxon signed-rank test
Table 2: Cytokine levels immediately after the onset of ventilatory support and after 2 hours
Cytokine Pre-nCPAP 2h p Pre-MV 2h p
(pg/mL)
N 23 23 20 20
IL-6 97.1 (43.1-188) 32.4 (17.6-62) 0.002 54.6 (14.9-156) 82.6 (22.3-366) 0.002
IL-8 78.8 (52.8-133.8) 59.9 (51-87.5) 0.064 73.3 (32.3-165) 107 (52.6-255) 0.001
IL-10 71.6 (14-145) 41.7 (13-63.2) 0.055 82 (45.3-188) 47.1 (15-155) 0.079
IL-1p 11 (11-11.9) 11 (11-12) 0.47 1.1 (0.8-3) 1.2 (0.8-3) 0.14
TNF-a 21.6 (15.7-26.4) 17 (16.5-23.7) 0.28 12.2 (7.8-15.3) 14.6 (11-19.5) 0.001

Median (p25-p75).
Wilcoxon signed-rank test
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Table 3: Impact of antenatal steroid use on cytokine levels immediately after the onset of ventilatory support and after 2 hours

Pre-nCPAP 2h after Pre-MV 2h after
Cytokine With Without p With Without p With Without p With Without p
(pg/mL) antenatal antenatal antenatal antenatal
steroid steroid steroid steroid
N 15 8 15 8 7 13 7 13
IL-6 62.8 215 0.002 23.4 59 0.076 18 124 0.21 57.5 237 0.06
(15-111)  (149-392) (8 —45) (26-84) (15-78) (15-374) (16-68) (40-559)
IL-8 95 75.4 0.46 70 56.6 0.35 76 70 0.87 164 77 0.7
(55 - 135) (52-112) (51-166) (42-77) (32-155)  (32-175) (54-262) (51-254)
IL-10 50.4 82.4 0.16 40.5 46.5 0.46 100 64 0.75 53 44 0.87
(10.4-114) (49-328) (11-94) (26 -62) (44-187)  (41-519) (13-207) (15-127)
IL-1p 11 11.3 0.42 11 114 0.9 1 1.2 0.53 0.9 15 0.39
(11-12) (11-14) (11-12) (11-13) (0.8-3) (0.8-3) (0.7-3.9) (0.8-3)
TNF-a 18 26 0.034 19 16.7 0.39 8.7 12.7 0.48 16 14.6 0.99
(15-24) (19-36) (16-24) (15-24) (5.6-19) (9-15) (9-20) (11.4-19.5)

Median (p25-p75).
Wilcoxon signed-rank test
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO:

Niveis plasmaticos de citocinas em recém-nascidos pretermo antes e ap6s emprego de ventilacao

n&o invasiva — pacientes em uso de CPAP

O bebé de pré-termo, nos primeiros dias de vida, muitas vezes evolui com dificuldade na respiragéo
porgue os pulmdes ainda ndo estdo maduros o suficiente. Alguns recém-nascidos podem necessitar de
suporte respiratorio, com uso de ventilagdo mecénica ou outras formas de ventilacdo chamadas de
“nao-invasivas”, pois ndo exigem que se coloque um tubo na traqueia do paciente.

J& foi visto que bebés que necessitam de ventilagdo mecanica com uso de tubo tém aumento de
substancias no sangue chamadas de citocinas. Essas citocinas podem ser responsaveis por danos nos
pulmdes que estdo amadurecendo, porém mais estudos estdo sendo feitos sobre esses danos.

Estamos realizando em estudo para detectar se essas substincias citocinas aumentam nos bebés
prematuros que estdo na UTI Neonatal e que necessitam de ventilacdo ‘“ndo-invasiva”. Nosso objetivo
é descobrir se esse tipo de ventilagdo sera capaz de proteger os pulmdes de danos, o que vai nos ajudar

a tratar melhor os bebés que internem por disfuncao respiratoria e prematuridade no futuro.

A pesquisa sera realizada com 0,5ml de sangue do bebé, coletado junto com os outros exames que ele
fard durante seu tratamento, sem acarretar nenhum risco adicional. O sangue sera armazenado no
laboratério da pesquisa, e a participacdo é sigilosa, sendo cada bebé identificado por um numero.
Optando por participar deste estudo, os resultados serdo informados posteriormente por contato
telefénico ou correspondéncia se for de seu interesse, bem como sera orientado como lidar com esses
resultados. No caso de ndo querer participar, isso ndo prejudicard em nada o tratamento do bebé.

Eu, abaixo assinado, fui informado dos objetivos e dos procedimentos da pesquisa, e autorizo meu
filho , ser avaliado para as modificacbes em

citocinas na ventilagdo nédo invasiva.
POA. / / Responsavel:

Endereco/telefone:
Pesquisadora Responsavel: Profa. Rita de Cassia da Silveira Fone: 33598142

Grupo de Pesquisa e P6s-Graduacdo do HCPA Fone: 33598304
Testemunha:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO:

Niveis plasmaticos de citocinas em recém-nascidos pretermo antes e apds emprego de ventilacao

n&o invasiva — pacientes em ventilacdo mecanica

O bebé de pré-termo, nos primeiros dias de vida, muitas vezes evolui com dificuldade na respiragéo
porgue os pulmdes ainda ndo estdo maduros o suficiente. Alguns recém-nascidos podem necessitar de
suporte respiratorio, com uso de ventilagdo mecanica ou outras formas de ventilagdo chamadas de
“nao-invasivas”, pois ndo exigem que se coloque um tubo na traqueia do paciente.

Ja foi visto que bebés a termo que necessitam de ventilagdo mecéanica com uso de tubo tém aumento
de substancias no sangue chamadas de citocinas. Essas citocinas podem ser responsaveis por danos
nos pulmdes que estdo amadurecendo, porém mais estudos estdo sendo feitos sobre esses danos.
Estamos realizando um estudo para detectar se essas substancias citocinas aumentam nos bebés
prematuros que estdo na UTI Neonatal e que necessitam de ventilagdo mecéanica. Nosso objetivo é
descobrir se nesse tipo de bebé em uso de ventilagdo mecanica também aumentardo os niveis de
citocinas, 0 que vai nos ajudar a tratar melhor os bebés que internem por disfuncéo respiratoria e

prematuridade no futuro.

A pesquisa serd realizada com 0,5ml de sangue do bebé, coletado junto com os outros exames que ele
fard4 durante seu tratamento, sem acarretar nenhum risco adicional. O sangue sera armazenado no
laboratério da pesquisa, e a participacdo é sigilosa, sendo cada bebé identificado por um numero.
Optando por participar deste estudo, os resultados serdo informados posteriormente por contato
telefénico ou correspondéncia se for de seu interesse, bem como sera orientado como lidar com esses
resultados. No caso de ndo querer participar, isso ndo prejudicard em nada o tratamento do bebé.

Eu, abaixo assinado, fui informado dos objetivos e dos procedimentos da pesquisa, e autorizo meu
filho , ser avaliado para as modificagbes em

citocinas na ventilagdo néo invasiva.
POA. / / Responsavel:

Endereco/telefone:
Pesquisadora Responsavel: Profa. Rita de Cassia da Silveira Fone: 33598142

Grupo de Pesquisa e P6s-Graduacdo do HCPA Fone: 33598304
Testemunha:




APENDICE C - FICHA CLINICA

ID. Registro
N° DN / / SEXO :1.F 2M ().

Historia obstétrica:
IGO: Eco pré-natal( )

Sorologias maternas no terceiro trimestre( )

ITU ndo tratada ou sem urocultura de controle( )

Corioamnionite( )

ITU no parto ( )

HAS/PEG ( )

Medicagdes no pré natal

Complicacdes no preé natal

Bolsarota ( ) horas Febre materna ( )

Parto:

Vaginal ( ) Vaginal .+ forceps ( ) cesarea ( ) cesarea + forceps ( )

GIG ()

PN: gr. IG (sem): CLASS. P/IIG:  PIG () AIG ()

APGAR: 1°min. 5° min 10° min

Horas de vida no inicio do suporte ventilatorio PA g. IGC:
Momento da primeira coleta de sangue (pré) horas de vida

GA pré suporte: pH___ ,pCO2 ,pO2 co2T Bica EB

pré suporte: (condigdes de ventilagéo)

AA() 02() % cpap () campanula/incubadora( ) CN () L/min de 02
Parametros de VNI iniciais, ( )CPAP ( )NIPPV

PIP:__ peep:_ FR:___ Ti:___ e fluxo:___ FiO2:___

volume minuto: vol__ ml/kg

10: Gradiente a/A:

GA ap6s 2 horas: pH ,pCO2 ,p0O2 co2T Bica EB

Parametros na segunda coleta:
PIP:__ peep:_ FR:___ Ti:___ e fluxo:___ FiO2:___

114
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volume minuto: vol___ ml/kg
10: Gradiente a/A:

Momento da segunda coleta de sangue horas de vida

INTERLEUCINAS na primeira coleta
IL-6 pg/ml, IL-8 pg/ml.
IL-1-a pg/ml, TNF-o pg/ml.

INTERLEUCINAS na segunda coleta
IL-6 pg/ml, IL-8 pg/ml.
IL-1-o pg/ml, TNF-o pg/ml.

Indicacdo de VNI
Medicagdes em uso:
SNAP PE 11 (12h) NTISS (24H)
Intubacdo por Insuficiéncia Respiratéria Aguda () medicagdes ( )

PCA( ) indometacina( ) doses( ) fechamento cirdrgico( ) restricdo hidrica( )
furosemide( )

DMH( ) surfactante( ) doses( ) horas de vida em cada dose
BCP( )

DBP( ) Enfisema pulmonar( ) AIR LEAK ( )

Tempo que permaneceu em VNI:

Outros exames

Alta( ) ébito( )



APENDICE D - OUTRAS TABELAS DO ESTUDO

Tabela 1- Caracteristicas da amostra:

116

CPAP n=23 VM n =20 P
Peso de nascimento (g)* 1850,65 +403 1921,4 £742,7 0,9
Idade gestacional (semanas) 32,36 1,74 322+31 0,7
Pequenos para ldade Gestacional (%) 7 (30%) 7 (35%) 1
Doenga de Membranas Hialinas 2 (8,7%) 11 (55%) 0,01
Sexo Masculino 13 (56%) 9 (45%) 0,54
Uso de corticoide antenatal 15 (65%) 7 (35%) 0,06
Trabalho parto prematuro 6 (26%) 2 (10%) 0,25
Ruprema 5(21,7%) 7 (39%) 0,3
Pre-eclampsia materna ou hipertenséo cronica 6 (26%) 7 (37%) 0,5
corioamnionite 4 (17%) 3 (15%) 0,1
Parto cesariana 18 (78%) 16 (80%) 1
Escore de SNAPPE I1° 7 (0-9) 19 (7-29) 0,006
Tempo de vida na coleta (h) 2(1,5-2,5) 9 (3-46) 0,001
Escore de Apgar no quinto minuto 9 (8-9) 8 (7-9) 0,8

* média + DP, teste t para amostras independentes

¥ prevaléncia, teste de y°
$ Mediana e p25-p75, teste de Mann-Whitney
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Tabela 2 - Associacao do uso de surfactante pos-intubacéo com citocinas no inicio

imediato da VM e duas horas apds

Surfactante p6s entubacao

Citocina (pg/mL) Sim Né&o p

N 8 12

IL-6 pré 50,5 (4 — 330) 54,6 (16-156) 0,62
IL-6 pés 81,5 (26-523) 86,8 (20-345) 0,85
pP* 0,025 0,034

IL-8 pré 115 (35— 178) 55,7 (32-126) 0,47
IL-8 p6s 194 (60-231) 74,5 (48-272) 0,57
p 0,012 0,004

IL-10 pré 63 (51-236) 109 (36-185) 0,13
IL-10 pés 123 (21-227) 33 (13,5-65) 0,91
Y 0,57 0,09

IL-1p pré 5,2 (3,3-10) 10,1 (8,1-12,4) 0,031
IL-1pB pés 7,9 (3,9-10,7) 9,9 (8,1-14,5) 0,098
Y 0,46 0,21

TNF-a pré 12 (4-18) 12 (8-15) 0,79
TNF-a pos 17 (8-70) 13,8 (11-16) 0,73
D 0,012 0,041

* Mediana e p25-p75, Wilcoxon signed-rank test
¥ Mediana e p25-p75, teste de Mann-Whitney
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Tabela 3 - Mediana das citocinas no inicio imediato do uso de CPAPN e duas horas apds
e relacdo com uso de corticoide pré-natal

Inicio CPAPN

Apds 2h

Corticoide pré-natal

Corticoide pré-natal

Citocina Sim Nao p Sim Né&o p
(pg/mL)
N 15 8 15 8
IL-6 62,8 215 0,002 23,4 59 0,076
(15-111) (149-392) (8 —45) (26-84)
IL-8 95 75,4 0,46 70 56,6 0,35
(55 -135) (52-112) (51 - 166) (42-77)
IL-10 50,4 82,4 0,16 40,5 46,5 0,46
(10,4-114) (49-328) (11-94) (26 -62)
IL-1p 11 11,3 0,42 11 11,4 0,9
(11-12) (11-14) (11-12) (11-13)
TNF-a 18 26 0,034 19 16,7 0,39
(15-24) (19-36) (16-24) (15-24)

Mediana e p25-p75
Mann-Whitney test

Tabela 4 - Mediana das citocinas no inicio imediato do uso de VM e duas horas apos e
relacdo com uso de corticoide pre-natal

Inicio VM

Apos 2h

Corticoide pré-natal

Corticoide pré-natal

Citocina Sim Né&o p Sim Né&o p
(pg/mL)
N 7 13 7 13
IL-6 18 124 0,21 57,5 237 0,06
(15-78) (15-374) (16-68) (40-559)
IL-8 76 70 0,87 164 77 0,7
(32-155) (32-175) (54-262) (51-254)
IL-10 100 64 0,75 53 44 0,87
(44-187) (41-519) (13-207) (15-127)
IL-1p 8,1 9,6 0,15 8,1 11 0,18
(3,9-10,7) (7,3-15,1) (7,3-10,7) (7,7-15,9)
TNF-a 8,7 12,7 0,48 16 14,6 0,99
(5,6-19) (9-15) (9-20) (11,4-19,5)

Mediana e p25-p75
Mann-Whitney test



APENDICE E — OUTRAS FIGURAS DO ESTUDO
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Figura 1 - Niveis de citocinas no momento inicial e ap6s 2 horas de CPAPn- Teste de

Wilcoxon.
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ANEXOS
ANEXO A - ESCORE DE SNAPPE I
Variaveis: Pontuacdo
Pressdo sanguinea Média =30 0
20-29 9
<20 19
Menor temperatura > 35,6 0
35-35,6 8
<35 15
PO2/F102 >2,49 0
1-2,49 5
0,3-0,99 16
<0,3 28
Menor Ph sérico >7,2 0
7,1-7,19 7
<71 16
Convulsdes multiplas Nao 0
Sim 19
Débito urinario =1 0
0,1-0,9 5
<0,1 18
Apgar =7 0
<7 18
Peso de nascimento 21000g 0
750 - 999g 10
<750g 17
PIG > P3 0
<P3 12

Fonte: Richardson DK, Gray JE, McCormick MC, Workman K, Goldman DA. Score for Neonatal
Acute Phisiology: a physiologic severity index for neonatal intensive care. Pediatrics. 1993, 91: 617-
23 (RICHARDSON et al., 1993).



ANEXO B - MAPA DA REACAO MULTIPLEX

WELL MAP
1 2 3 6 10 1 12
0
400 Qc-2
pg/mL /mL
A | standard S?agndard Control
(Background)
0
400 Qc-2
pg/mL pg/mL | Control
Standard
(Background) Standard
3.2 2000
c pa/mL pg/mL | Sample
Standard | Standard 1
3.2 2000
D pg/mL pg/mL | Sample
Standard | Standard
16 10,000
E pg/mL pg/mL | Sample
Standard | Standard 2
16 10,000
F pg/mL pg/mL | Sample
Standard | Standard 2
80 Qc-1
G| _pg/mL Control Etc.
Standard
80 QC-1
H pg/mL Control
Standard
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