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RESUM

A neutropenia ¢ um achado freqiiente em recém-nascidos de maes com pré-eclampsia.
Estudos avaliando a ativacao leucocitaria nestes recém-nascidos sdo escassos. No
entanto, as principais citocinas pro-inflamatorias envolvidas sdo a IL-8 e 0 GRO-a. O
objetivo deste estudo foi avaliar os niveis plasmaticos de IL-8 ¢ GRO-a em recém-
nascidos prematuros de maes com pré-eclampsia.

Metodologia: Foram incluidos recém-nascidos com idade gestacional menor de 36
semanas e peso de nascimento inferior a 2000 gramas, sendo divididos em dois grupos
de acordo com a presenga ou auséncia de pré-eclampsia materna. Os critérios de
exclusao foram: malformagdes congénitas, erro inato de metabolismo ou anormalidades
cromossomicas, infec¢cdes do grupo STORCH, 6bito na sala de parto e recém-nascidos
nos quais as maes possuiam hipertensdo cronica sem a presenga de pré-eclampsia. Nas
primeiras 48 horas de vida, no momento de coleta assistencial, uma pequena amostra
adicional de sangue foi obtida para dosagem de IL-8 e GRO-a pelo método de
enzimoimunoensaio. Foram usados os testes qui-quadrado, T student, Mann-Whitney,

Kruskal-Wallis e regressao logistica multipla.



Resultados: 119 recém-prematuros (64 sem pré-eclampsia e 55 com pré-eclampsia). Os
grupos foram similares quanto ao peso de nascimento, idade gestacional, escore de
Apgar no 5’minuto, sepse, doenga de membrana hialina , ventilagdo mecanica, nutri¢do
parenteral total, enterocolite necrosante, hemorragia periventricular. O grupo com pré-
eclampsia apresentou mais neutropenia, foi mais PIG, parto cesariano e menos bolsa
rota superior a 18 horas. Os niveis de IL-8 foram maiores no grupo sem pré-eclampsia
materna [157.1 pg/ml (86.4-261.3) e 26.54 pg/ml (3.6-87.2) p<0.001 para nao pré-
eclampticos e pré-eclampticos, respectivamente]. Os niveis de GRO-o foram similares
[229.5 pg/ml (116.6-321.3) and 185.5 pg/ml (63.9-306.7) p=0.236 para nio pré-
clampticos e preeclampticos, respectivamente]. Apds andlise por regressdo multipla
apenas a auséncia de pré-eclampsia foi associada com niveis elevados de IL-8.

Conclusao: O prematuro de mae com pré-eclampsia apresenta niveis reduzidos de IL-8,

sugerindo que a ativagdo leucocitaria possa estar prejudicada nestes recém-nascidos.

Resumo: 312 palavras.

Descritores: Quimiocinas; neutropenia; recém-nascido; pré-eclampsia; recém-nascidos

prematuros.
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ABSTRACT

Neutropenia is frequent in newborn infants of preeclamptic mothers.Information on
leukocyte activation in those newborns is scarce, but IL-8 and GRO-# are the main pro-
inflammatory cytokines involved. The aim was to study IL-8 and GRO-. plasma levels
in preterm newborn infants of preeclamptic mothers.

Methods: Newborn infants with gestational age < 36 weeks and birth weight < 2000
grams were included and divided: non-preeclamptic and preeclamptic groups. Exclusion
criteria: major congenital malformations, inborn errors of metabolism or chromosomal
anomalies,STORCH infections, inborn preterm that died in the delivery room, and those
whose mothers had chronic hypertension without preeclampsia. During the regular

blood sample collection in the first 48 hours, a small amount was used for IL-8 and
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GRO-. measurement by enzyme immunoassay. Chi-square, Student’s t test, Mann
Whitney test, Kruskal-Wallis and multiple logistic regression model were employed.
Results: 119 preterm infants (64 non-preeclamptic and 55 preeclamptic). They were
similar in birth weight, gestational age, Apgar scores at 5 minutes, sepsis, SDR,
mechanical ventilation, TPN, NEC, intraventricular hemorrhage and death. The
preeclamptic group had more neutropenia, SGA, C Section, and less rupture of
membranes for > 18 hours. IL-8 was higher in the non-preeclamptic [157.1 pg/ml
(86.4-261.3) e 26.54 pg/ml (3.6-87.2) p<0.001 non-preeclamptic and preeclamptic
groups, respectively]. GRO-a was similar [229.5 pg/ml (116.6-321.3) and 185.5 pg/ml
(63.9-306.7) p=0.236 in non-preeclamptic and preeclamptic groups, respectively]. After
multiple regression analysis only absence of preeclampsia was associated with high
IL-8 levels.

Conclusions: Preterm newborn infants of preeclamptic mothers have a decreased
plasma level of IL-8, suggesting that the leukocyte activation may be impaired in

infants of preeclamptic mothers.

Abstract: 263 words

Keywords: Chemokine, neutropenia, newborn, preeclampsia, preterm infants.
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1 INTRODUCAOQO:

As doengas hipertensivas sdo causas prevalentes de morbimortalidade materna e
fetal, incluindo nascimentos prematuros. A pré-eclampsia (hipertensdo com proteintria
iniciada ap6s 20 semanas de gestacdo) ¢ a doenga hipertensiva mais prevalente,
correspondendo de 3 a 14% das gestacdes (LINDHEIMER et al, 2008; SAFTLAS et al,
1990; SIBAI et al, 1995; ACOG, 2002; LAIN et al, 2002).

Os recém-nascidos de maes com pré-eclampsia apresentam risco aumentado de
complicacdes neonatais, dentre elas alteragdes hematologicas e sepse neonatal. A
neutropenia ¢ um achado freqiiente em RN de maes com pré-eclampsia (DORON et al,
1994). Aproximadamente 50% dos RN de mades com hipertensdo apresentam
neutropenia ao nascimento (KOENIG & CHRISTENSEN, 1989; MOUZINHO et al,
1992). Cerca de 17% dos RN de maes com pré-eclampsia apresentam neutropenia nas
primeiras 72 horas de vida (PROCIANQY et al, 2010). A pré-eclampsia materna ¢ um

fator de risco independente para neutropenia em RN prematuros (GRECO et al, 1997).
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Diversos estudos prévios tentaram esclarecer a patogénese da pré-eclampsia. A
disfuncdo endotelial parece ter papel central na patogénese da pré-eclampsia, tanto na
doenga materna quanto fetal. O efeito da hipoxia placentaria decorrente da hipertensdo,
induz alteracdes inflamatorias na placenta com libera¢do de quimiocinas inflamatorias,
levando a ativacdo de neutrofilos e monodcitos fetais, produzindo um estado de
inflamagao e disfun¢ao endotelial no recém-nascido (GILBERT et al, 2007,
MELLEMBAKKEN et al, 2001; MELLEMBAKKEN et al, 2002; ; REDMAN et al,
1999; TURNER, 2010).

MELLEMBAKKEN et al (2001) demonstraram o aumento da expressao de
moléculas de adesdo nos neutréfilos e mondcitos e elevagdo de CXC quimiocinas
interleucina-8 e GRO-alpha no corddo umbilical de recém-nascidos com pré-eclampsia
materna. Com isso, demonstraram o estado de inflamac¢ao ¢ disfun¢ao endotelial nestes
recém-nascidos (MELLEMBAKKEN et al, 2001).

O mecanismo geral de inflamacdo é composto por quatro etapas principais:
Marginagdo, rolamento, ativagdo, adesdo leucocitaria e migragdo transendotelial. No
rolamento leucocitdrio as principais moléculas envolvidas sdo as selectinas
(plaquetarias, endoteliais e leucocitarias). Na ativacdo leucocitaria, as quimiocinas
inflamatérias CXC, objeto de interesse desta pesquisa. Na adesdo leucocitaria e
migracao transendotelial, as integrinas, as selectinas e a superfamilia de imunoglobulias
(ICAM, VCAM, PECAM).

As principais quimiocinas inflamatdrias responsaveis pela ativacdo dos
neutrdfilos sdo: interleucina-8 (IL-8), Growth-related Oncogene (GRO-a), Epithelial
cell-derived neutrophil-activating peptide-78 (ENA-78), Neutrophil-activatin peptide 2

(NAP-2). O GRO-a ¢ considerado um poderoso ativador de neutréfilos induzindo
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quimiotaxia, exocitose ¢ aumento do metabolismo celular de oxigénio (GEISER et al,
2003; MELLEMBACKEN et al, 2002; TANG et al, 2007). Assim como o GRO- a, a
IL-8 também ¢ um importante e potente ativador de neutrofilos, sendo suas principais
funcdes a quimiotaxia e a ativacao de neutrofilos (ROLLINS, 1997).

A proposta deste estudo foi avaliar a ativagdo de neutrofilos em recém-nascidos
prematuros de maes com pré-eclampsia, através da dosagem plasmatica das principais
quimiocinas relacionadas com a ativagdo e quimiotaxia de neutréfilos, e correlacionar
estes niveis e a presenga de pré-eclampsia materna com os eventos ocorridos no periodo

neonatal.

2 REVISAO DA LITERATURA:

1 Pré-Eclampsia:

2.1.1 Definicdo e critérios diagnosticos:

A pré-eclampsia ¢ uma sindrome caracterizada por hipertensdo e proteinuria
iniciada ap6s a vigésima semana de gestagdo em mulheres previamente normotensas
(QUADRO 1). Pode ser classificada como leve ou severa. Pacientes com doenga severa
possuem um ou mais achados descritos no QUADRO 2. A eclampsia refere-se ao
desenvolvimento de convulsdo de grande mal em mulheres com hipertensao gestacional

ou pré-eclampsia e neste caso, a convulsdo ndo pode estar associada a outra causa que a
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justifique (LINDHEIMER et al, 2008; SIBAI et al, 2003; ACOG practice bulletin:

Diagnosis and management of preeclampsia and eclampsia, 2002).

A gravidade da hipertensdo arterial materna, a quantidade de proteinuria e a
presenga ou auséncia de alteracdes laboratoriais sdo varidveis, assim como a idade
gestacional de inicio dos sintomas (SIBAI, 2008). As manifestagdes podem ter inicio
precoce (<34 semanas), tardio (> 34 semanas), durante o parto ou no pos parto,
apresentando diferentes fisiopatologias. A pré-eclampsia de inicio precoce parece estar
associada a restricdo de crescimento fetal e lesdes isquémicas placentarias, enquanto a

de inicio tardio ndo parece estar associadas a estes eventos (MOLDENHAUER et al,

2003).

QUADRO 1: Critérios diagnésticos para Pré-Eclampsia

Pressdo arterial sistolica > 140 mmHg

0]8)
Pressdo arterial diastolica > 90 mmHg

E

Proteinuria > 0.3 g em urina de 24 horas ou > 1+ em fita teste de urina

A elevacdo da pressao arterial deve ser sustentada, isto ¢ presenciada em duas medidas

com intervalo minimo de 6 horas, mas em menos de 7 dias.

QUADRO 2: Critérios diagndsticos para Pré-Eclampsia severa

intoma rologi
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Borramento visual, escotoma, alteragdo do status mental, cefaléia severa

(incapacitante), persistente ou que progride mesmo com terapia analgésica.
intomas decorrentes de distensa apsula hepatica:

Dor abdominal no quadrante superior ou epigastrica.

Nauseas, VOomitos
Injuria hepatica:
Elevacao 2x normal de transaminases.

Elevacio severa da pressido arterial:

Pressdo arterial sistolica >= 160 mmHg ou diastolica >= 110 mmHg, medidas em 2

ocasioes com mais de 6 horas de diferencga.
Trombocitopenia:

< 100000 plaquetas/mm3

Proteinuria:

> 3 gramas em 24 horas ou > 3+ em fita teste de urina.

liguria < ml em 24 hora

ra restrica rescimento intra-uterin

Edema pulmonar ou cianose
Acidente vascular cerebral.

Existem outras doengas hipertensivas na gestagao que devem ser diferenciadas
da pré-eclampsia (LINDHEIMER et al, 2008; Working group report on high blood
pressure in pregnancy, 2000):

- Hipertensdo cronica: Pressdo arterial sistélica >= 140 mmHg e/ou pressao
arterial diastolica >= 90 mmHg preexistente a gestacdo ou de inicio antes da vigésima
semana de gestagdo ou qe persiste apds 12 semanas do pds parto. Pode ser primaria
(hipertensdo essencial) ou secundaria a uma variedade de doengas.

- Hipertensao cronica com superposicdo de pré-eclampsia: Diagnostico de
hipertensdo antes da gestacao e inicio de proteinuria ap6s vigésima semana de gestagao.
Em mulheres que ja tinham hipertensao e proteinuria sdo consideradas pré-eclampticas

aquelas que possuem piora subita da hipertensdo (PAS >= 160 mmHg ou PAD >= 110
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mmHg), principalmente se acompanhado aumento de transaminases ou
trombocitopenia.

- Hipertensdo induzida pela gestagdo: Hipertensdo sem proteinuria desenvolvida
apos a vigésima semana de gestacdo em mulheres previamente normotensas.

A sindrome HELLP (hemolysis, eleveted liver enzime levels and a low plaquet
count) tem sido considerada uma variante da pré-eclampsia, mas pode ocorrer sem estar
associada a pré-eclampsia. E uma sindrome caracterizada por hemolise, elevagdo das
enzimas hepaticas e plaquetopenia devido alteracdo endotelial microvascular. Quando a
pré-eclampsia ndo estd associada, o diagndstico de HELLP frequentemente ¢ retardado

(GLESSON et al, 1996).

2.1.2 Incidéncia:

As doencgas hipertensivas complicam 5 a 10% de todas as gestacdes. A pré-
eclampsia ocorre em 3 a 14% das gestagdes. A hipertensdo cronica ocorre em 3% das
gestacoes e a hipertensdo gestacional ocorre em 6% das gestagdes (LINDHEIMER et al,
2008; SAFTLAS et al, 1990; SIBAI et al, 1995; ACOG, 2002; LAIN et al, 2002).

Globalmente, a pré-eclampsia e a eclampsia sdo responsaveis por 10-15% das
mortes maternas (DULEY, 2009). Também s3ao responsaveis por significativa
morbimortalidade perinatal devido desencadearem a restricio do crescimento intra-
uterino e serem uma das principais causas de nascimentos prematuros (TURNER,
2010).

No Brasil, a hipertensao arterial na gravidez constitui a primeira causa de morte
materna (SOARES et al, 2009). LAURENTI ef a/ (2004) demonstraram em seu estudo

que nas capitais brasileiras os transtornos hipertensivos lideram as causas de morte
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materna, representando 25% dos obitos maternos investigados. SOARES et a/ (2009),
em levantamento epidemioldgico realizado no estado do Parand, encontraram 190
mortes por pré-eclampsia/eclampsia entre 1997 e 2005, representando 18% dos dbitos
maternos, constituindo a primeira causa de mortalidade materna no estado do Parana. Ja
Vega et al (2007) demonstraram que dentre os 609 obitos maternos ocorridos em Sao
Paulo no periodo de 1995 a 1999, 142 deles (23%) foram devido a hipertensdo na
gestagdo, sendo 99 (16%) por pré-eclampsia/eclampsia e 43 (7%) secundarios a
hipertensao cronica na gestagao.

A superposi¢ao de sindrome HELLP ocorre em 4-12% das mulheres com pré-

eclampsia ou eclampsia (WOLF, 1996).

2.1.3 Fisiopatologia:

A fisiopatologia da pré-eclampsia envolve tanto fatores maternos quanto fatores
fetais/placentarios. Sendo a PE uma doenga complexa e multissitémica, numerosos
modelos tém sido propostos para explicar a sua fisiopatogénese.

Anormalidades no desenvolvimento da vasculatura placentaria no inicio da
gestagdo podem resultar em baixa perfusao, hipdxia e isquemia placentéaria que levariam
a liberagdo de fatores anti-angiogénicos, citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo,
dentre outros fatores inflamatdérios na circulagdo materna que alterariam a funcdo
endotelial sistémica e causariam a hipertensdo e as outras manifestagdes da pré-
eclampsia, além das manifestacdes no feto como a restricdo do crescimento uterino e o

oligodramnio (GILBERT e# al 2007; TURNER, 2010; REDMAN et al, 1999). A
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disfun¢do endotelial parece ter papel central na patogénese da PE. Esta doenca também
parece ser caracterizada por uma producao alterada de citocinas e ativacdo leucocitaria,
sugerindo que a pré-eclampsia possa representar uma resposta inflamatoria materna
excessiva a gestacio (MELLEMBAKKEN et al, 2002) As bases moleculares para a
desrregulagdo placentdria continuam incertos € o papel dos mediadores endoteliais/
angiogénicos/antiangiogénicos no desenvolvimento vascular placentario precoce estdo
em intensa investigacdo (GILBERT ef al 2007, TURNER, 2010; REDMAN et al,
1999).

O desenvolvimento anormal da placenta pode ser explicado pela falha de
invasdo do trofoblasto nas artérias espiraladas e pelo defeito de diferenciacdo do
trofoblasto, levando ao incompleto remodelamento destas artérias, sendo este
mecanismo considerado a causa primaria da isquemia placentaria (ZHOU et al, 1997).
Nas gestacdes normais, as c€lulas citotrofoblasticas migram através da decidua e parte
do miométrio para invadir o endométrio e a tinica muscular média das artérias
espiraladas. Como resultado estes vasos transformam-se de pequenas arteriolas
musculares em largos vasos de baixa resisténcia, o que facilita o fluxo sanguineo para
placenta. Na pré-eclampsia ha uma falha de penetracdo do trofoblasto na por¢do
muscular das artérias espiraladas, havendo por consequéncia falha no desenvolvimento
destas artérias, ao invés de canais vasculares largos e tortuosos caracteristicos das
gestagdes normais, estes permanecem finos, resultando em hipoperfusdo e isquemia
placentaria (ZHOU et al, 1997). Um defeito na diferenciacdo do trofoblasto também
seria uma possivel explicacdo para a falha de sua invasdo nas artérias espiraladas. A sua
diferenciagdo depende de alteracdo de expressdo de inliimeras moléculas, como as

citocinas, as moléculas de adesdo, os fatores de crescimento e as metaloproteinases,
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sendo esse processo denominado de pseudo-vasculogénese. Na pré-eclampsia o
trofoblasto possui um defeito neste mecanismo de pseudo-vasculogénese (ZHOU et al,
1997; HUPPERTZ, 2008; FURUYA et al, 2011).

A hipoperfusdo, a hipdéxia e a isquemia placentaria resultantes deste
desenvolvimento anormal da placenta na pré-eclampsia, promovem a libera¢do pela
mesma de uma série de mediadores inflamatorios e fatores antiangiogénicos que irdo
desencadear a disfuncdo endotelial sistémica e os seus efeitos na gestante e no feto. A
seguir serdo apresentados os principais mediadores descritos na literatura.

Estudos demonstram que na circulagdo de pacientes preeclampticas os niveis dos
fatores antiangiogénicos, soluble fims-like tyrosine kinase 1 (sFlt-1) e soluble endoglin
(sEng), estdo significativamente aumentados, havendo um desbalango entre estes fatores
antiangiogénicos e os fatores angiogénicos, vascular endothelial growth factor (VEGF)
e placental growth factor (PIGF) (FURUYA et al, 2011; GILBERT et al, 2007,
LEVINE et al, 2006; ROMERO et al, 2008; REDDY et al, 2009).

O sFlt-1 tem sido postulado como o principal fator na patogénese da pré-
eclampsia (GILBERT et al, 2007; SHIBATA et al, 2005). Também ¢ nomeado como
Soluble vascular endothelial growth factor receptor-1 (sVEGFR-1). E um antagonista
do VEGF e do PIGF. O sFlt-1 antagoniza a atividade bioldgica pro-angiogénica do
VEGF e PIGF por sua ligagdo a eles, prevenindo a interagao deles com outros
receptores. Em gestacdes normais, ha um aumento de VEGF e PIGF na metade da
gestacdo. Em mulheres com pré-eclampsia hd um aumento de sFlt-1 em comparagdo
com gestacdes normais, o que promove a disfuncdo vascular sistémica pela interferéncia

nas atividades do VEGF e PIGF (FURUYA et al, 2011).



28

A engolina ¢ um co-receptor do transforiming growh factor B1 e B3 (TGF- Bl e
TGF-B3) e esta altamente expressa nas membranas celulares do endotélio vascular e do
sinciciotrofoblasto. A sua forma soltivel — sEng - ¢ uma proteina antiangiogénica que
inibe o sinal do TGF- B1 na vasculatura. Juntamente com o sFItl produz a disfungao
enotelial da pré-eclampsia, mas operando por mecanismos distintos (LEVINE et al,
2006; ROMERO et al, 2008).

O sistema renina-angiotensina (SRA) também possui importante funcdo na
fisiopatologia da PE. O angiotensin II receptor type 1 (AT1) é o principal receptor para
a angiotensina II e a sua sinalizacdo desencadeia uma intensa contragdo vascular e em
conseqiiéncia hipertensdo, edema e proteinuria. A angiotensina II ndo esta elevada na
pré-eclampsia, mas ha uma ativagdo aberrante da sinalizagdo da AT1, que ocorre em
decorréncia da formagao de anticorpos autoimunes agonistas contra AT1 (AT1-AA).
Mais recentemente tem sido demonstrado associagdo entre a aceleracao da sinalizagao
da AT-1 e a producdo de sFlt-1. Em modelos experimentais com ratas preeclampticas
com elevagdo do SRA foi demosntrado aumento dos niveis plasmaticos de sFlt-1
(FURUYA et al, 2011).

A producdo de oxido nitrico esta elevada na gestacdo normal, tendo papel
importante na vasodilatacdo renal das gestantes (GILBERT et al, 2008). Nas gestantes
com PE ha diminuicdo da producdo de vasodilatadores derivados do endotélio, tais
como o Oxido nitrico e a prostaciclina e aumento de produgdo de vasoconstrictores
como as endotelinas e tromboxanos. Ha também um aumento das concentragdes de
fibronectina, fator VIII, fator de Von Willebrand ¢ trombomodulina (REDMAN et al,
1999; ROBERTS et al, 1991; WALSH, 2006). Na PE ha um estresse oxidativo

resultante do aumento da atividade de fatores pro-oxidantes e diminuicao da protegao
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antioxidante, isto podendo ser resultado da interacdo entre fatores maternos como
obesidade, diabetes, hiperlipidemia e fatores placentarios que envolvem a secregdo de
perdxidos de lipideos (ROBERTS et al, 1991; WALSH, 2006).

A ativagdo dos neutrofilos também estd associada a fisiopatologia da pré-
eclampsia. (CLARK et al, 1998). WALSH, 2009 demonstrou em seu estudo que fatores
presentes no plasma de gestantes com PE estimulam a migragdo transendotelial dos
neutréfilos e isto aconteceria devido a indugdo do estresse oxidativo e da producdo de
interleucina-8. Particulas da membrana de leucdcitos e plaquetas, assim como
fragmentos da membrana do sinciciotrofoblasto estdo elevadas no plasma de gestantes
com PE, induzindo inflamacao vascular e ativacao endotelial (WALSH, 2006; WALSH,
2009).

As citocinas, as quimiocinas ¢ as moléculas de adesao sao potenciais mediadores
da disfung¢dao endotelial presentes na pré-eclampsia. SZARKA et al (2010)
demonstraram aumento das citocinas pré-inflamatorias IL-6 ¢ TNF-a, bem como das
quimiocinas IL-8, IP-10 e MCP-1 e das moléculas de adesao ICAM-1 ¢ VCAM-1 nas
pacientes com pré-eclampsia quando comparadas com gestantes normais. TOSUN et al
(2010) também demonstraram aumento significativo de IL-6, IL-8 e TNF-alpha em
gestantes com PE. KAUMA et al (2002) encontraram dados que suportam a hipotese de
que fatores circulantes no plasma de mulheres com PE ativam a producao de endothelial
monocyte chemoattractant protein-1 ¢ interleucina-8, podendo aumentar a aderéncia
dos mondcitos no endotélio vascular. MELLEMBAKKEN ef al (2002) demonstraram
ativagdo dos leucocitos nas gestantes com pré-eclampsia, uma vez que obtiveram
aumento da expressio de marcadores de ativagdo leucocitaria na circulagdo

uteroplacentaria. Embora ndo necessariamente a ativagdo leucocitaria seja o evento
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primario, ou mesmo a causa da pré-eclampsia, ela pode contribuir para a sua
progressdo. A ativacao endotelial pode estar presente antes da ativagdo leucocitaria e até
mesmo induzi-la, no entanto a ativagdo leucocitaria pode posteriormente promover a
ativagdo endotelial, representando um circulo vicioso na fisiopatogénese da pré-
eclampsia (MELLEMBAKKEN et a/, 2002).

Outros fatores também contribuem na patogénese da pré-eclampsia como fatores

genéticos, imunologicos, comportamentais e ambientais.

2.1.4 Fatores de Risco:

Viérios sdo os fatores de risco descritos para o desenvolvimento da pré-
eclampsia. O conhecimento destes fatores ¢ muito importante para a identificagdo
precoce das gestantes com alto risco para desenvolver pré-eclampsia e suas
complicagdes.  Abaixo serdo apresentados os principais fatores de risco para o
desenvolvimento da pré-eclampsia (TURNER, 2010).

e Fatores obstétricos maternos: Nuliparidade, historia prévia de pré-eclampsia,

gestacdo multipla, hipertensdo gestacional, gestacdo molar (SIBAI et al, 2003;

DUCKITT et al, 2005).
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e (Co-morbidades maternas: Hipertensao crdnica, diagndstico prévio de doenca
renal/vascular/endotelial e diabetes (DUCKITT et a/, 2005).

e Fatores maternos genéticos: Sindrome do anticorpo antifosfolipideo, Mutagao do
Fator V de Leiden (resiténcia proteina C) e outras trombofilias, historia familiar
de pré-eclampsia (parente de primeiro grau) (SKJAERVEN et al, 2005).

e Obesidade, tabagismo (DUCKITT et al, 2005; TURNER, 2010). O tabagismo
parece diminuir o risco de pré-eclampsia.

¢ Idade superior a 40 anos ou inferior a 18 anos (DUCKITT et a/, 2005) .

e Fatores obstétricos paternos: Homem nascido de gestagdo pré-eclamptica,
historia de outra mulher com gestagdo pré-eclamptica (SKJAERVEN et al,

2005).

2.1.5 Manifestagoes Clinicas:

E necessario pensar em PE e diagnosticd-la o mais precocemente possivel. O
grande problema ¢ que na maior parte das gestagdes complicadas com PE as
manifestagdes clinicas da mesma sdo tardias.

As alteragdes patologicas na placenta associadas a pré-eclampsia ocorrem
semanas a meses antes da percep¢do das manifestagcdes clinicas. Usualmente hd um
desenvolvimento gradual de hipertensdo e proteintria, achados estes que se tornam

aparentes a partir do terceiro trimestre de gravidez e progridem até o momento do parto.
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Entretanto, algumas mulheres podem desenvolver os sintomas no segundo trimestre de
gestagdo enquanto outras podem apresentar os sintomas apenas no parto ou no periodo
p6s parto (LINDHEIMER et al, 2008; SIBAI, 1988). A ocorréncia de sinais e sintomas
de pré-eclampsia antes de 20 semanas de gestagdo ¢ muito raro. Quando presente, &
sugestivo de gestacdo molar ou sindrome do anticorpo antifosfolipideo, podendo ser
também causado por uso de drogas ou aneuplodias cromossomicas fetais (TOWERS et
al, 1993; BROEKHUIZEN et al, 1983).

As principais manifestagdes clinicas na pré-eclampsia serdo descritas abaixo :

Hipertensio arterial sistémica: E definida como pressdo arterial sistélica maior
ou igual 140 mmHg ou pressdo arterial diastdlica maior ou igual a 90 mmHg em
mulheres que eram normotensas antes da vigésima semana de gestacdo. A elevagdo da
pressao arterial deve ser sustentada, isto €, presenciada em duas medidas com intervalo
minimo de 6 horas, mas em menos de 7 dias (QUADRO 1). Se a pressdo arterial
sistélica for maior ou igual a 160 mmHg ou a pressdo arterial diastolica for maior que
110 mmHg em duas medidas com intervalo de 6 horas, a pré-eclampsia ¢ considerada
severa (Quadro 2) (Working group report on high blood pressure in pregnancy, 2000;
SIBAI et al, 2003; LINDHEIMER et al, 2008; ACOG practice bulletin: Diagnosis and

management of preeclampsia and eclampsia, 2002).

Proteinuria: E indispensavel haver proteintiria presente no momento do
diagnéstico de pré-eclampsia. Considera-se proteinuria uma quantidade maior ou igual a
0.3 gramas de proteina na urina de 24 horas ou maior ou igual a 1+ de proteina na fita
teste de urina. Na presenca de mais de 5 gramas de proteina na urina de 24 horas

considera-se a pré-eclampsia como severa. A diminuicdo da taxa de filtracdo
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glomerular, a elevacdo do &cido urico, a oliguria e o aumento da relacdo proteina/
creatinina sdo outros achados da pré-eclampsia (Working group report on high blood

pressure in pregnancy, 2000; SIBAI et al, 2003; LINDHEIMER et al, 2008; ACOG

practice bulletin: Diagnosis and management of preeclampsia and eclampsia, 2002).

Alteracdes hematoldgicas: A alteragdo hematoldgica mais comum na pré-
eclampsia ¢ a plaquetopenia. Uma contagem de plaquetas menor que 100000/ microl/
mm?> caracteriza a pré-eclampsia como severa. A hemolise por microangiopatia pode
ocorrer, levando aumento da enzima lactado desidrogenase, reticulocitose e anemia.
Hipercoagulobilidade, ativa¢do de plaquetas com consumo microvascular e ativagao do
sistema fibrinolitico sdo alteracdes que podem ocorrer na pré-eclampsia (ACOG

practice bulletin: Diagnosis and management of preeclampsia and eclampsia, 2002).

Alteragdes hepaticas: Dor epigéstrica e no quadrante superior do abdomen,
elevagdo das transaminases e mais raramente hemorragia subcapsular e ruptura da
capsula de Glisson com hemorragia hepatica podem ocorrer em mulheres com pré-
eclampsia. Nauseas e vomitos também podem ocorrer. Quando as alteragdes hepaticas
estdo presentes, a pré-eclampsia ¢ classificada como severa (ACOG practice bulletin:
Diagnosis and management of preeclampsia and eclampsia, 2002; LINDHEIMER et al,

2008).

Alteragdes no Sistema Nervoso central e oftalmologicas: Cefaléia, acidente
vascular cerebral, alteragdes visuais como borramento da visdo e escotomas € mais

raramente cegueira cortical. A presenca destas alteracdes classifica a pré-eclampsia
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como severa. Pode também ocorrer hiperreflexia e convulsdo, esta ultima levando ao
diagnéstico de eclampsia. (ACOG practice bulletin: Diagnosis and management of
preeclampsia and eclampsia, 2002; LINDHEIMER et al, 2008).

Alteracdes cardiovasculares: Aumento da resisténcia vascular, reducao do débito
cardiaco, deplecao do volume intravascular, aumento do risco de eventos coronarianos

(TURNER, 2010).

Alteragdes no sistema respiratorio: Edema faringo-amigdaliano, edema
pulmonar e cianose sdo as principais alteragdes no sistema respiratorio desencadeadas
pela pré-eclampsia e classificam-na como severa (ACOG practice bulletin: Diagnosis
and management of preeclampsia and eclampsia, 2002; LINDHEIMER et al, 2008,

TURNER, 2010).

2.1.6 Tratamento:

O tratamento da pré-eclampsia leve ¢ de suporte até o parto e inclui repouso
parcial da gestante e monitorizacdo freqiiente do feto (TURNER, 2010). Conforme
ACOG practice bulletin on hypertensive disorders, 2002, sugere-se avaliagdo da
movimentagdo fetal diariamente, perfil biofisico fetal semanal, ecografia para avaliagdo
de crescimento fetal e monitorar o liquido amnidtico a cada 3-4 semanas, além de
exames maternos semanais (pressdo arterial, hematdcrito, plaquetas, fungdes hepatica e

renal, proteinuria de 24 horas). O risco de convulsdo por eclampsia na pré-eclampsia
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leve ¢ de menos de 1%, sendo o uso de sulfato de magnésio profilatico controverso
(TURNER, 2010).

Nos casos de pré-eclampsia severa, o alvo da terapia € o controle da hipertensao
arterial e a prevencdo da eclampsia, indicando-se parto vaginal quando possivel e
cesariana para casos de urgéncia ou falha de indu¢do do parto. O momento da
interrupcao da gestagdo ¢ avaliado considerando o balango entre a seguranca da mae e o
risco das conseqiiéncias do parto prematuro para o feto (TURNER, 2010). O manejo
expectante é reservado apenas para algumas pacientes que estdo proximas da gestacdo a
termo, com quadro cinico estavel com uso de anti-hipertensivos e com estabilidade dos
exames laboratoriais e do perfil biofisico fetal. (ACOG practice bulletin on hypertensive
disorders, 2002; TURNER, 2010). A profilaxia de convulsdes ¢ realizada com sulfato
de magnésio (SIBAI, 2004). As principais medicagdes utilizadas no tratamento da
hipertensdo associada a pré-eclampsia severa sao a hidralazina, o labetolol e a
nifedipina (VON DADELSZEN et al, 2005). A Nitroglicerina e o nitroprussiato sao
utilizadas nas emergéncias hipertensivas (TURNER, 2010).

As principais indicacdes de interrup¢do da gestagdo de urgéncia na pré-
eclampsia sdo (TURNER, 2010):

e Tempo superior a 24 horas de hipertensao severa e refrataria ao tratamento

¢ Insuficiéncia renal refrataria

e Edema pulmonar

e Piora da trombocitopenia, coagulopatia, coagulagdo intravascular disseminada
e Disfuncdo hepatica progressiva, hamatoma ou ruptura hepatica

e Ruptura da placenta

e Restricao do crescimento fetal severa ou oligodramnios
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o Sofrimento fetal

2.1.7 Efeitos da Pré-Eclampsia no Feto e no Recém-Nascido:

A principal conseqiiéncia de uma gestacdo pré-eclamptica para feto ¢ a restri¢ao
do crescimento fetal e ¢ o resultado da hipoperfusao, hipoxemia e isquemia cronica
placentéria. A prematuridade, o baixo peso ao nascer e a neutropenia sdo outros efeitos
comuns ao recém-nascido de mies com pré-eclampsia. E controverso na literatura se a
pré-eclampsia materna aumenta o risco de sepse neonatal. A seguir serdo abordadas as
principais alteragdes provocados no feto/recém-nascido em decorréncia da pré-

eclampsia materna.

2.1.7.1 Pré-eclampsia e Restricdo do Crescimento Intra-Uterino:

A restricao do crescimento intra-uterino (RCIU) pode ser definida como o peso
fetal inferior ao percentil 10 para a idade gestacional. A RCIU resulta em um recém-
nascido pequeno para idade gestacional (PIG) (ALEXANDER et a/, 1996).

A restricdo do crescimento fetal pode ocorrer devido a fatores maternos
(Desnutrigao severa; hipoxemia; desordens imunologicas e hematoldgicas que causam

trombose; nefropatia; doenga do colageno; pré-eclampsia; infecgdes virais e
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parasitarias; tabagismo; alcolismo; uso de drogas ilicitas; medica¢des) ou devido a
fatores neonatais (anormalidades cromossOmicas; sindromes genéticas; gestacao
multipla) ou devido a fatores placentarios (vasculatura utero-placentaria anormal,
inflamacdo cronica; anormalidades estruturais da placenta; hemagioma placentario)
(WOLLMANN, 1998).

A incidéncia de RCIU varia entre as populagdes. Aproximadamente 10% dos RN
a termo sdao PIG nos paises desenvolvidos, em comparacdo a 23% em paises em
desenvolvimento. JELIN et a/ (2010) demonstraram uma incidéncia de 17.8% de RN
PIG em consequéncia da pré-eclampsia materna.

A diminui¢do do fluxo sanguineo utero-placentério, resultando em hipoperfusao,
hipoxia e isquemia cronica placentaria, ¢ o principal mecanismo responsavel pelo
desenvolvimento da restricdo do crescimento fetal. Como resultado, as gestantes com
pré-eclampsia possuem maior risco de apresentarem recém-nascidos com baixo peso de
nascimento e pequenos para idade gestacional (FRIEDMAN et al, 1995; XIONG et al
2000).

Fatores maternos angiogénicos e antiangiogénicos (PIGF, Flt-1, sEnd) podem
estar associados a restri¢do do crescimento fetal tanto nas gestagdes normais quanto nas
gestagdes complicadas com pré-eclampsia (OLAV et al , 2011; ROMERO et al, 2008).

OLAV et al (2011) demonstrou que o PIGF diminuido estd associado com um
alto risco de RCIU. Também demonstrou que uma baixa dosagem de Flt-1 no inicio da
gestacao seguido de um grande aumento de Flt-1 e s-Eng esta associado com alto risco
de RCIU severa (OLAV et al, 2011).

Segundo XIONG et al (2002) a PE ¢ uma desordem heterogénea que pode

manifestar-se com restricdo do crescimento fetal ou com um crescimento fetal normal.
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Pacientes com pré-eclampsia associada a RCIU geralmente desenvolvem parto
prematuro ¢ o modelo fisiopatoldgico de sua doenga segue da hipotese isquémica
classica. Ja as pacientes que desenvolvem pré-eclampsia com crescimento fetal normal
geralmente evoluem para parto a termo e sugere-se poder haver outro mecanismo de
doenca ou menor severidade da doenca ou inicio das anormalidades mais tardios
durante a gestacao (XIONG et al, 2002).

ODEGARD et al (2000) demonstraram que tanto a pré-eclampsia severa quanto
a de inicio precoce estdo associadas a significante restricdo do crescimento intra-
uterino. Também demostraram que o risco de ter um RN PIG foi dramaticamente

aumentado em mulheres com pré-eclampsia recorrente (ODEGARD et al, 2000).

2.1.7.2 Pré-Eclampsia e Neutropenia Neonatal:

A neutropenia neonatal ¢ definida como contagem de neutréfilos absolutos
menor que 1500/microL. A contagem de neutroflos absolutos ¢ igual ao produto dos
leucoécitos totais e as fragdoes de neutroflos e bastdes. Os neutréfilos metamieldceitos e

outras formas jovens ndo estdo incluidos no calculo (SCHWARTZBERG, 2006).

Neutrofilos absolutos = leucocitos totais x porcentagem de neutrdfilos + bastdes / 100.

A neutropenia pode ser caracterizada como leve, moderada ou severa, baseada na
contagem de neutrofilos. Neutropenia leve corresponde ao numero de leucdcitos entre

1000-1500/microL, moderada entre 500-1000/microL e severa menos que 500/microL.
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O risco de infeccdo aumenta quando a contagem de neutroflos < 1000/microL.
(SCHWARTZBERG, 2006).

E importante diferenciar alguns termos que podem ser confundidos com
neutropenia, como leucopenia, granulocitopenia e agranulocitose.

Leucopenia ¢ definida como contagem de leucdcitos < 5000/microL, e pode ser
devido a linfopenia e/ou neutropenia. Quase todos os pacientes leucopénicos sao
neutropénicos, devido ao niimero de neutrofilos ser maior que de linfocitos.

Granulocitopenia se refere a redu¢do do nimero absoluto de todas as células da
série de granulocitos (neutrdflos, eosinofilos e basodfilos). Quase todos os pacientes
granalocitopénicos sdao neutropénicos, devido ao nlimero de neutroéfilos ser maior que de
eosinofilos e basoéfilos.

Agranulocitose se refere a auséncia de granulécitos e este termo ¢
frequentemente uilizado incorretamente para indicar neutropenia severa (neutrdfilos <
500/microL).

A neutropenia pode resultar de quatro mecanismos bdasicos: 1) Diminui¢do da
producdo de neutrofilos; 2) Granulopoiese inefetiva; 3) Consumo dos neutrdfilos pelo
endotélio vascular e tecidos; 4) Destruicdo periférica dos neutréfilos (AL-MULLA &
CHRISTENSEN, 1995; SCHWARTZBERG, 2006).

Com base na sua etiologia, a neutopenia pode ser classificada como adquirida ou
congénita (SCHWARTZBERG, 2006).

As principais causas de neutropenia adquirida sdao: 1) Neutropenia pés infecc¢ao;
2) Neutropenia induzida por drogas; 3) Neutropenia devido a desordens auto-imunes; 4)
Hiperespleninmo; 5) Doengas da medula dssea; 6) Neutropenia neonatal isoimune. As

principais causas de neutropenia congénita seriam: 1) Sindromes como Chediak-
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Higashi, Shwachman-Diamond; 2) Agranulocitose infantil severa; 3) Disgensesia
reticular; 4) Neutropenia ciclica; 5) Disceratose congénita; 6) Deficiéncia de
mieloperoxidase. (BOXER & NEWBURGER, 2007).

A neutropenia ¢ um achado freqiiente em RN de maes com pré-eclampsia
(DORON et al, 1994). Aproximadamente 50% dos RN de mades com hipertensdo
apresentam neutropenia ao nascimento (KOENIG & CHRISTENSEN, 1989;
MOUZINHO et al, 1992). Cerca de 17% dos RN de maes com pré-eclampsia
apresentam neutropenia nas primeiras 72 horas de vida (PROCIANOY et al, 2010). A
pré-eclampsia materna ¢ um fator de risco independente para neutropenia em RN
prematuros (GRECO et al, 1997).

O mecanismo fisiopatologico que desencadeia a neutropenia nos RN de maes
com pré-eclampsia tem sido intensamente investigado, mas ainda continua incerto o que
o determina.

KOENING & CHRISTENSEN (1989) estudaram a circulagdo, marginagao,
estocagem e proliferacio dos neutréfilos e seus progenitores sugerindo que a
neutropenia seja um resultado da diminui¢do da producdo dos neutrofilos nos RN de
maes com hipertensdo. Em outro estudo, KOENING & CHRISTENSEN (1991)
demonstraram uma diminui¢dao da produgao de neutréfilos em recém-nascidos de maes
com hipertensdo induzida pela gestacdo, sugerindo poder existir um inibidor da
produgdo de neutrofilos elaborado pela placenta presente no cordao umbilical, que
causaria a neutropenia neonatal.

ZOOK et al (2009) tentou correlacionar o efeito da patologia placentaria, como
infarto e vasculopatia, com a presenca da neutropenia em recém-nascidos de muito

baixo peso nascidos de maes com pré-eclampsia, mas ndao houve correlagdo desta
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citopenia com a vasculopatia ou infarto placentario. Por outro lado houve correlagdo
entre a citopenia e o fato destes recém-nascidos serem mais PIG e mais prematuros
quando comparados com recém-nascidos de maes sem pré-eclampsia (ZOOK et al,
2009).

O uso de fatores estimulantes de colonia de granulocitos (rthG-CSF -
recombinant human granulocyte colony-stimulating factor) em RN com neutropenia
decorrente da pré-eclampsia materna aumenta a contagem de neutréfilos (LA GAMMA
et al, 1995; MAKHLOUF et al, 1995). O uso destes fatores deve ser cauteloso, ja que a
neutropenia nestes RN ¢ transitoria e estudos demonstram que ndo hd aumento do risco

de sepse neonatal.

2.1.7.3 Pré-Eclampsia e Sepse Neonatal:

A sepse neonatal ¢ uma sindrome clinica caracterizada por sinais sist€émicos de
infec¢do acompanhada do isolamento de uma bactéria em hemocultura ou outro cultural
do recém-nascido. E classificada de acordo com a idade do recém-nascido no momnto
do inicio dos sintomas:

Sepse precoce: E definida como inicio de sintomas de infec¢do nos primeiros
dias de vida. BIZZARRO et col, 2008, classifica sepse precoce como hemocultura
positiva nas primeiras 72 horas de vida. Ja PICKERING et al, 2009, define no comité
de doengas infecciosas da Academia Americana de Pediatria sepse precoce como
infecc¢do pelo estreptococus grupo B com inicio dos sintomas nos primeiros 6 dias de
vida. E causada pela transmissio vertical pela contaminacio do liquido aminiético ou

durante parto vaginal pelas bactérias colonizantes ou infectantes do trato genito-
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urindrio materno. O risco de sepse aumenta 1 a 4% em neonatos de maes com
corioamnionite. A colonizacdo do trato genito-urinario ou infec¢do urindria por
estreptococos do grupo B sdo fatores de risco para sepse precoce (PICKERING et al,
2009).

Sepse tardia: E definida como inicio dos sintomas apds os primeiros dias de
vida. Da mesma forma que na sepse precoce, hd uma variabilidade de defini¢ao quanto
ao inicio da sepse tardia (mais de 72 horas de vida ou mais de 7 dias de vida).
Conceitualmente, tem sido aceito como sepse tardia a presenca de microorganismo
sabidamente patogénico em cultura de recém-nascido com mais de 72 horas de vida.
Pode ser adquirida por transmissdo vertical materna, que resulta em colonizagdo
neonato e posterior infec¢do ou transmissdo horizontal pelo contato com equipe da
unidade neonatal, procedimentos invasivos, perda integridade de pele e mucosa
(BIZZARRO et col, 2008; PICKERING et col, 2009).

A incidéncia de sepse neonatal é baixa (1-10/1000 nascimentos vivos), podendo
afetar mais de 16% dos RN nas UTI neonatais com peso entre 501-1500 g. A
mortalidade ¢ alta: 15 a 50% dos RN sépticos evoluem a 6bito (KURT et col, 2007).

Ainda ha controvérsias na literatura a respeito da pré-eclampsia aumentar o risco
de sepse para o recém-nascido.

PROCIANOY et al (2010) demonstraram que RN prematuros de muito baixo
peso nascidos de maes com pré-eclampsia ndo possuem risco aumentado de sepse
precoce ou tardia, independente da presenca de neutropenia. PAUL et al (1999) e
FRIEDMAN et al (1995) também ndo encontraram aumento do risco de sepse em RN

de maes com PE.
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Alguns estudos relatam o aumento da ocorréncia de infec¢ao neonatal nos RN de
maes pré-eclampticas, especialmente nos que possuem neutropenia (BHAUMIK et al ,
2000; CADNAPAPHORNCHAI & FAIX, 1992; DORON et al, 1994; KOENIG &
CHRISTENSEN, 1989; SHARMA et al, 2009). GRECO et al (1997) demonstrou que a
pré-eclampsia ¢ um fator de risco independente para infeccdo e neutropenia em RN
prematuros. O risco de sepse associado a neutropenia nos recém-nascidos de maes com
pré-eclampsia ainda € controverso.

O uso de fatores estimulantes de colonia de granulécitos (rhG-CSF -
recombinant human granulocyte colony-stimulating factor) em RN com neutropenia
decorrente da pré-eclampsia materna aumenta a contagem de neutrofilos (LA GAMMA
et al, 1995; MAKHLOUF et al, 1995).

KOCHERLAKOTA & LA GAMMA (1998) sugerem que o uso de rhG-CSF
diminuiria a incidéncia de infec¢do neonatal nos RN em ventilagio mecanica ¢ com
neutropenia prolongada associada a PE, quando comparado a terapia convencional.

O uso destes fatores estimuladores, entretanto, deve ser cauteloso, ja que a neutropenia
nestes RN ¢ transitoria e alguns estudos demonstram que ndo ha aumento do risco de

sepse nestes RN (PROCIANOQY et al, 2010).

2.2 Fisiologia do Processo Inflamatorio:

Os neutrofilos agem na primeira linha da defesa contra infecgdes bacterianas e

sao fundamentais no processo de inflamagdo aguda, independente da etiologia da
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inflamac¢do. Infec¢des e injuria tecidual induzem uma cascata complexa de eventos
fisiolégicos que promove protecdo aos tecidos, restringindo os danos no local da
infec¢do ou injuria (BILATE, 2007).

O mecanismo de inflamag¢do ¢ caracterizado histologicamente pelo acimulo de
leucocitos no sitio inflamado. A migracdo acontece através do contato entre os
leucocitos e o endotélio vascular inflamado. As bases moleculares e fatores
determinantes do movimento leucocitdrio para o sitio de inflamagdo tem sido
amplamente estudadas nas ultimas décadas (LIU & KUBES, 2003; BILATE, 2007).

Em estagios iniciais da inflamagao o tipo celular predominante ¢ o neutrofilo e
em fases mais tardias os mondcitos e linfocitos também migram para o local
amplificando o processo inflamatdrio. Varios mediadores participam ativamente da
resposta inflamatoria: 1) Quimiocinas realizam a quimiotaxia de leucdcitos, 2) Enzimas
plasmaticas, como bradicinina e fibrinopeptideos, aumentam a permeabilidade vascular;
3) Plasminina degrada coagulos em produtos quimiotaticose ativa proteinas do sistema
complemento e seus derivados, como anafilotoxinas que induzem degranulacdao de
mastocitos e consequentemente liberagdo de histamina, e opsoninas que induzem a
opsoniza¢do de microorganismos, facilitando a fagocitose; 4) Mediadores lipidicos
como tromboxanos, prostaglandinas e leucotrienos participam do processo de
vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular; 5) Citocinas (IL-1, 11-6 ¢ TNF-a)
induzem efeitos locais, tais como inducdo da expressdo de moléculas de adesdo e de
quimiocinas, facilitando a migracao de leucocitos, e efeitos sistémicos como a inducao
de proteinas de fase aguda (BILATE, 2007).

O mecanismo de inflamagao ¢ composto por quatro etapas principais:

- Marginacao leucocitaria
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- Rolamento leucocitario
- Ativagdo e adesdo leucocitaria
- Migracao trensendotelial celular.

No rolamento leucocitéario as principais moléculas envolvidas sdo as selectinas
(plaquetarias, endoteliais e leucocitarias).

Na ativagao leucocitaria, as quimiocinas inflamatérias CXC.

Na adesdo leucocitaria e na migracao transendotelial celular, as integrinas, as
selectinas e a superfamilia de imunoglobulias (ICAM, VCAM, PECAM).

As principais quimiocinas inflamatdrias responsaveis pela ativacdo dos
neutrdfilos sdo: interleucina-8 (IL-8), Growth-related Oncogene (GRO-a), Epithelial
cell-derived neutrophil-activating peptide-78 (ENA-78), Neutrophil-activatin peptide 2
(NAP-2) (GEISER et al, 2003; MELLEMBACKEN et al, 2002; TANG et al, 2007).

As quimiocinas possuem papel fundamental no processo inflamatério, sendo
responsaveis pela quimiotaxia e ativacdo leucocitaria. Tém sido alvo de inumeros
estudos em diversas patologias humanas. A seguir sera abordado de forma detalhada as

fungdes das quimiocinas no processo inflamatdrio.

2.3 Quimiotaxia e Ativacao Leucocitaria: As quimiocinas

As quimiocinas (ou citocinas quimiotaticas) sdo pequenas moléculas protéicas
(8-12 kDa), compostas de 92 a 125 aminoécidos, constituem uma familia especializada
de citocinas que funcionam como potentes mediadores e reguladores da inflamagao,
pela habilidade de recrutar e ativar subpopulacdes especificas de leucdcitos

(BAGGLIONI et al, 1997). Além disso, sdo responsaveis por controlar a adesdo, a
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quimiotaxia e a ativagdo de varios tipos de leucocitos. Desempenham papel
fundamental na resposta inflamatdria, recrutando células inflamatorias para o local da
lesdo por quimiotaxia. As quimiocinas também controlam e atuam na hematopoiese,
angiogénese e metastase de tumores (ROLLINGS, 1997). As quimiocinas envolvidas
em reagdes inflamatorias sdo produzidas por leucdcitos ou células residentes do local da
inflamagao, em resposta a estimulos externos, regulam o trafego celular através dos
tecidos e sdao produzidas constitutivamente por varias células nesses tecidos. Mais de 50

quimiocinas e 18 receptores ja foram descritos (BILATE, 2007).

A nomenclatura das quimiocinas ¢ confusa devido ao fato de que inicialmente
foram identificadas de acordo com a nomenclatura das citocinas (exemplo:
Interleucina-8) ou de acordo com a sua fungdo biologica (exemplo: MCP-1: monocyte
chemotactic protein-1) ou de acordo com a sua localizacdo (exemplo: lungkine).
Atualmente, para tentar unificar a nomenclatura, as quimiocinas foram clasificadas de

acordo com a posic¢ao de seus residuos de cisteina (IUIS/WHO, 2003).

As quimiocinas possuem quatro residuos conservados de cisteina e sdo
classificadas em quatro subfamilias dependendo da posi¢ao de dois desses residuos de
cisteina: CC, CXC, CX3C e XC (X= aminoacido e C= cisteina). Na subfamilia CXC
um aminoacido separa as primeiras 2 cisteinas, enquanto na subfamilia CC os primeiros

dois residuos de cisteina sdo adjacentes um ao outro. A subfamilia XC apresenta apenas

uma cisteina, enquanto que as quimiocinas da subfamilia CX3C apresentam 3

aminoacidos entre as duas cisteinas (BAGGLIONI et al, 1997).

As quimiocinas podem também ser separadas em duas categorias dependendo da

forma como sdo expressas: Constitutivas ou inflamatorias/induzidas. As quimiocinas
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constitutivas sdo produzidas normalmente em varios tecidos e recrutam leucoécitos,
principalmente linfocitos, para estes tecidos na auséncia de inflamag@o. As quimiocinas
inflamatorias sdo produzidas por varias células em resposta a estimulos inflamatdrios e

recrutam leucocitos para locais de inflama¢do (MOSER & LOETSCHER, 2001).

A agdo das quimiocinas ¢ mediada por receptores transmembranas de alta
afinidade acoplados a proteina G. Cada subfamilia possui seu proprio receptor e tem
funcdes diferenciadas uma da outra. A identificacdo dos receptores segue a mesma
nomenclatura proposta para as quimiopcinas seguida do R (exemplo: quimiocina CXC,
recpetor CXCR). A maioria dos receptores se liga a mais de uma quimiocina e uma
mesma quimiocina pode ligar-se a mais de um receptor. Apds a ligagdo da quimiocina
em seu receptor, ocorre a ativagdo de proteinas G, iniciando uma cascata de transdugdo
de sinais que gera segundos mensageiros como AMPc (adenosina monofosfato ciclico),
IP3 (inositol trifosfato) e calcio. As vias de transducdo de sinais ativadas pelas
quimiocinas promovem a ativacdo de integrinas nos leucdcitos, e com isso a adesdo a
parede do endotélio, com geracdo de radicais livres por fagdcitos, liberacdo de
histamina dos basofilos e ativagdo de proteases nos neutrdfilos (BILATE, 2007

MURPHY et al, 2000, MURPHY, 2002).

Existem 11 receptores diferentes identificados para as quimiocinas CC (CCR1 a
CCRI1) e seis para as quimiocinas CXC (CXCRI1 a CXCR6), (MURPHY et al, 2000;

MURPHY, 2002).

As subfamilias de quimiocinas possuem propriedades distintas. Sdo produzidas
por uma variedade de células e possuem efeitos alvo diferentes (QUADRO 3). As

quimiocinas CXC sd3o quimiotaxicas para neutrofilos e promovem sua ativacdo. Sdo
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produzidas por uma variedade de células (monocitos, macréfagos, fibroblastos,
queratinocitos, células endoteliais, plaquetas, células estromais). As CC quimiocinas
atraem mondcitos, basofilos e linfocitos. Sdo produzidas por véarias células (QUADRO
3). As quimiocinas também estdo envolvidas na diferencia¢do de linfocitos Thl e Th2.
Algumas quimiocinas estdo envolvidas na angiogénese por exercerem efeito
quimiotatico em células endoteliais (CXCL8/IL-8, CXCL5/ENA-78, CXCL6/GCP-2,
CXCLI1/GRO-a, CXCL2/GRO-b, CXCL3/GRO-g), enquanto outras podem exercer um
efeito anti-angiogénico (CXCL4/PF-4, CXCL10/IP-10 e CXCL9/MIG). Outro efeito
atribuido as quimiocinas ¢ a sua interferéncia, tanto estimulando quanto inibindo, a
hematopoiese, acdo esta que vai depender da maturidade das células progenitoras

envolvidas (ROLLINS, 1997).

Diversos estudos publicados nas varias areas da medicina correlacionam as
quimiocinas e seus receptores com uma ampla variedade de patologias (DAMAS et al,
2000; GONCALVES et al, 2007; KUNKEL et al, 1995; LUSTER, 1998; VERMONT et

al, 2006).

Na pré-eclampsia, patologia que ¢ objeto de nosso estudo, existem alguns
estudos demonstrando maior ativagao leucocitaria através da dosagem das quimiocinas
(LASKOWSKA et al, 2007; MELLEMBAKKEN et al, 2001; SZARKA et al, 2010).

Na sepse, restrigdo do crescimento uterino e ruptura prematura de membrana
também tém sido demonstrado niveis elevados de quimiocinas inflamatorias (FOX et al,

2005; LASKOWSKA et al, 2007; SATAR et al, 2008).



QUADRO 3 — Propriedades das quimiocinas
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Familia |Quimiocina Produgdo ReceptorCélulas Atraidas  [Maiores Efeitos
CXC CXCLS8 (IL-8)  [Monocitos ?ZSXCRl Neutrofilos Mobiliza, ativa e degranula os
Macrofagos  [CXCR2 |[Células T virgens meutrofilo.
Fibroblastos
Queratindcitos Angiogénese
Célulasg
endoteliais
CXC CXCL7 (PBP, b-Plaquetas CXCR2 [Neutrofilos IAtiva os neutréfilos
TG, NAP-2) Reabsor¢do coagulo.
IAngiogénese
CXC CXCL1 (GRO-a) Mondcitos CXCR2 [Neutrofilos IAtiva os neutrofilos
CXCL2 (GRO-b) [Fibroblastos Células T virgens |[Fibroplasia
CXCL3 (GRO-Endotélio Fibroblastos IAngiogénese
gama)
CXC CXCL10 (IP-10) |Queratindcitos [CXCR3 [Células T emImunoestimulante
Mondcitos repouso IAntiangiogénico
Células T Células NK Promove a imunidade por TH1
Fibroblastos Monbcitos
Endotélio
CXC CXCLI2 (SDF-1)C ¢ 1 u 1l a siCXCR4 |Células T virgens [Desenvolvimento das células
estromais Células BB
progenitora sDirecionamento dos linfocitos
(CD34+) Compete com o HIV-1
CXC CXCLI13(BCL) |[C é 1 ul a sCXCR5 [Células B IDirecionamento dos linfocitos

estromais
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CC C C L  3Monbcitos CCR1, 3,Mondcitos Compete com o HIV-1
(MIP-1alpha) Célula s5 CélulasNK e T  |Defesa antiviral
estromais Basofilos IPromove a imunidade por TH1
Mastdcitos Células dendriticas
Fibroblastos
CC C C L  4Monbcitos CCR1,3,5Mondcitos Compete com o HIV-1
(MIP-1beta) Macréfagos CélulasNK e T
Neutrofilos Células dendriticas
Endotélio
CcC CCL2 (MCP-1) |Mondcitos CCR2B [Mondcitos IAtiva os macrofagos
Macrofagos Células NK e T  |Liberagdo de histamina pelos
Fibroblastos Basofilos basofilos
Queratinocitos Células dendriticas Promove a imunidade por TH2
CC CCLS5 (RANTES)|Células T CCR1, 3,Mondcitos IDegranula os basofilos
Endotélio > Células NK e T  |Ativa as células T
Plaquetas Basofilos Inflamagéo cronica
[Eosinéfilos
Células dendriticas
CC CCL11 (Eotaxin) [Endotélio CCR3  [Eosindfilos Papel na alergia
Monocitos Monocitos
Epitélio Células T
Células T
CC CCL18§ (DC-CK)IC é 1 ul a s Células T virgens [Papel na ativacdo de células T
dendriticas virgens
C Linfotactina CD8>CD4 CXCR1 [Timocitos Circulagdo e desenvolvimento
Células T Células dendriticas dos linfocitos

Células NK
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C X X CC X 3 C C L 1Mondcitos CX3CR1 Mondcitos IAdesdo leucocito-endotélio

(CX3C) |(Fractalquina) Endotélio Células T Infamacdo cerebral

Células
microgliais

2.3.1 Quimiocinas CXC: IL-8/CXCL8 e GRO-alpha/CXCL1:

As quimiocinas CXC pertencem a familia de proteinas com atividade
quimiotatica para leucdcitos especifica, podendo ser divididas em dois grupos baseados
na presenga ou auséncia dos residuos de aminoacidos Glu-Leu-Arg (ELR),
(BAGGLIOLINI ef al, 1997; ZLOTNIK & YOSHIE, 2000). As quimiocinas CXC ELR
+ sdo quimiotaxicas para neutréfilos e as quimiocinas ELR- sdo quimiotéxicas para

linfocitos T e células NK (FUJIIWARA et al, 2002).

A IL-8 (CXCLS8) e o GRO-a (CXCLI) sao membros das quimiocinas
CXC ELR+. Estas quimiocinas tem sido detectadas em uma variedade de doengas
caracterizadas por infiltracdo maci¢a de neutréfilos, incluindo sindrome da angustia
respiratoria, pneumonia bacteriana, meningite bacteriana ,artrite reumatoide, doenga
inflamtéria intestinal, uveites (DAMAS et al, 2000; GONCALVES et al, 2007,

KUNKEL et al, 1995; LUSTER, 1998; VERMONT et al, 2006).



52

MELLEMBAKKEN et al (2002) demostraram aumento destas quimiocinas em
sangue de corddo umbilical de recém-nascidos de maes com pré-eclampsia

(MELLEMBAKKEN et al, 2002).

O GRO-a ¢ uma proteina estruturalmente relacionada a IL-8 e originalmente foi
descrita como fator de estimulacdo de crescimento de melanoma. Seu gene foi
identificado em hamsters chineses e fibrobastos humanos. A expressao de GRO-a foi
relacionada a regulagdo de crescimento e foi subsequentemente observado que ¢
expresso por células de melanoma, glioblastoma e células carcinomatosas de rim,
prostata e bexiga. O GRO-alpha ¢ produzido por uma variedade de células normais
como monocitos, células endoteliais, fibroblastos, células sinoviais apds estimulacao
por lipopolissacarideo, IL-1, ou TNF-alpha. E um potente ativador de neutréfilos e
induz a quimiotaxia, exocitose ¢ liberacdo de radicais livres de oxigénio in vitro e

acumulo de neutrofilos in vivo (GEISER et al, 1993).

A interleucina-8 (IL-8) foi a primeira quimiocina a ser descrita, ha mais de 20
anos. E produzida por mondcitos, linfocitos T, neutrofilos, fibroblastos, células
endoteliais e epiteliais. Sua fungao ¢ atrair e ativar neutréfilos. Outras propriedades da
I1-8 seriam a quimioatragdo de linfocitos T, atividade angiogénica e estimulagdo de

liberagdo de histamina pelos baséfilos (ROLLINS, 1997).

2.3.2 Quimiocinas, Recém-Nascidos e Prematuridade:

As quimiocinas sdo criticas para a movimentac¢do dos leucocitos. Sabe-se que a

quimiotaxia ¢ deficiente em neonatos, particularmente nos prematuros, o que explica em
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parte a maior vulnerabilidade a sepse destes recém-nascidos. SULLIVAN et al (2002)
mensurou algumas quimiocinas em RN prematuros, em RN a termo e em adultos, com a
hipdotese de encontrar baixas concentracdes destas quimiocinas nos RN prematuros
devido estarem relacionadas ao defeito de quimiotaxia. Foram medidas as
concentracdes de ENA-78, GRO-a, RANTES, sendo as concentragdes de prematuros
semelhantes a recém-nascidos a termo e adultos, concluindo que o defeito de

quimiotaxia ndo resulta da dimui¢do de quimiocinas circulantes.

FOX et al (2005) determinaram a potencia relativa das quimiocinas (IL-8, GRO-
a, NAP-2, GCP-2, ENA-78, GRO-y ¢ GRO-f) na quimiotaxia de neutrdfilos neonatais
comparando aos adultos, concluindo que posseum a mesma potencia dos adultos, mas a

migracao dos neutrofilos neonatais € significamente menor.

KROLAK-OLEINIK et al (2006) mostrou que RN prematuros possuem
constitutivamente baixas concentracoes de RANTES e altas concentracdes de GRO-a

em comparag¢ao com RN a termo e que a sepse aumenta os niveis de GRO-a mas nao de

RANTES.

A IL-8 ¢ a quimiocina mais estudada, existindo diversos estudos sobre os efeitos
da IL-8 na quimiotaxia dos neutr6filos do neonato. Sabe-se que a sua concentragao
aumenta durante condi¢des de inflamagcdo no RN como sepse e doenga pulmonar

cronica, mas pouco se sabe a respeito das outras quimiocinas no RN (FOX et al, 2005).

2.3.3 Quimiocinas e Sepse Neonatal:
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Apesar dos avancos nos cuidados intensivos neonatais, a sepse continua sendo
um fator importante para a morbimortalidade dos recém-nascidos, principalmente nos
prematuros, devido a imaturidade imunologica. Uma deficiéncia na quimiotaxia pode
contribuir para o aumento desta vulnerabilidade do RN.

Com base na funcdo da IL-8, agindo na liberagdo, ativacdo e quimiotaxia de
neutréfilos, esta quimiocina tem sido alvo de diversos estudos sobre sepse neonatal,
principalmente para o auxilio no diagnodstico da sepse e no tempo de antibioticoterapia
(KURT et al, 2007; FRANZ et al, 1999).

No diagnostico de sepse neonatal, FRANZ et al (1999) demonstrou que o
aumento plasmatico de IL-8 possui sensibilidade de 80-90% e especificidade de
76-100% (FRANZ et al, 1999).

KURT et al (2007) mensurou niveis de IL-8 (e também IL-1p, IL-6 ¢ TNF-a) no
momento do diagnéstico da sepse neonatal e depois do tratamento, encontrando niveis
maiores desta quimiocina em RN com sepse em comparagdo aos controles e maiores no
momento do diagnéstico em comparacdo ao sétimo dia de tratamento
antibioticoterapico.

O GRO-a ¢ um poderoso ativador e indutor de quimiotaxia dos neutrofilos.
Estudos tém demonstrado seu aumento associado a sepse neonatal. MANOURA et al
(2010) investigaram a quimiotaxia, comparando RN prematuros ¢ RN a termo sépticos.
Estes autores dosaram GRO-a, ENA-78, RANTES e MIP-0, encontrando niveis
elevados de GRO-a e diminuidos de RANTES no inicio do quadro de sepse, similar a

resposta observada em adultos.

2.3.4 Quimiocinas, Prematuridade e Restricao do Crescimento Intra-Uterino:
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Muitos estudos tém investigado o papel da inflamagdo e da imunorregulagao
materna e fetal na etiologia da restricio do crescimento fetal e da prematuridade.
Numerosos estudos t€m tentado determinar a relagdo entre citocinas e crescimento fetal
(NETA et al, 2010). Associacdes entre niveis elevados da IL-8 e prematuridade tem sido
reportada em alguns estudos, mas a evidéncia da relagdo entre citocinas e quimiocinas
com ocorréncia de restri¢gdo do crescimento intra-uterino ainda ¢ inconclusiva (NETA et
al, 2010). LASKOWSKA et al (2007) demonstrou aumento dos niveis de IL-8 no
corddo umbilical e no sangue de gestantes com PE (tanto com RCIU quanto com
crescimento fetal normal) quando comparadas a gestantes sem PE, sugerindo um
possivel papel desta quimiocina na patogénese e sequela da pré-eclampsia,

principalmente nas complicadas com RCIU.

2.3.5 Quimiocinas e Ruptura Prematura de Membranas:

O termo ruptura prematura de membranas ¢ utilizado quando ocorre ruptura da
membrana antes da 37° semana de gestacdo. Ocorre em 3% das gestacdes e € a causa de
aproximadamente um ter¢o dos partos prematuros. A ruptura prematura de membranas
aumenta o risco de morbidades perinatais como prematuridade, sepse, sindrome da
angustia respiratoria, prolapso de corddo, corioamnionite ¢ morte fetal (MERCER,

2003). Diversos estudos correlacionam aumento dos niveis de IL-8 com a ruptura
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prematura prolongada de membranas e com corioamnionite (ANDRYS ez al, 2010;

NAIJATI et al, 2009; SATAR et al, 2008).

SATAR et al (2008) avaliaram os niveis de IL-8 em corddo umbilical e sangue
de maes com BR> 24 horas e compararam com controles. Os niveis foram
significativamente maiores no grupo com bolsa rota. Também foram encontrados, no
mesmo estudo, maiores niveis de IL-8 no corddo umbilical de RN que desenvolveram

enterocolite necrosante.

ANDRYS et al (2010) obtiveram niveis elevados de IL-8 em sangue de cordao

de pacientes com corioamnionite e funisite.

NAJATI et al (2009) também demonstraram forte correlagdo entre o aumento
dos niveis de IL-8 no sangue de corddo umbilical de RN com ruptura prematura de

membranas quando comparado com controle, com bolsa integra.

2.4 Quimiocinas e Pré-Eclampsia:

Como foi discutido anteriormente, a disfungdo endotelial possui papel central na
fisiopatologia da pré-eclampsia. Existem diversos estudos que tentam correlacionar a
atividade da IL-8 com a pré-eclampsia, mas alguns divergem se ha um aumento ou

diminui¢do na producdo desta quimiocina em associagdo com a PE (CHEDRAU et al,
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2009; LASKOWSKA et al, 2007, MELLEMBAKKEN et al, 2001; SZARKA et al,
2010; WANG et al, 1999).

MELLEMBAKKEN et al (2001) demonstraram o aumento da expressdo de
moléculas de adesdao nos neutrdfilos e monocitos e elevagdo de CXC quimiocinas, IL-8
e GRO-alpha, através da dosagens plasmaticas destes fatores no corddao umbilical,
demonstrando o estado de inflamagao e disfuncao endotelial nos recém-nascidos de
maes com pré-eclampsia.

LASKOWSKA et al (2007) também demonstraram aumento dos niveis de IL-8
no sangue de corddo umbilical e no sangue de gestantes com PE (tanto com RCUI
quanto com crescimento fetal normal) quando comparadas a gestantes sem PE,
sugerindo que o aumento de concentragdes de IL-8 possa estar associado com apoptose,
inflamagao, ativacao de neutrofilos, dano endotelial, disfuncao celular e aumento da
permeabilidade endotelial, tendo esta quimiocina um significante papel na patogénese e
sequela da pré-eclampsia, principalmente nas complicadas com RCIU.

SZARKA et al (2010) também demonstrou niveis aumentados de IL-8 em
sangue de gestantes com PE quando comparadas com grupo controle.

WALSH (2009) avaliou os fatores presentes no plasma de mulheres com PE e
concluiu que estes estimulam a migracao transendotelial de neutréfilos por meio de
inducdo do estresse oxidativo e da producao de IL-8.

CHEDRAU et al (2009) encontraram niveis significativamente menores de 1L-8
e maiores de sFlt-1 e sEng no plasma de gestantes com pré-eclampsia em comparacao
com controles. Da mesma forma, OLUSI et a/ (2000) também encontraram niveis de

IL-8 significativamente menores em gestantes com PE.
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WANG et al (1999) avaliaram a producdo placentaria de IL-8 e sua correlagdo
com a producdo de prostaciclina em gestacdes normais e com PE, encontrando niveis
significativamente menores na PE, concluindo-se que o tecido placentario de gestagdes
com PE produzem significativamente menos IL-8 que tecidos placentdrios de gestagdes
normais e isto possivelmente estd correlacionado com a diminui¢do da producdo de
prostaciclina. A IL-8 promoveria a producao placentaria de prostaciclina na PE.

Estudos demonstram a existéncia de hipoxemia e estresse oxidativo na pré-
eclampsia, tanto na circulacdo feto-placentaria (SALAFIA et al, 1995) quanto na
placenta (WALSH et al, 2009), acarrentando no aumento da liberacdo de quimiocinas
por varios subtipos de leucdcitos e desencadeando a quimiotaxia e ativagdo de
neutr6filos e monocitos (METINKO et al, 1992). MELLEMBAKKEN et al (2001)
sugeriram que a ativacdo dos neutrofilos e monocitos nos fetos de maes com pré-
eclampsia envolveriam uma maior atividade das quimiocinas. A adesdo dos leucdcitos
ativados ao endotélio poderia liberar agentes citotoxicos, tais como radicais livres de
oxigénio e proteases e posteriormente contribuir para ativacdo do endotélio e outros
leucocitos, representando um ciclo vicioso para o feto na pré-eclampsia, possivelmente
contribuindo para o aumento da resisténcia vascular fetal, retardo do crescimento intra-
uterino e mortalidade vistos na pré-eclampsia (MELLEMBAKKEN et al, 2001).

TORRANCE et al (2008) demonstraram que o estresse oxidativo e os niveis das
citocinas inflamatorias (IL-6 e IL-8) estdo aumentados em recém-nascidos de maes com
pré-eclampsia com sindrome HELLP e que isto poderia causar a inativagdo do
surfactante explicando o aumento da incidéncia de sindrome da angustia respiratoria

nestes recém-nascidos (TORRANCE et al, 2008).
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ERBAGCI et al (2005) questionaram o quanto a resposta inflamatoria materna
excessiva encontrada na patogénse da pré-eclampsia poderia ser transferida para o leite
materno. Os resultados do estudo demostraram que as citocinas inflamatorias (IL-8 e
TNF-a) no leite materno exibem variacdes biologicas nos diferentes periodos da
lactagdo e que na pré-eclampsia, altos niveis destas citocinas persistem por 30 dias.
Estes resultados sugerem que a pré-eclampsia possa afetar o balango das citocinas do
leite materno e oferecer um sinal imunologico para a defesa de recém-nascidos de alto

risco (ERBAGCI et al, 2005).

3 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO:

A pré-eclampsia corresponde a 10% dos partos prematuros, sendo uma patologia
prevalente e associada a morbimortalidade no recém-nascido. Dados da literatura
demonstram que os recém-nascidos de maes com pré-eclampsia possuem maior risco de
complica¢des neonatais como prematuridade, restricdo do crescimento intra-uterino,
neutropenia e sepse neonatal (ACOG, 2002; DORON et a/, 1994; LINDHEIMER et al,
2008; SAFTLAS et al, 1990; SIBAI et al, 1995).

A fisiopatologia da pré-eclampsia ¢ objeto de interesse recente, pois ndo estd
completamente elucidada. Estudos demonstram que existe uma disfun¢do endotelial
ocasionada pela hipoxemia placentdria responsavel pela inducdo da ativagdo
leucocitaria e estado de inflamacdao no feto (GILBERT et al, 2007,
MELLEMBAKKEN et al, 2001; MELLEMBAKKEN et al, 2002; ; REDMAN et al,

1999; TURNER, 2010). No entanto, o papel exato dos mediadores da resposta
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inflamatéria aguda, responsaveis pelos mecanismos de ativagao leucocitaria, no
desenvolvimento das alteragdes encontradas nos recém-nascidos de maes com pré-
eclampsia necessita ser melhor estudado.

Nao ha relatos na literatura de estudos avaliando o perfil das quimiocinas
inflamatorias GRO-a e IL-8 responséaveis pela funcdo leucocitaria nos recém-nascidos.
Além disso, estudos correlacionando esses marcadores com as patologias encontradas
nos recém-nascidos de maes com pré-eclampsia sdo restritos a dosagens na mae ou no
corddo umbilical, mas ndo no RN.

O melhor conhecimento dos mecanismos responsaveis pelas complicacdes fetais
associadas a pré-eclampsia ¢ importante e fundamental para o melhor manejo e
tratamento da pré-eclampsia materna, minimizando assim as conseqiiéncias fetais e no

recém-nascido.

4 OBJETIVOS:

4.1 Geral:

Avaliar a ativacdo dos neutrofilos, através da dosagem plasmatica das

quimiocinas CXC: IL-8 e GRO-a, nos recém-nascidos prematuros filhos de maes com

pré-eclampsia.

4.2 Especificos:
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4.1.1 Associar os niveis plasmaticos de IL-8 ¢ GRO-a com a presenga de neutropenia e

PE.

4.2.2 Avaliar a associacgdo entre os niveis plasmaticos de IL-8 e GRO-a com a presenca

de PE e sepse.

4.2.3 Estabelecer se existe associacao entre os niveis plasmaticos de IL-8 ¢ GRO- a com

PE e menor idade gestacional.

4.2.4 Associar os niveis plasmaticos de IL-8 ¢ GRO-a com PE e ocorréncia de RN com

restri¢ao do crescimento intra-uterino.

5 METODOLOGIA:

5.1 Populagdo em Estudo:

Recém-nascidos prematuros internados no Servigo de Neonatologia do Hospital

de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) no periodo de margo de 2008 a dezembro de 2009.

5.2 Populagao da Pesquisa:

A populacdo efetivamente pesquisada foram os recém-nascidos prematuros

nascidos no Centro Obstétrico do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), cujo
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peso de nascimento era inferior a 2000 gramas, ¢ com necessidade de internacao no

Servico de Neonatologia.

5.3 Critérios de Inclusao:

Recém-nascidos prematuros com peso inferior a 2000g e idade gestacional
inferior a 36 semanas, nascidos e internados no Servico de Neonatologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) que necessitaram de coleta de exames laboratoriais
nas primeiras 48 horas de vida, durante o periodo de marco de 2008 a dezembro de

2009.

5.4 Critérios de Exclusdo:

Recém-nascidos que apresentavam malformagdes congénitas, erro inato do
metabolismo ou sindromes com alteragdes cromosssomicas, infeccdo congénita do
grupo STORCH (sifilis, toxoplasmose, rubéola, citomegaovirus ou herpes) ou mae HIV
+, Obito na sala de parto e os recém-nascidos e nos quais as maes possuiam hipertensao

cronica sem a presenca de pré-eclampsia.

5.5 Delineamento:

A pesquisa foi desenvolvida sob a forma de um estudo de coorte prospectivo,

onde a populacdo foi dividida em dois grupos: recém-nascidos prematuros de maes

sem pré-eclampsia e o recém-nascidos prematuros de maes com pré-eclampsia.
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5.6 Logistica:

Todo recém-nascido prematuro, com idade gestacional inferior a 36 semanas e
peso de nascimento inferior a 2000 gramas era seguido desde seu nascimento. No
momento em que a equipe assistente requisitava exames laboratoriais, os pais (ou
responsavel legal pelo paciente) eram convidados a participar do estudo. Apds
assinatura do consentimento informado (ANEXO 1) e a partir da amostra solicitada pela
equipe assistente (s6 foram coletados amostras nos pacientes que necessitaram de coleta
de exames laboratoriais de rotina nas primeiras 48 horas de vida, ndo implicando em
coleta exclusivamente para a pesquisa), foi obtido um volume adicional de sangue (200
puL) em tubo com EDTA, sendo este sangue centrifugado ¢ o plasma armazenado e
congelado em temperatura -800C em até uma hora apods a coleta.

Todo recém-nascido do estudo tinha sua ficha-protocolo (ANEXO 2) preenchida
com os dados perinatais e eram seguidos quanto as principais morbidades que
apresentassem durante sua internagdo na UTI neonatal, bem como o desfecho alta ou
obito.

No descongelamento das amostras, aquelas com hemolise foram consideradas

perdas e ndo foram processadas.

5.7 Anélise Laboratorial das Quimiocinas:
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As amostras e a curva padrao foram processadas em duplicata.

5.7.1 Interleucina-8:

A técnica empregada para a dosagem de IL-8 foi o enzimoimunoensaio
quantitativo sanduiche, com o Kit comercialmente disponivel (Quantikine Human IL-8,
R&D Systems, Inc. MN, USA).

Um anticorpo monoclonal especifico para a IL-8 ja vem pré-colocado nas
paredes da microplaca. Cada amostra ¢ pipetada num pogo da microplaca de IL-8 e
qualquer IL-8 presente na amostra ¢ ligado ao anticorpo pré-fixado. Apos a lavagem dos
pocos com o objetivo de retirar qualquer substancia que nao esteja ligada ao anticorpo,
uma enzima ligada a um anticorpo policlonal especifico para IL-8 ¢ adicionada nos
pocos. Em seguida, lava-se novamente os pogos com o mesmo objetivo de remover
qualquer substancia que nao seja a rea¢ao enzima-anticorpo. Uma solugdo de substrato ¢
adicionada nos pocos com finalidade de desenvolver uma cor na exata proporgdo de
IL-8 ligada no passo inicial. A intensidade da cor ¢ mensurada através da leitura no
leitor dptico automatico Spectramax no comprimento de onda de 450 nm.

O limite para detecgdo de IL-8 foi 0.35 pg/ml, com coeficientes de variagdo intra
e interensaios inferiores a 5%.

A curva padrdo da IL-8 para as placas constam nos graficos 1 e 2.

5.7.2 GRO-a::
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A mesma técnica e ensaio descritos para a dosagem de IL-8 foram empregados
para a dosagem de GRO-a (Kit comercialmente disponivel: Quantikine Human GROa,
R&D Systems, Inc. MN, USA).

O limite para detec¢do de GRO-a foi 0.6 pg/ml, com coeficientes de variagao
intra e interensaios inferiores a 5%.

A curva padrao do GRO-a para as placas constam nos graficos 3 ¢ 4.

Abaixo estdo representadas em forma de gréafico as curvas padrdes de cada placa

de IL-8 e GRO-alpha:

IL8 - PLACA 1
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GRAFICO 1: Curva Padrdo IL-8 - Placa 1 (duplicata)
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GRAFICO 2: Curva Padrio IL-8 — Placa 2 (duplicata)
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GRAFICO 3: Curva Padrio GRO-o — Placa 1 (duplicata)
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GRAFICO 4: Curva Padrio GRO-a — Placa 2 (duplicata)

5.8 Considercdes Eticas:

A assinatura do consentimento informado foi obtida apds a apresentagdao e a
leitura do mesmo para o pai, a mae ou responsavel legal pelo recém-nascido (ANEXO
1).

Trata-se de pesquisa com risco minimo. Foram obtidos volumes adicionais de

sangue que representam menos de 2% da volemia dos pacientes. Nenhum procedimento
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invasivo, como punc¢dao venosa para coleta de sangue para realizar a pesquisa, foi

realizado.

5.9 Variaveis Estudadas:

Pré-eclampsia: pressdo arterial maior que 140 x 90 mmhg, desenvolvida apds a
vigésima semana de gestagdo, acompanhada por edema e proteintria.

Neutropenia: contagem de neutro6filos totais inferior a 1500 células/mm3.

Sepse neonatal comprovada: presenga de uma bactéria patogénica em cultura
(hemocultura ou urocultura ou liquor).

Prematuridade: recém-nascido com idade gestacional inferior a 36 semanas.

Restri¢do do crescimento intra-uterino (RCIU): Peso abaixo do percentil 10 para
a idade gestacional (ALEXANDER et al, 1996).

Interleucina-8 (pg/ml)

GRO-alpha (pg/ml)

5.10 Variaveis Controladas:

Idade gestacional : avaliada pela melhor estimativa obstétrica; ou seja, a data da

ultima menstruacdo da mae ou ultrassonografia obstétrica realizada nas primeiras 12

semanas de gestagdo, confirmado pelo exame fisico pediatrico.
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Peso de nascimento (gramas): avaliado em balanga digital no momento do
nascimento, como parte da assisténcia pediatrica em sala de parto. Todos os pacientes
usaram a mesma balanga.

Classificagdo da idade gestacional conforme a curva de Alexander
(ALEXANDER et al, 1996). No primeiro exame fisico apds nascimento, realizado pelo
neonatologista plantonista responsavel pela admissdo, os pacientes foram classificados
em adequados (AIG) ou pequenos para a idade gestacional (PIG) de acordo com a curva
de Alexander e colaboradores, empregada na rotina assistencial do nosso Servico de
Neonatologia (ALEXANDER et al., 1996).

Adequado para a idade gestacional (AIG): Peso de nascimento entre o 10° e 90°
percentil para a idade gestacional (ALEXANDER et al,1996)

Pequeno para a idade gestacional (PIG): Peso de nascimento inferior ao 10°
percentil para a idade gestacional (ALEXANDER et al, 1996).

Dados obstétricos e intercorréncias maternas: Uso de ocitocina, corticoide,
infeccdo ovular, caracteristica do liquido amnidtico, tempo de bolsa rota, hipertensio
arterial prévia.

Morbidades e intercorréncias do recém-nascido como doenga da membrana
hialina, enterocolite necrosante, convulsdes, asfixia neonatal, hemorragia peri-
intraventricular grave (III e IV), necessidade de ventilagdo mecanica, CPAP nasal,
nutrigdo parenteral total, transfusdo sanguinea, filgrastima, data da alta ou obito.

Score SNAPPE II: Escore utilizado para medir a gravidade de doenga e o risco
de mortalidade em recém-nascidos com qualquer peso de nascimento. E composto por
nove itens, pontuando-se os piores resultados encontrados para os sinais vitais (pressao

arterial média e temperatura axilar), diurese e analises laboratoriais (pH do sangue,
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razao PaO2/Fi02) durante as primeiras 12 horas da internacdo na Unidade de
Tratamento Intensivo Neonatal, além de presenga ou ndo de convulsdes multiplas, baixo
peso de nascimento, escore de apgar no 5° minuto e peso de nascimento inferior ao 3°

percentil para a idade gestacional. (RICHARDSON et al., 2001).

5.11 Calculo do Tamanho da Amostra:

O tamanho da amostra foi calculado a partir de estudos prévios com dosagens de
IL-8 ¢ GRO-a em sangue de cordao umbilical de recém-nascidos de maes com pré-
eclampsia (MELLEMBAKKEN et al, 2001).

Foram empregadas propor¢des para o calculo do tamanho da amostra e estimado
significancia com um intervalo de confianca de 95%, e 10% de erro maximo. O numero
necessario calculado foi de 98 pacientes, 1:1: 49 pacientes no grupo em estudo e 49

pacientes no grupo controle.

5.12 Analise Estatistica:

A andlise estatistica foi realizada através do programa Statistical Package for the

Social Sciences software version 18.0 (SPSS 18.0).



71

As variaveis com distribuicao paramétrica foram expressas como média + desvio
padrdo. As varidveis com distribui¢do ndo paramétrica foram expressas como mediana
e intervalo interquartil (p25-p75).

Foram empregados o teste de qui-quadrado na andlise das varidveis categoricas,
teste t de Student na comparacdo de dados paramétricos e Mann-Whitney ou Kruskal-
Wallis, na comparacdo de trés grupos, para dados nao paramétricos. Na andlise
multivariada empregou-se o método de regressdo logistica, sendo incluidas variaveis

com p<0,057. O nivel de significancia foi estabelecido em p< 0,05.
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A neutropenia ¢ um achado freqiiente em recém-nascidos de maes com pré-eclampsia.
Estudos avaliando a ativagdo leucocitaria nestes recém-nascidos sdo escassos. No
entanto, as principais citocinas pré-inflamatorias envolvidas sdo a IL-8 e o GRO-a. O
objetivo deste estudo foi avaliar os niveis plasmaticos de IL-8 e GRO-o em recém-
nascidos prematuros de maes com pré-eclampsia.

Metodologia: Foram incluidos recém-nascidos com idade gestacional menor de 36
semanas ¢ peso de nascimento inferior a 2000 gramas, sendo divididos em dois grupos
de acordo com a presenca ou auséncia de pré-eclampsia materna. Os critérios de
exclusdao foram: malformacgdes congénitas, erro inato de metabolismo ou anormalidades
cromossomicas, infeccdes do grupo STORCH, 6bito na sala de parto e recém-nascidos
nos quais as maes possuiam hipertensao cronica sem a presenca de pré-eclampsia. Nas
primeiras 48 horas de vida, no momento de coleta assistencial, uma pequena amostra
adicional de sangue foi obtida para dosagem de IL-8 ¢ GRO-a pelo método de
enzimoimunoensaio. Foram usados os testes qui-quadrado, T student, Mann-Whitney,
Kruskal-Wallis e regressao logistica multipla.

Resultados: 119 recém-prematuros (64 sem pré-eclampsia e 55 com pré-eclampsia). Os
grupos foram similares quanto ao peso de nascimento, idade gestacional, escore de
Apgar no 5’minuto, sepse, doenca de membrana hialina , ventilagdo mecanica, nutricao
parenteral total, enterocolite necrosante, hemorragia periventricular. O grupo com pré-
eclampsia apresentou mais neutropenia, foi mais PIG, parto cesariano € menos bolsa
rota superior a 18 horas. Os niveis de IL-8 foram maiores no grupo sem pré-eclampsia
materna [157.1 pg/ml (86.4-261.3) e 26.54 pg/ml (3.6-87.2) p<0.001 para nio pré-
eclampticos e pré-eclampticos, respectivamente]. Os niveis de GRO-a foram similares

[229.5 pg/ml (116.6-321.3) and 185.5 pg/ml (63.9-306.7) p=0.236 para nao pré-
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clampticos e preeclampticos, respectivamente]. Apos analise por regressao multipla
apenas a auséncia de pré-eclampsia foi associada com niveis elevados de IL-8.
Conclusao: O prematuro de mae com pré-eclampsia apresenta niveis reduzidos de IL-8,

sugerindo que a ativacdo leucocitaria possa estar prejudicada nestes recém-nascidos.

Resumo: 312 palavras.

Descritores: Quimiocinas; neutropenia; recém-nascido; pré-eclampsia; recém-nascidos

prematuros.
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Introdugao

A pré-eclampsia ¢ a principal causa de morbimortalidade materna e fetal,
considerada a doenca hipertensiva da gestacdo mais prevalente e correspondendo de 3 a
14% de todas as gestagdes (1-5). A neutropenia ¢ um achado freqiiente nos recém-
nascidos de maes com pré-eclampsia. A associacdo entre sepse € neutropenia nestes
recém-nascidos tem demonstrado resultados conflitantes (6-10). Recentemente, em uma
grande populacdo de recém-nascidos de muito baixo peso, nascidos de maes com pré-
eclampsia, nosso grupo achou associa¢do entre neutropenia e obito, independentemente
da ocorrencia de sepse neonatal (10).

A quimiotaxia ¢ deficiente nos recém-nascidos, particularmente nos prematuros.
Isto pode contribuir para a alta vulnerabilidade dos mesmos a sepse neonatal. Duas
quimiocinas sdo criticas para a fund¢a de movimento dos leucécitos: a Interleucina-8
(IL-8) e Growth-related Oncogene alfa (GRO-a ) (11,12). As informagdes a respeito da
ativagdo leucocitaria nos recém-nascidos de maes com pré-eclampsia ainda sdo
escassas. A ativagdo de neutrdfilos e mondcitos na circulagdo fetal durante a pré-
eclampsia tem sido sugerida, resultando em niveis elevados de quimiocinas ¢ moléculas
de adesao na circulagdo materna (13-15).

Nos hipotetizamos que a IL-8 ¢ o GRO-a estdo envolvidos na patogénese da
pré-eclampsia e afetariam a ativagdo leucocitaria neonatal. Deste modo, o objetivo do
presente estudo foi comparar os niveis plasmaticos de IL-8 e GRO-a de recém-nascidos

prematuros de maes com pré-eclampsia e sem pré-eclampsia.
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Metodologia
Populagdo em Estudo

Estudo de coorte prospectivo de recém-nascidos prematuros com idade
gestacional inferior a 36 semanas e peso de nascimento inferior a 2000 gramas, nascidos
no centro obstétrico do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e internados no
Servico de Neonatologia, durante o periodo de marco de 2008 a dezembro de 2009. Os
critérios de exclusdo foram: presenga de malformagdes congénitas, erro inato do
metabolismo ou sindromes com alteragdes cromosssomicas, infeccdo congénita do
grupo STORCH (sifilis, toxoplasmose, rubéola, citomegaovirus ou herpes) ou mae HIV
+, Obito na sala de parto e nas primeiras 48 horas de vida, e os recém-nascidos nos quais
as maes apresentavam Doeng¢a Hipertensiva prévia a gestacdo que ndo desenvolveram
preeclampsia nesta gestagao.

A populacdo efetivamente estudada foi dividida em dois grupos de recém-
nascidos prematuros: sem pré-eclampsia materna e com pré-eclampsia materna.

O diagnostico de pré-eclampsia materna foi definido como a presenca de
hipertensdo arterial (pressdo arterial sistlica > 140 mmHg e/ou pressdo arterial
diastolica > 90 mmHg) desenvolvida apdés a vigésima semana de gestacao,
acompanhada de proteintria (> 300 mg em urina de 24 horas) e edema, em gestantes

sem outras causas para estes sintomas (16).

Consideragdes éticas
O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
institui¢cdo, e para todos os pacientes incluidos foi obtido consentimento informado do

pai, mae ou responsavel legal. Quando uma amostra de sangue era requisitada pela
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equipe médica assistencial , uma quantidade adicional minima (200uL) era coletada em
frasco especifico com EDTA para posterior analise das quimiocinas. Nenhuma amostra

de sangue, punc¢do venosa ou arterial foi realizada exclusivamente para fins da pesquisa.

Variaveis e defini¢des

As seguintes variaveis foram coletados prospectivamente e posteriormente
comparadas entre os dois grupos: Peso de nascimento, idade gestacional, tipo de parto,
escore de Apgar, Score for Neonatal Acute Physiology and Perinatal Extension Il
(SNAPPE-II), dados maternos (idade da mae, realizagdo do pré-natal, uso de
corticoesterdide pré-natal, presencga de ruptura precoce de membranas, infec¢do do trato
urinario), ocorrencia de pequeno para idade gestacional (PIG), uso de nutri¢do
parenteral total, uso de filgrastima (Rh-GCSF), transfusao de concentrado de hemacias,
necessidade de ventilagdo mecanica, CPAP nasal, presenga de neutropenia, hemocultura
positiva nas primeiras 72 horas de vida (sepse precoce) e hemocultura positiva apds 72
horas de vida (sepse tardia); presengas de Doenca de Membrana Hialina, hemorragia
intravetricular graus III e IV, enterocolite necrosante, convulsdes e dbito.

A idade gestacional foi avaliada pela melhor estimativa obstétrica, ou seja, a data
da ultima menstruacao da mae ou ultrassonografia obstétrica realizada nas primeiras 12
semanas de gestacdo, confirmado pelo exame fisico pediatrico pos-natal . Recém-
nascidos pequeno para a idade gestacional (PIG) foi definido quando o peso de
nascimento encontrava-se inferior ao 10° percentil para a idade gestacional das curvas
de Alexander e colaboradores, empregadas na rotina do Servico (17). Ruptura
prolongada de membranas foi considerado bolsa rota por tempo superior a 18 horas

antes do parto.
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Foram coletados amostras de sangue apenas nos pacientes que necessitaram de
coleta de exames laboratoriais de rotina nas primeiras 48 horas de vida, ndo implicando
em coleta exclusivamente para a pesquisa. A contagem de neutrdfilos absolutos foi
realizada através do aparelho Sysmex 2100 (TOA Medical Eletronic, Kobe, Japan). Os
recém-nascidos foram considerados neutropénicos quando apresentavam um ntimero de
neutrofilos absolutos inferior a 1500/mm? nas primeiras 72 horas de vida (18).

As principais variaveis foram os niveis plasmaticos de IL-8 e GRO-a. As
amostras sanguineas (200 pL) foram coletadas em tubos com EDTA, o plasma foi
separado por centrifugacdo e ap6s congelado em freezer a -80°C, no centro de pesquisa
de nossa institui¢do, até as analises serem realizadas em conjunto.

Todas as analises laboratoriais foram cegas e realizadas por pesquisadores (FRS,

RCS) nao diretamente envolvido clinicamente com o cuidado dos pacientes.

Analise plasmatica das quimiocinas

A andlise das quimiocinas IL-8 e GRO-o foi realizada pelo método
enzimoimunoensaio com kits comercialmente disponiveis (Quantikine Human IL-8 e
GRO-a, R&D Systems, Inc. MN, USA). O limite para detec¢ao de IL-8 foi 0.35 pg/ml e
de GRO-a foi 0.6 pg/ml, com coeficientes de varia¢ao intra e interensaios inferiores a
5%. A leitura foi realizada através do leitor Optico automadtico Spectramax no

comprimento de onda de 450 nm. Todas as amostras foram testadas em duplicata.

Andlise estatistica
O tamanho da amostra foi calculado a partir de estudos prévios com dosagens de

IL-8 ¢ GRO-a em sangue de cordao umbilical de recém-nascidos de maes com pré-
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eclampsia (19). Para um nivel de significancia de 5% e 90% de poder, o tamanho da
amostra foi de 49 pacientes em cada grupo. Os recém-nascidos prematuros foram
admitidos sequencialmente até completar o tamanho da amostra e um adicional de 25%
de amostra ser obtido.

As variaveis continuas foram expressas como média + desvio padrdo ou mediana
e intervalo interquartil (p25-p75) e as varidveis categdricas como numero e
porcentagem. Na comparagdo entre os grupos foi empregado o teste bi-caudal qui-
quadrado para a analise das variaveis categoricas e o teste t de Student ou Mann-
Whitney para varidveis continuas. As diferencas nas medianas dos niveis plasmaticos de
IL-8 entre os grupos de RN de maes com pré-eclampsia com neutropenia, RN de maes
com pré-eclampsia sem neutropenia e controle foram comparados pelo teste de Kruskal-
Wallis. A andlise univariada foi realizada e as varidveis foram incluidas no modelo de
regressao logistica multipla quando exibiram significancia estatistica (p<<0.005). O nivel
de significancia para todas as diferengas foi estabelecido em p< 0.05. A analise
estatistica foi realizada através do programa Statistical Package for the Social Sciences

software version 18.0 (SPSS 18.0).

Resultados

Durante o periodo do estudo, 119 recém-nascidos prematuros preencheram o
critério de inclusdo, sendo 55 de maes com pré-eclampsia e 64 sem pré-eclampsia
materna. A média da idade gestacional e peso de nascimento foi 29+5 semanas e
1460+419 gramas, respectivamente. A média do SNAPPE foi 5 (0-22). A média do
escore de Apgar no 1° e 5° minuto foi 7 (5-8) e 8 (7-9), respectivamente. A média da

contagem neutrofilos absolutos totais foi 3590 células/mm?3 (2030-5570 células/mm?).
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A mediana do momento da coleta da amostra foi 28 (6-42) horas apos o nascimento, em
ambos grupos de recém-nascidos de maes com pré-eclampsia e sem pré-eclampsia.
Todos os recém-nascidos prematuros tiveram os niveis plasmaticos de IL-8 e GRO-a
obtidos nas primeiras 48 horas de vida. Foi administrado tratamento com sulfato de
magnésio anteparto em 100% das maes com pré-eclampsia, de acordo com rotina da
obstetricia.

Na analise univariada, as caracteristicas significativamente associadas com pré-
eclampsia foram as varidveis: tipo de parto, bolsa rota > 18 horas, recém-nascido
pequeno para idade gestacional (PIG), neutropenia e os niveis plasmaticos de IL-8,
como mostrado na tabela 1. Apesar do grupo com pré-eclampsia materna apresentar
menos nascimento prematuro, somente a ocorréncia de recém-nascido PIG foi
significativamente estatistico. Peso de nascimento, presenca de infec¢do do trato
urinario materno ou corioamnionite, Doenga de Membrana Hialina, hemorragia
intraventricular (graus III e IV) e enterocolite necrosante foram similares nos dois
grupos. Nao houve diferenga estatistica nos niveis de GRO-a. Os niveis plasmaticos de
IL-8 foram maiores no grupo de recém-nascidos sem pré-eclampsia materna (Tabela 1).
Os niveis plasmaticos de IL-8 foram similares nos recém-nascidos de maes pré-
eclampticas com neutropenia e sem neutropenia [31.88 88 pg/ml (5.36-74.15); 50.92
pg/ml (16.9-100.8), respectivamente], e foram significativamente menores que nos
recém-nascidos de maes sem pré-eclamspia [157.1 pg/ml (86.4-261.3); p<0.001].

Nao houve associacdo significativa entre pré-eclampsia materna e idade
gestacional. A anélise por regressdo multipla mostrou que a auséncia de pré-eclampsia

foi independentemente associado a niveis plasmaticos elevados de IL-8 e a bolsa rota >
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18 horas; e a presenga de pré-eclampsia foi independentemente associado a parto

cesariano, recém-nascido PIG e presenca de neutropenia (Tabela 2).

Discussao

Os recém-nascidos prematuros de maes com pré-eclampsia apresentaram niveis
plasmaticos de IL-8 significativamente menores nas primeiras 48 horas de vida quando
comparados com os controles, independentemente da presenca de neutropenia, da idade
gestacional ou do peso do nascimento, sugerindo que a ativagdo leucocitaria esta
prejudicada nestes recém-nascidos.

De acordo com os nossos achados, varios estudos demonstraram que a pré-
eclampsia materna esta associada a neutropenia (6,8,10,18,20) e além disso, ndo
aumenta a ocorréncia de sepse neonatal (10,21). Nos utilizamos o mesmo critério
classico de neutropenia descrito para recém-nascidos de muito baixo peso por
Mouzinho e colaboradores (18). Em estudo multicéntrico que publicamos previamente,
demonstramos que recém-nascidos de muito baixo peso de maes com pré-eclampsia ndo
apresentaram risco aumentado de sepse neonatal, mesmo naqueles que apresentavam
neutropenia. A neutropenia nestes recém-nascidos € transitéria e ndo demonstra
nenhuma associagdo com maior mortalidade (10).

Alguns pontos positivos e relevantes do nosso estudo foram um critério de
inclusdo bem estabelecido, 0 momento da coleta das amostras sanguineas para a analise
das quimiocinas e principalmente devido as amostras serem do sangue periférico dos
recém-nascidos ao invés de sangue de corddo umbilical ou materno. Estudos prévios
com recém-nascidos de maes com pré-eclampsia mensuraram as quimiocinas in vitro ou

em sangue de corddo umbilical e foram limitados, devido um tamanho reduzido da
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amostra (14,19,22,23). Mellembakken et al demonstraram um significativo aumento dos
niveis de IL-8 ¢ GRO-a em sangue de corddo umbilical em um grupo de gestantes com
pré-eclampsia. Eles estudaram 20 gesta¢des com pré-eclampsia e 19 gestagdes normais,
incluindo partos prematuros e a termo e tiveram valores elevados de IL-8 e GRO-a (19).
Uma questdo adicional importante ¢ saber se os pacientes sdo comparaveis em termos
de idade gestacionla e morbidades, estudos com diferentes idades gestacionais sdo
muito falhos quando o desfecho ¢ o nivel plasmatico de quimiocina. Isto porque a
quimiotaxia dos neutrdfilos no periodo neonatal ¢ reduzida quando comparada com a
quimiotaxia de neutréfilos de adultos. Além disso, devemos lembrar que a IL-8 ¢ um
potente estimulador da quimiotaxia dos polimorfonucleares (24). Por esta razdo, nos
estudamos apenas recém-nascidos prematuros. Outros estudos com quimiocinas
mostraram diferengas importantes entre os prematuros e recém-nascidos a termo
(25,26).

Os recém-nascidos prematuros estdo mais expostos a estimulos inflamatorios do
que os recém-nascidos a termo (9,27,28). Em um estudo prospectivo realizado em
recém-nascidos de muito baixo peso com sepse precoce, nosso grupo demonstrou
relagdo entre os niveis plasmaticos elevados de IL-8 nos primeiros dias de vida com o
posterior desenvolvimento de retinopatia da prematuridade (ROP) severa (27). Também
demonstrou que na presenca de pré-eclampsia materna o risco de ocorrencia de ROP
severa ¢ reduzido em 80% nestes prematuros (29). Portanto, no presente estudo, nao foi
um achado inesperado a obtengao de niveis plasmaticos de IL-8 menores nos recém-
nascidos prematuros de maes com pré-eclampsia.

Em nosso estudo, o tratamento com sulfato de magnésio (MgSOs) foi

administrado em 100% das maes com pré-eclampsia. O sulfato de magnésio parece ter
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efeito antiinflamatério durante o trabalho de parto prematuro, causando niveis
plasmaticos de IL-8 menores nos prematuros nascidos de maes com pré-eclampsia
quando comparados aqueles nascidos de maes sem pré-eclampsia, como ja demonstrado
em estudo prévio (30). O sulfato de magnésio inibe a endotoxina que estimula in vitro a
producdo de IL-8 em células decicuais e aminidticas (31). A administragao de sulfato de
magnésio antes do parto reduz significativamente a ativacdo endotelial celular, este
achado foi avaliado pela promocao de resposta inflamatodria in vitro e medido através
dos niveis de IL-8 e de ICAM-1 em células endoteliais da veia umbilical humana
(HuVEC) (30).

Estudos apontam para um papel central do desbalanco angiogénico na
patogénese da pré-eclampsia. Mais recentemente tem sido proposto um mecanismo
envolvendo a placentacdo anormal que levaria a liberagdo de fatores anti-angiogénicos
responsaveis pelo dano endotelial vascular (33,34). Gotsch et al reportaram a ocorréncia
de um estado anti-angiogénico em gestantes com pré-eclampsia, detectando alteragdes
nas concetragdes de fatores angiogénicos circulantes (35). A IL-8 e o GRO-a sdo
secretados pelas células endoteliais. No nosso estudo encontramos niveis de IL-8
diminuidos em RN de maes com pré-eclampsia e 0 GRO-a foi similar nos dois grupos.
Parece haver alteragdo nos fatores angiogénicos em gestantes com pré-eclampsia. O
fator anti-angiogénico reduz o numero de células endoteliais, causando uma redugdo da
expressao de IL-8, mas ndo de GRO-a (36,37).

Como a causa da pré-eclampsia ¢ incerta, o desenvolvimento de estratégias
racionais para sua prevengdo e tratamento ¢ dificil. Os dados de ensaios clinicos sdo
insuficientes para conclusdes confidveis sobre estratégias alternativas de prevencdo e

tratamento (38). A disfun¢ao endotelial como causa das alteragdes clinicas da
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preeeclampsia € uma hipdtese que pode abrir uma janela terapéutica. Portanto, as
respostas adaptativas do recém-nascido de maes com pré-eclampsia necessitam de mais

investigacgao.
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Tabela 1 - Fatores maternos e neonatais associados com pré-eclampsia

RN prematuros

Maes com PE Maes sem PE P

Idade materma (anos)** 253 +6.4 27.2 (£7.0) 0.187
Pre-natal (%)* 54 (98.2%) 58 (90.6%) 0.121
Diabetes gestacional (%)* 1 (1.8%) 5(7.8%) 0.215
Infec¢do do trato urinario

materno (%)* 10 (18.1%) 23 (35.9%) 0.062
Corioaminionite (%) 10 (18.1%) 18 (28.1%) 0.085
Uso de corticoide pré-natal (%)

* 40 (72.7%) 47 (73.4%) 1.000
Parto Cesario (%)* 49 (89%) 34 (53%) <0.0001

Idade gestacional (semanas+

dias)*** 30.7+6.3 28.6£3.2 0.057
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Escore APGAR no 5° minuto** 8 (7 —9)

PIG (%)* 39 (70.9%)
Peso de nascimento (gramas)

Hokk 1328 +413
Escore SNAPPE II ** 0(0-18)
BR >18 hours (%)* 2 (3.6%)
CPAP nasal(%)* 35 (63.6 %)

Ventilagdo Mecanica (%)* 25 (46.9%)

DMH (%)* 13 (23.6%)
ECN (%)* 7 (12.7%)
Convulsoes (%)* 7 (12.7%)

Hemorragia intraventricular

(III-IV)* 5(9.0%)
Transfusdo de hemacias (%)* 23 (41.8%)
Rh-GCSF (%)* 15 (27.3%)
Hemocultura positiva < 72

horas de vida* 1 (1.8%)
Hemocultura positiva > 72

horas de vida*
Neutropenia (< 1500)*

7 (12.7%)
13 (23.6%)

Nutricao Parenteral Total (%)* 36 (65.4%)
Obito (%)* 13 (23.6%)

GRO-a (pg/mL)**

IL-8 (pg/mL)**

26.54 (3.6-87.2)

8(7-9)
21 (32.8%)

1444 +419
12 (0 - 22)
23 (35.9%)

41 (64%)

30(45.5%)
6 (9.4%)
7 (10.9 %)
16 (25%)

14 (21.8%)
33 (51.5%)
12 ( 18.7%)

2 (3.12 %)

9 (14%)
5 (7.8%)

34 (53.1%)
16 (25%)

105

0.788
<0.0001

0.130
0.094
<0.0001

1.000

1.000
0.062
0.387
0.145

0.108
0.385
0.375

0.500

1.00
0.032

0.240
1.000

185.5 (63.9-306.7) 229.5 (116.6-321.3) 0.236

157.1 (86.4-261.3) <0.0001

PE: pré-eclampsia; PIG: pequeno para idade gestacinal; DMH: Doenca da membrana

hialina; ECN: enterocolite necrosante; CPAP: continuous positive airway pressure; BR:

bolsa rota

* Teste qui-quadrado  **Mann-Whitney ***Testes T

Os dados estdao expressos como média = DP ou mediana (p25-p75)



Tabela 2 - Fatores independentemente associados a pré-eclampsia materna

106

Fatores Odds Ratio Intervalo deP
confianga (95%)

1L-8 0.994 0.989 - 0.998 0.007
Parto cesareo 4.764 1.257 - 18.05 0.022
PIG 6.681 2.04 1-21.872 0.022
BR >18 horas 6.389 1.154 - 35.384 0.034
Neutropenia 8.059 1.12-57.96 0.038
Idade gestacional 0.968 0.782 - 1.199 0.766

* A andlise de regressdo logistica multipla incluiu todas as varidveis com p<0.05 da

analise univariada e a idade gestacional (p<0.057).
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Abstract

Neutropenia is frequent in newborn infants of preeclamptic mothers.Information on
leukocyte activation in those newborns is scarce, but IL-8 and GRO-# are the main pro-
inflammatory cytokines involved. The aim was to study IL-8 and GRO-. plasma levels
in preterm newborn infants of preeclamptic mothers.

Methods: Newborn infants with gestational age < 36 weeks and birth weight < 2000
grams were included and divided: non-preeclamptic and preeclamptic groups. Exclusion
criteria: major congenital malformations, inborn errors of metabolism or chromosomal
anomalies,STORCH infections, inborn preterm that died in the delivery room, and those
whose mothers had chronic hypertension without preeclampsia. During the regular
blood sample collection in the first 48 hours, a small amount was used for IL-8 and
GRO-. measurement by enzyme immunoassay. Chi-square, Student’s t test, Mann
Whitney test, Kruskal-Wallis and multiple logistic regression model were employed.
Results: 119 preterm infants (64 non-preeclamptic and 55 preeclamptic). They were
similar in birth weight, gestational age, Apgar scores at 5 minutes, sepsis, SDR,
mechanical ventilation, TPN, NEC, intraventricular hemorrhage and death. The
preeclamptic group had more neutropenia, SGA, C Section, and less rupture of
membranes for > 18 hours. IL-8 was higher in the non-preeclamptic [157.1 (86.4-261.3)
and 26.54 (3.6-87.2) p<0.001 in non-preeclamptic and preeclamptic groups,
respectively]. GRO-¢  was similar [229.5 pg/ml (116.6-321.3) and 185.5 pg/ml
(63.9-306.7) p=0.236 in non-preeclamptic and preeclamptic groups, respectively]. After
multiple regression analysis only absence of preeclampsia was associated with high

1L-8 levels.
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Conclusions: Preterm newborn infants of preeclamptic mothers have a decreased

plasma level of IL-8, suggesting that the leukocyte activation may be impaired in

infants of preeclamptic mothers.

Abstract: 263 words
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Introduction

Preeclampsia remains a leading cause of maternal and fetal morbidity and
mortality; it is the most prevalent hypertensive disorder in pregnancy, accounting for
3% to 14% of all gestations (1-5). Neutropenia is frequent in newborn infants of
preeclamptic mothers. Its association with sepsis has shown conflicting results
(6-10).Recently in a large population of very low birth weight infants delivered by
preeclamptic mothers we found an association of neonatal neutropenia and death,
independently of sepsis (10).

Chemotaxis is deficient in newborns; particularly in preterm infants. It may
contribute to their high vulnerability to sepsis. Two chemokines are critical for the
movement of leukocytes: IL-8 and GRO-a (11,12). There is scarce information on
leukocyte activation in newborns of preeclamptic mothers. An activation of neutrophils
and monocytes in the fetal circulation has been suggested during preeclampsia, resulting
in elevated levels of chemokines and adhesion molecules in the maternal circulation
(13-15).

We hypothesized that IL-8 and GRO-a are involved in the pathogenesis of
preeclampsia and affect neonatal leukocyte activation. Thus, the aim of the present
study was to compare IL-8 and GRO-a plasma levels in preterm newborn infants

delivered by preeclamptic and non preeclamptic mothers.

Methods

Study population



111

From March 2008 to December 2009 we conducted a prospective cohort study
of preterm infants born at the obstetrics center of our hospital and admitted to the
neonatal intensive care unit (NICU) with gestational age lower than 36 weeks and birth
weight lower than 2000 grams. Exclusion criteria were presence of major congenital
malformations, inborn errors of metabolism or chromosomal anomalies, congenital
STORCH infections (syphilis, toxoplasmosis, rubella, cytomegalovirus or herpes) or
HIV+ mother, inborn preterm that died in the delivery room, and those whose mothers
had chronic hypertension without preeclampsia during the gestational period.

Preterm infants included in the study were divided in preeclamptic (delivered by
preeclamptic mothers) and control groups (all the neonates without maternal
preeclampsia). Diagnosis of maternal preeclampsia was arterial hypertension (blood
pressure >140 mmHg systolic and/or >90 mmHg diastolic) developing after 20 weeks
gestation with proteinuria >300 mg in a 24-h urine sample, edema in a pregnant woman

with no other cause for the symptoms (16).

Ethical considerations

The study protocol was approved by the institutional review boards and
hospital’s ethics committee. Informed Consent Form was read too, and signed by
parents or guardians prior to the study. When a blood sample was required by the
medical care team a minimal additional amount (200 pL) was obtained in EDTA tube
for cytokine analysis. No blood samples, venous or arterial punctures were performed

exclusively for research purposes.

Variables and definitions
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The following data were collected prospectively and later compared between the
two groups: birth weight, gestational age, type of delivery, Apgar scores, Score for
Neonatal Acute Physiology and Perinatal Extension II (SNAPPE-II), maternal data
(age, prenatal, prenatal corticosteroid use, rupture of membranes, urinary tract infection,
gestational diabetes),small for gestational age, use of total parenteral nutrition (TPN),
Rh-GCSF, RBC transfusion, oxygen in mechanical ventilation or by nasal continuous
positive airway pressure (CPAP); presence of neutropenia, positive blood cultures less
than 72 hours after birth (early-onset sepsis) and more than 72 hours after birth (late-
onset sepsis), Respiratory Distress Syndrome (RDS), grade III and IV of intraventricular
hemorrhage (IVH), necrotizing enterocolitis (NEC), seizures, and death during hospital
stay.

The gestational age (GA) was defined as the best estimate of GA based on last
menstrual period, obstetric history and examination, obstetric ultrasound performed at
12 weeks’ pregnancy, and confirmed by postnatal physical examination. The definition
of infants who were small for GA (SGA) was a birth weight < 10th percentile for GA
according to the gender-specific growth charts of Alexander at al (17). Prolonged
rupture of membranes was considered the one more than 18 hours before delivery.

The complete blood count was obtained as deemed necessary by the clinicians
caring for the infants in the first 48 hours of life, and not especially for the study. Total
absolute neutrophil counts (ANC) were performed with a Sysmex 2100 (TOA Medical
Eletronic, Kobe, Japan). Preterm infants were considered to have neutropenia if the total
ANC was < 1500/mm3 in the first 72 hours according to Mouzinho et al (18).

The main variables were the plasma levels of IL-8 and GRO-a; blood samples

(200 pL) were collected in flasks with EDTA and plasma was separated by
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centrifugation, and then stored in aliquots at - 80° C in a freezer at the research center of
our institution until analysis.

All laboratory blind analysis was performed by someone not directly involved in
the clinical data of the patients.
Chemokines plasma analysis

The measurement of IL-8 and GRO-o was performed using an enzyme
immunoassay (Quantikine Human IL-8 and GRO-a, R & D Systems, Inc. MN, USA).
The detection limit for IL-8 was 0.35 pg/ml, and for GRO-a 0.6 pg/ml, with intra and
interassay coefficients of variation below 5% for both, IL-8 and GRO-a. Readings were
carried out in an automated optical Spectramax reader at 450 nm. All samples were

tested in duplicate.

Statistical analysis

The sample size calculation was performed based on previous study with venous
cord blood IL-8 and GRO-a levels (19). For significance level of 5% and 90% power,
the sample size was 49 in each group. Preterm infants were admitted sequentially until
the sample size and an additional 25% was reached.

Continuous variables were described as mean = SD or median and interquartil
range (p25-p75), while categorical variables as number and percentage. Comparison
between groups was performed with the two-tailed chi-square test for categorical
variables, and Students’t or Mann-Whitney tests for continuous variables. Differences in
IL-8 plasma levels among preeclamptic with neutropenia, preeclamptic without
neutropenia and control groups were compared by Kruskal-Wallis test. Univariate

analysis were performed, and the variables were included in multiple logistic
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Regression model when they exhibited statistical significance (p<0.05). All differences
were considered significant if p-values were < 0.05. Data were analyzed using

Statistical Package for Social Sciences software version 18.0.

Results

During the study period, 119 inborn preterm infants fulfilled inclusion criteria,
55 delivered by preeclamptic mothers and 64 by non preeclamptic. The mean
gestational age and birth weight were 29+5weeks and 1460 + 419 grams, respectively.
Median SNAPPE was 5 (0-22). Median APGAR scores at 1 and 5 minutes were 7 (5-8)
and 8 (7-9), respectively. The median of Total absolute neutrophils counts (ANC) was
3590 cells/mm? (2030-5570 cells/m?). The median sample collection timing was 28 (6-
42) hours after birth, in both preeclampatic and non preeclamptic. All preterm infants
had IL-8 and GRO-plasma levels obtained until 48 hours of life. Magnesium sulfate
(MgS0g4) treatment was administered in 100% of preeclamptic mothers.

In univariate analysis, characteristics significantly associated with preeclampsia
were the variables type of delivery, occurrence of premature rupture of membranes
more than 18 hours, SGA, neutropenia, and the IL-8 plasma levels as shown in table 1.
Although preeclamptic patients were born less prematurely, only the occurrence of
SGA was statistically significant. Birth weight, presence of maternal urinary tract
infection and chorioamnionitis, RDS, severe intraventricular hemorrhage and NEC were
similar in both groups. There were no statistical differences in GRO-a level.IL-8 plasma

levels were higher in the non-preeclamptic group (table 1).



115

Preeclamptic with neutropenia and without neutropenia had similar IL-8 plasma
levels [31.88 88 pg/ml (5.36-74.15); 50.92 pg/ml (16.9-100.8), respectively], and were
significantly lower than non preeclamptic patients [157.1 pg/ml (86.4-261.3); p<0.001].
There was no significant association between maternal preeclampsia and gestational
age. The multiple regression analysis showed that absence of preeclampsia was
independently associated with high IL-8 plasma levels and PROM > 18 hours; and the
presence of preeclampsia was independently associated with C-section delivery, born

SGA and neutropenia, (table 2).

Discussion

Preterm infants delivered by preeclamptic mothers had IL-8 plasma levels in the
first 48 hours lower than controls independently of neutropenia, gestational age or birth
weight, suggesting that leukocyte activation is impaired in infants those infants.
According to our findings, maternal preeclampsia is associated with neutropenia
(6,8,10,18,20); and preeclampsia does not increase the occurrence of sepsis (10,21 ).
We used the cutoff point for neutropenia described as appropriated for very low birth
weight infants (18).In a previous multicenter study we showed that very low birth
weight infants delivered by preeclamptic mothers had not increased risk of neonatal
sepsis, even in those with neutropenia because it is known to be transient and doesn’t
have any association with higher mortality (10).

The strengths of our study were the very strict inclusion criteria; timing of blood
samples for chemokines analysis, and the evaluation of neonatal peripheral blood
sample instead of maternal or cord blood. Previous studies with newborns of

preeclamptic mothers who measured inflammation- related chemokines in vitro or in
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umbilical cord blood were limited to a small sample size (14,19,22,23). Mellembakken
at al obtained a significant high IL-8 and GRO-a in umbilical cord vein in the
preeclamptic group. They  studied 20 preeclamptic pregnancies and 19 normal
pregnancies, included term and preterm deliveries and had outlier values of IL-8 and
GRO-a (19). An additional important question is whether the patients are comparable.
Studies with different gestational ages lack when the outcome is chemokines plasma
levels. The chemotaxis of neonatal neutrophils is low compared to that of adult
neutrophils, and IL-8 is a potent stimulator of PMN chemotaxis (24). Hence we studied
only preterm infants. Other studies have shown important differences between preterm
and full term newborns (25,26).

Preterm infants are more likely to have been exposed to inflammatory stimuli
than term ones (9, 27,28). In a prospective study of very low birth weight infants with
clinical early-onset sepsis we showed a relationship between high plasma levels of 1L-8
in the first days of life with later development of severe ROP (27).We have also
demonstrated that in preeclampsia the risk for severe ROP is reduced in 80% (29).
Therefore, in this study, finding low IL-8 plasma levels in preterm infants of
preeclamptic mothers was not an unexpected.

In our study, magnesium sulfate (MgSOs) treatment was administered to 100%
of preeclamptic mothers. Magnesium sulfate has an anti-inflammatory effect during
preterm labor causing lower IL-8 plasma levels in preterm infants delivered by
preeclamptic than in those delivered by non preeclampitc mothers as demonstrated in a
previous study (30). Magnesium sulfate inhibits the endotoxin-stimulated IL-8
production in both decidual and amniotic cells in vitro (31). Antenatal magnesium

sulfate administration significantly reduces the endothelial cell activation as measured
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by levels of IL-8 and ICAM-1on human umbilical vein endothelial cell (HuVEC) after
inflammatory responses in vitro (30).

There are findings indicating a central role of an angiogenic imbalance in the
pathogenesis of preeclampsia (32). More recently a mechanism involving abnormal
placentation leading to the release of vascular endothelial-damaging antiangiogenic
factors has been proposed (33,34) Gotsch et al reported the occurrence of an anti-
angiogenic state in mothers with preeclampsia, detecting changes in the concentration
of circulating angiogenic factors (35). IL-8 and GRO-a have been secreted by
endothelial cells. We had a decreased IL-8 in preeclamptic patients and GRO-a was
similar in both groups. There seem to be differences in angiogenic factors regarding
preeclamptic mothers. The antiagiogenic factor reduces the number of endothelial cells,
causing a reduced expression of IL-8, but not of GRO- a (36,37).

As the cause of preeclampsia is unclear, the development of rational strategies
for prevention and treatment is difficult. The data from trials are insufficient for reliable
conclusions about alternative strategies for prevention and treatment (38). Endothelial
dysfunction as a cause of the clinical abnormalities in preeeclampsia is a hypothesis that
may open a therapeutic window. Therefore, these adaptive responses of newborn

delivered by preeclamptic mothers need more investigation.
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Table 1 Maternal and Neonatal factors associated with preeclampsia

Preterm infants PreeclampticNon preeclamptic

mothers (n=55) mothers (n=64) P value
Maternal age (years)** 253+6.4 27.2 (£7.0) 0.187
Prenatal care (%)* 54 (98.2%) 58 (90.6%) 0.121

Gestational Diabetes (%)* 1 (1.8%) 5(7.8%) 0.215


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18055511
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18055511
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18055511
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18055511
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7738108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7738108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7738108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7738108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16230516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16230516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16230516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16230516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12137674
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12137674
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12137674
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12137674

Maternal Urinary tract

infection (%)*

Chorioamnionitis (%)

10 (18.1%)
10 (18.1%)

Prenatal corticosteroid use (%)*40 (72.7%)
C-section delivery (%)* 49 (89%)
Gestational age (weeks* days)

oA 30.7 £6.3
APGAR Score at 5 minutes** 8 (7-9)
SGA (%)* 39 (70.9%)
Birth weight (grams)*** 1328 +413
SNAPPE II Score ** 0(0-18)
PROM >18 hours (%)* 2 (3.6%)
Oxygen therapy in nasal

CPAP (%)*
Oxygen therapy in Mechanical

35 (63.6 %)

Ventilation (%)* 25 (46.9%)

RDS (%)* 13 (23.6%)
NEC (%)* 7 (12.7%)
Seizures (%)* 7 (12.7%)

Intraventricular hemorrhage

(III-1V)* 5(9.0%)
RBC transfusion (%)* 23 (41.8%)
Rh-GCSF (%)* 15 (27.3%)
Positive Blood Culture < 72

hours of life * 1 (1.8%)
Positive Blood Culture > 72

hours of life*
Neutropenia (< 1500)*

7 (12.7%)
13 (23.6%)

Total Parenteral Nutrition (%)* 36 (65.4%)
Death (%)* 13 (23.6%)

GRO-u (pg/mL)**

IL-8 (pg/mL)**

185.5 (63.9-306.7)

26.54 (3.6-87.2)

23 (35.9%)
18 (28.1%)

47 (73.4%)
34 (53%)

28.6+3.2
8(7-9)

21 (32.8%)
1444 +419
12 (0 - 22)
23 (35.9%)

41 (64%)

30(45.5%)
6 (9.4%)
7(10.9 %)
16 (25%)

14 (21.8%)
33 (51.5%)
12 ( 18.7%)

2 (3.12 %)

9 (14%)
5 (7.8%)

34 (53.1%)
16 (25%)

123

0.062
0.085

1.000
<0.0001

0.057
0.788
<0.0001
0.130
0.094
<0.0001

1.000

1.000
0.062
0.387
0.145

0.108
0.385
0.375

0.500

1.00
0.032

0.240
1.000

229.5 (116.6-321.3) 0.236

157.1 (86.4-261.3) <0.0001
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SGA: small for gestational age; RDS: respiratory distress syndrome; NEC: necrotizing
enterocolitis; CPAP: continuous positive airway pressure; PROM: Premature Rupture of
membranes

* Chi-Square tests ~ **Mann-Whitney ***T tests

Data are expressed as mean + SD or median (p25-p75).

Table 2 Factors independently associated with maternal preeclampsia

Factors Odds Ratio Confidence IntervallP value
(95%)
1L-8 0.994 0.989 - 0.998 0.007
C-section 4.764 1.257 - 18.05 0.022
SGA 6.681 2.04 1-21.872 0.022
PROM >18 hours  [6.389 1.154 - 35.384 0.034
Neutropenia 8.059 1.12-57.96 0.038
Gestational age 0.968 0.782 - 1.199 0.766

* Multiple logistic regression analysis included all variables with p<0.05 in univariate

analysis and Gestational age (p<0.057).
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A pré-eclampsia € uma patologia fascinante, complexa e de origem multifatorial.

A disfuncdo endotelial provocada pela insuficiéncia placentaria parece ser a
causa central desta doencga, com conseqiiéncias tanto para a mae (hipertensdo arterial
sistémica, dano renal, neuroldgico, cardiaco, hepatico) quanto para o feto (restri¢do do
crescimento intra-uterino, prematuridade, neutropenia, sepse). Os principais
mecanismos responsaveis pela disfungdo endotelial da pré-eclampsia seriam o
desbalanco entre fatores angiogénicos e antiangiogénicos, a placentacdo anormal ¢ a
ativagdo leucocitaria.

Neste estudo avaliamos a ativacdo leucocitaria em recém-nascidos prematuros
de maes com pré-eclampsia, através da dosagem plasmatica das principais citocinas
relacionadas com a ativagao e quimiotaxia de neutrofilos: IL-8 e GRO-a, e comparamos
com recém-nascidos controles, sem pré-eclampsia materna. O comportamento destas
quimiocinas foi diferenciado, sendo encontrados niveis reduzidos de IL-8 na pré-
eclampsia e niveis similares de GRO-a entre os grupos.

Assim como em estudos prévios, os recém-nascidos de maes com pré-
eclampsia apresentaram mais neutropenia nas primeiras 48 horas de vida quando

comparados ao grupo controle. O grupo com pré-eclampsia também foi mais PIG,
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apresentou mais parto cesariano € menos bolsa rota superior a 18 horas. Os grupos
foram similares quanto ao peso de nascimento, idade gestacional, escore de Apgar no
5’minuto, sepse, doenca de membrana hialina , ventilagdo mecanica, nutri¢do parenteral
total, enterocolite necrosante e hemorragia periventricular garus Il e I'V.

A pré-eclampsia uma doenca multissistémica e numerosos modelos tém sido
propostos para explicar sua fisiopatogénese, mas esta permanece indefinida. A ativagao
leucocitaria pode ser causa e/ou conseqiiéncia, podendo desencadear um ciclo vicioso
na patogénese da pré-eclampsia. Conseguimos demostrar em nosso estudo niveis
reduzidos de IL-8 em recém-nascidos de maes com pré-eclampsia, sugerindo que a
ativagdo leucocitaria neste pacientes possa estar prejudicada.

A ativacao leucocitaria e a disfuncao endotelial como causa das alteragdes
clinicas maternas e fetais na preeeclampsia ¢ uma hipotese que pode abrir uma janela
terapéutica. Portanto, estudos futuros necessitam ser realizados para tentar a esclarecer o
exato mecanismo da resposta celular e humoral feto-neonatal resultante da pré-

eclampsia materna.
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ANEXOS

ANEXO I - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O presente estudo busca descobrir o papel de algumas substancias (interleucinas)
doencas que os bebés prematuros de maes com pré-eclampsia podem apresentar. Estas
substancias poderdo definir, no futuro, mais precocemente os bebés de maior risco.

Para isso, ¢ necessario obter amostra de sangue desses bebés para o exame de
laboratério. Seu filho ou tutelado ndo serd submetido a exame de sangue
exclusivamente para pesquisa. Quando o médico solicitar qualquer exame
necessario, sera coletado um pouco mais para a pesquisa (0,5 ml). A quantidade de
sangue que sera retirada a mais € pequena e nao causa riscos para o paciente.

O conhecimento do papel dessas substancias nas doengas que afetam os bebés

prematuros de maes com pré-eclampsia, podera estabelecer novos tratamentos no
futuro, por isso, solicito seu consentimento na admissdo de seu filho ou tutelado na

pesquisa, para coletar esta quantia de sangue adiconal.
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Eu, , responsavel

pelo recém-nascido de , fui informado dos

objetivos do estudo e sua justificativa, de forma detalhada e precisa. Recebi
informagdes especificas sobre o procedimento no qual meu filho ou tutelado estd
envolvido, e os desconfortos ou possiveis riscos, tanto quanto os beneficios
esperados. Todas as minhas duvidas foram respondidas com clareza e sei que poderei
solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento e terei plena liberdade de retirar

meu filho da pesquisa se acreditar necessario.

Caso ndo concorde em participar do estudo, ndo havera prejuizo na assisténcia do

bebé.

Declaro, portanto, que autorizo a inclusdo de meu filho ou tutelado na pesquisa
realizada pela Dra. Rita de Cassia Silveira (3359-8749) e Dra. Fabrizia Faulhaber
(8408-8737) . Caso desejar o Comité de Etica em Pesquisa do HCPA também podera
dar mais informacdes a cerca de sua participacdo neste projeto de pesquisa

(33598304).

Nome do Responsavel

Assinatura do Responsavel




ANEXO II - FICHA DO PROTOCOLO DE PESQUISA

1.DADOS MATERNOS

PRE-NATAL: ( )SIM ( )NAO No DE CONSULTAS:

IDADE MATERNA:  ANOS

No GESTACOES:

STORCH: ( ) ALTERADO ( ) NORMAL ( ) IGNORADO

DMG/ DM: ( ) SIM ( ) NAO ITU/INF.OVULAR: ( ) SIM ( ) NAO
BR: ( )>18h ( )<18h LA: ( ) ALTERADO ( ) CLARO ( ) IGNORADO
USO DE OCITOCINA ( ) SIM ( ) NAO

USO DE CORTICOIDE ( ) SIM ( ) NAO

MAE COM PRE-ECLAMPSIA ( ) SIM ( )NAO

HAS PREVIA: ( ) SIM ( )NAO

CULTURA ESTREPTO B: ( ) POSITIVA ( ) NEGATIVA ( )NAO FEZ
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USO DE SULFATO DE MAGNESIO: ( ) SIM ( )NAO

2.DADOS RECEM-NASCIDO

NOME:

REGISTRO:

DATA NASCIMENTO: SEXO: ()F ()M

DATA COLETA: ( HORAS DE VIDA)

1GO: IGBallard:
APGAR 1 5
PN TIPO DE PARTO ( )V ( ) V+F () C

CLASSIF. IG/P: ( )AIG ( )PIG ( )GIG

SNAPPE II:

ASFIXIA NEONATAL ( ) SIM ( )NAO

VENTILACAO MECANICA ( ) SIM ( )NAO

CPAP ( )SIM ( )NAO

DOENCA DA MEMBRANA HIALINA ( ) SIM ( ) NAO

ECN: ( )SIM ( )NAO

CONVULSAO: ( )SIM ( )NAO

HPIV: ( )SIM ( ) NAO GRAU:

TRANSFUSAO: ( )SIM ( )NAO

FILGRASTIMA: ( ) SIM ( )NAO

HEMOGRAMA (_ HORAS DE VIDA):
LEUCOCITOS,  NEUTROFILOS,  MONOCITOS,

LINFOCITOS, HG, HT, PLAQUETAS
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INFECCAO NEONATAL: ( ) SIM ( )NAO
HEMOCULTURA / CULTURAS: ( ) POSITIVA ( ) NEGATIVA

QUAL?

MENINGITE? ( ) SIM ( ) NAO

NUTRICAO PARENTERAL TOTAL: ( )SIM ( )NAO

OBITO: ( ) SIM ( )NAO

DATA ALTA/OBITO:

ANALISE LABORATORIAL: INTERLEUCINA- 8: PG/ML

GRO-ALPHA: PG/ML



