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RESUMO

Objetivos: Avaliar a eficacia do uso do thG-CSF no tratamento da sepse neonatal
precoce em recém-nascidos prematuros bem como a resposta das citocinas hematopoéticas e
do sistema hematoldgico.

Material e Métodos: Foi realizado um estudo randomizado duplo-cego. Foram
incluidos recém-nascidos prematuros com menos de 5 dias de vida com diagnostico de sepse
clinica. O grupo tratamento (GT) recebeu 10 pg/kg/d de thG-CSF, por via intravenosa, uma
vez ao dia, por 3 dias consecutivos, e o grupo placebo (GB) recebeu o mesmo volume de pla-
cebo, também por via intravenosa, por 3 dias consecutivos. Todos os recém-nascidos foram
acompanhados até o 6bito ou alta hospitalar. TNF-a, IL-6, GM-CSF, G-CSF, contagem de
leucocitos (CL), contagem absoluta de neutrofilos (ANC), relagdo neutrdfilos imaturos/neu-
trofilos totais (I/T), contagem de plaquetas (CP) e concentragao de hemoglobina (Hb) foram
estudadas inicialmente antes da administragdo da primeira dose, 24 horas, 72 horas e 10 dias
ap6s a primeira dose do tratamento e do placebo. Foi feita aspiragdo da medula 6ssea 7 dias
apos a primeira dose. A relagdo NSP/NPP (NSP = estoque de reserva medular de neutroéfilos;
NPP = estoque proliferativo medular de neutrofilos) e NSP foram avaliados. O estudo foi
aprovado pelo comité de ética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e foi obtido consenti-
mento escrito dos pais dos pacientes.

Resultados: Quarenta e quatro recém-nascidos prematuros foram incluidos no
estudo, 22 em cada grupo. Nao houve diferengas entre ambos os grupos em relagdo a: idade

gestacional média (GT: 29,4 + 3,1, GP: 30,7 £ 2,9 semanas); média do peso ao nascer (GT:



1376 + 491 ; GP: 1404 + 508 g);, mediana do escore de Apgar no quinto minuto de vida;
mediana do escore SNAP (escore fisiologico agudo neonatal) nas primeiras 24 horas de vida
(GT: 8, variagdio: 3 - 28; GP: 9,5, variagdo: 0 - 23); média do tempo de hospitalizagdo
(GT: 40; GP: 35 dias); mediana dos niveis de TNF-a, IL-6, GM-CSF, I/T, CP ¢ Hb em todos
os momentos estudados. Apesar da taxa de mortalidade nos primeiros 7dias de vida ter sido
13,6% menor no GT (mortalidade nos primeiros 7 dias de vida = GT: 0; GP: 3) (mortalidade
dos 8 aos 28 dias de vida GT: 5; GP: 3), nfo houve diferengas estatisticamente significativa.
A incidéncia de infecg@o hospitalar durante todo o tempo de internagdo foi significativamente
menor no GT do que no GP (GT: 2; GP: 9; p <0,03). As medianas dos niveis de G-CSF, CL e
ANC foram significativamente maiores no GT do que no GP com 24 horas (GCS = GT:
2568 pg/ml; GP: 56 pg/ml, p < 0,0001; CL = GT: 15200 mm’; GP: 8100 mm’ p < 0,005;
ANC = GT: 9522 mm’; GP: 4526 mm’ p < 0,005) e 72 horas apds o inicio do tratamento
(G-CSF = GT: 129 pg/ml; GP: 37,5 pg/ml p < 0,007; CL = GT: 23100 mm®; GP: 9250 mm’
p < 0,00002; ANC = GT: 16843 mm’; GP: 4703 mm’ p < 0,00002). A média NSP e a relagdo
NSP/NPP foi significativamente maior no GT do que no GP (NSP = GT: 58,4 + 8%; GP:
47,8 £ 11,2% p < 0,003; NSP/NPP = GT: 4,2 +2,5; GP: 2,6 £ 1,2 p <0,05).

Conclusées: A administragdo de thG-CSF no tratamento da sepse neonatal preco-
ce em recém-nascidos prematuros pode reduzir a mortalidade nos primeiros 7 dias de vida e
principalmente, a incidéncia de infecg¢@o hospitalar. Provoca ainda um aumento na contagem
de leucocitos e na contagem absoluta de neutrofilos 24 e 72 horas apds o inicio do tratamento,

e um aumento na NSP e na relagdo NSP/NPP 7 dias apos o inicio do tratamento.
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SUMMARY

Objectives: To evaluate the efficacy of the use of rhG-CSF in the treatment of early neonatal
sepsis in premature infants and to asses cytokine and hematologic values in septic premature
newborn infants after treatment with rhG-CSF

Methods: A double blind randomized study was performed. Premature newborn infants were
included in the study if they had a clinical diagnosis of sepsis in the first 5 days of life.
Treatment group (TG) received 10 pg/kg/day of the thG-CSF IV once a day for 3 consecutive
days, and the placebo group (PG) received the same volume of placebo IV as the TG for 3
consecutive days. All the included newborns were followed up to death or hospital discharge.
TNF-a, IL-6, GM-CSF, G-CSF, leucocyte count (LC), absolute neutrophil count (ANC),
immature/total neutrophil ratio (I/T), platelet count (PC), and hemoglobin concentration (Hb)
were studied just before administration of the first dose, 24 hours, 72 hours and 10 days after
the first dose of treatment. Bone marrow aspiration was performed 7 days after the first dose
of treatment. NSP (neutrophil storage pool) and NSP/NPP (neutrophil proliferative pool) ratio
were evaluated. The study was approved by the ethics committee of the Hospital de Clinicas
de Porto Alegre and informed consent of the parents were obatined.

Results: Forty-four premature newborn infants were included in the study, twenty two in each
group. Mean gestational ages (TG: 29.4 £ 3.1; PG: 30.7 £ 2.9 weeks), mean birth weights
(TG: 1376 £ 491; PG: 1404 + 508 grams), median Apgar scores in the fifth minutes of life,
median SNAP (score for neonatal acute physiology) scores in the first 24 hours of life (TG: 8,

range: 3-28; PG: 9.5, range: 0 - 23), and mean lenght of hospital stay (TG: 40; PG: 35) were



similar in both groups. Median TNF-qo, IL-6, GM-CSF, I/T ratio, PC and Hb in all studied
moments were similar in both groups. Although the survival rate in the first 7 days of life was
13.6% higher in the TG than in the PG, there was no significant statistical difference
(mortality in the first 7 days of life TG = 0; PG: 3), (mortality from 8 to 28 days of life TG: 5;
PG: 3). The occurrence of nosocomial infection during the whole hospital stay was significant
lower in the TG than in the PG (TG: 2; PG: 9, p < 0.03). Median G-CSF levels, LC, and ANC
were significantly higher in the TG than in PG at 24 hours (G-CSF = TG: 2568 pg/ml,
PG: 56 pg/ml, p < 0.00001; LC = TG: 15200 mm’; PG:8100 mm’, p < 0.005; ANC =
TG: 9522; PG: 4526, p < 0.005) and 72 hours after onset of treatment (G-CSF = TG:
129 pg/ml; PG: 37.5, p <0.007; LC = TG: 23100 mm’; PG: 9250 mm’, p < 0.00002; ANC =
TG: 16843 mm’; PG: 4703 mm’, p < 0.00002). Mean NSP and NSP/NPP ratio were
significantly higher in TG than in PG (NSP = TG: 58.4% + 8%; PG: 47.8 £ 11.2%, p < 0.003;
NSP/NPP ratio = TG: 4.2 £2.5; PG: 2.6 £ 1.2, p <0.05).

Conclusions: Administration of rhG-CSF to a septic premature newborn infants may
decrease the mortality in the first 7 days of life, and mainly the incidence of nosocomial
infection. Also rhG-CSF administration causes an increase of LC and ANC 24 and 72 hours

after onset of treatment, and an increase in NSP and NSP/NPP ratio 7 days after treatment.
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1
INTRODUCAO
1.1 - Sepse

1.1.1 - Conceito

Sepse passou a ser considerada como uma das manifestagdes da sindrome da res-
posta inflamatéria sistémica (SIRS) a partir da conferéncia da Society of Critical Care
Medicine and American College of Chest Physicians Consensus Committee. Este novo termo
¢ definido pelos quatro critérios clinicos maiores e que sdo: instabilidade térmica, taquicardia,
taquipnéia e alteragOes significativas na contagem de leucocitos (BONE, 1991a). O termo
sepse ou sindrome séptica, em seu conceito atual, € usado para descrever qualquer infecg¢@o
bacteriana que apresenta um conjunto de manifestagdes sistémicas de sepse clinica e que nio
requer a presen¢a de hemocultura positiva (CLEMMER, 1989; BONE, 1991c; BONADIO,
HENNES, SMITH, 1993; BONE, FISCHER IJr., SCCM, 1992).

No recém-nascido (RN), ainda se define a sepse como um conjunto de manifes-
tagbes sistémicas de infec¢do, acompanhadas de hemocultura positiva. Entretanto, como ¢ fre-
qiiente a hemocultura ser negativa na evidéncia desses sinais clinicos, varios autores definem
a sepse clinica quando um ou mais sinais de pelo menos trés das categorias a seguir descritas
estao presentes:

a) fatores de risco materno: febre, ruptura prolongada de membranas, trabalho de

parto prematuro, corioamnionite ou infecg¢@o urinaria;

b) apnéia, taquipnéia, batimentos de asas de nariz, retra¢@o intercostal, cianose ou

sofrimento respiratorio;



¢) taquicardia, bradicardia, ma perfuséo periférica ou choque;

d) irritabilidade ou letargia;

e) hipotonia ou convulséo,

f) distensdo abdominal, vomitos, diarréia, intolerdncia alimentar, residuo gastrico

ou hepatomegalia;

g) instabilidade térmica: hipertermia ou hipotermia;

h) ictericia inexplicavel,

i) petéquias ou purpuras (SIEGEL & McCRACKEN, 1981; DU LOUVOIS &
HARVEY, 1990; JAFARI & McCRACKEN, 1992; MUSTAFA & McCRACKEN, 1992;
LLORENS-SAEZ & McCRACKEN, 1993; KLEIN & MARCY, 1995; HARRIS, 1996; ST
GEME III & POLIN, 1996, AAP, 1997, HICKEY & McCRACKEN, 1997, REREZ &
WEISSMAN, 1997, WOLACH, 1997).

As diferentes terminologias para a sepse encontram-se listadas no quadro 1.

Quadro 1 - Terminologia para Sepse e Sindrome Séptica para Lactentes e Criangas (LLORENS-
SAEZ & McCRACKEN, 1993)
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A sepse neonatal pode ser classificada em duas enfermidades relativamente distin-
tas com base no tempo de aparecimento da idade pds-natal.

A sepse neonatal de inicio precoce ocorre nos primeiros cinco dias de vida, é ful-
minante, multissistémica, adquirida por transmissdo vertical materna, e esta relacionada a fa-
tores de risco materno como febre, ruptura de membranas por mais de 24 horas, trabalho de
parto prematuro e parto prematuro. As infecgdes na gravidez que podem levar a sepse no RN
sdo: infecgdo do trato urinario, infec¢do intra-amnidtica e vaginose bacteriana. Também con-
tribui de forma importante a colonizag@o vaginal pela bactéria Streptococcus agalactiae grupo
B (GBS). Quando um recém-nascido prématuro (RNPT) adquire sepse, a taxa de mortalidade
¢ elevada, sendo muito maior quando comparada com a mortalidade na sepse de inicio tardio
(SIEGEL & McCRACKEN, 1981; DU LOUVOIS & HARVEY, 1990; JAFARI &
McCRACKEN, 1992; MUSTAFA & McCRACKEN, 1992; KLEIN & MARCY, 1995,
HARRIS, 1996; STOLL et al., 1996a; HICKEY & McCRACKEN, 1997).

A sepse neonatal de inicio tardio ocorre apos seis dias de vida, € usualmente de
evolugdo lenta e acompanhada de infecgéo focal, sendo a meningite uma das mais freqiientes.
Sua etiologia provém da flora vaginal materna ou do ambiente hospitalar. A infeccio hospi-
talar vem aumentando, principalmente devido ao maior tempo de sobrevida dos RNPTs, sendo
mais freqientes as varias espécies de Candida e germes comensais como o Staphylococccus
coagulase negativo. A infec¢do esta usualmente associada com o emprego de instrumentos
invasivos como cateteres intravasculares e tubo endotraqueal, nutrigdo parenteral e uso in-
discriminado de antibiéticos (SIEGEL & McCRACKEN, 1981; DU LOUVOIS & HARVEY,
1990; JAFARI & McCRACKEN, 1992; MUSTAFA & McCRACKEN, 1992; KLEIN &
MARCY, 1995; HARRIS, 1996; STOLL et al., 1996a, 1996b; HICKEY & McCRACKEN,
1997).

A incidéncia da sepse neonatal varia de 1 a 20 casos por 1.000 nascidos vivo. Na

era pré-antibiotico, quase todos os pacientes morriam. A mortalidade caiu significativamente
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com o advento dos antibi6ticos e com os avangos tecnologicos e humanos de atendimento pe-
rinatal, atingindo cifras em torno de 20% a 50%. Nos ultimos 15 anos, paralelamente a queda
da mortalidade por enfermidades neonatais de causa néo-infecciosa, houve também uma re-
ducdo gradual na mortalidade por sepse, mas que estacionou num platd de aproximadamente
15% para a sepse de inicio tardio e de 15% a 50% para a sepse de inicio precoce. Esses indi-
ces sdo considerados intoleraveis por todos os autores (SIEGEL & McCRACKEN, 1981; DU
LOUVOIS & HARVEY, 1990, JAFARI & McCRACKEN, 1992; MUSTAFA &
McCRACKEN, 1992; KLEIN & MARCY, 1995; HARRIS, 1996; STOLL et al., 1996a,

1996b; HICKEY & McCRACKEN, 1997).

[.1.2 - Fisiopatologia

Os achados histologicos podem ser minimos nos casos de sepse fulminante.
Quando presentes, freqiientemente refletem a existéncia concomitante de choque séptico. Tais
achados podem incluir hemorragia medular renal, necrose cortical renal ou necrose tubular
renal, hemorragia medular ou cortical adrenal, necrose hepatica, hemorragia intraventricular e
leucomalacia periventricular. Evidéncias de coagulagdo intravascular disseminada podem ser
observadas. Na sepse de inicio tardio, as alteragGes patologicas sdo consistentes com achados
de infecgdo focal como meningite, pneumonia, abscesso hepatico, artrite e/ou osteomielite
(KLEIN & MARCY, 1995; HICKEY & McCRACKEN, 1997).

A vulnerabilidade do RN a infecgdo ¢ facilitada por fatores como prematuridade,
imaturidade do sistema imunologico, exposi¢do a multiplos germes no canal de parto, estresse
periparto, procedimentos invasivos, patologias proprias da prematuridade e ainda exposigdo a
microrganismos hospitalares. A mortalidade por sepse ¢ diretamente proporcional ao grau de
prematuridade, isto é, quanto maior for a prematuridade maior ¢ a mortalidade. Deve-se

considerar também a viruléncia do germe, que provoca uma mortalidade de 40% na sepse por
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bacilo gram-negativo, 28% por fungo e em torno de 10% por cocos gram-positivos (SIEGEL
& McCRACKEN, 1981; JAFARI & McCRACKEN, 1992; MUSTAFA & McCRACKEN,
1992; KLEIN & MARCY, 1995). A morte ocorre em geral por insuficiéncia respiratoria,
coagulagdo intravascular disseminada, choque e faléncia de multiplos Orgéos. Quanto ao
prognostico, em um estudo foram seguidos por 2 a 6 anos os RNs sobreviventes de um
episddio de sepse, o qual mostrou 22% deles com seqiielas (KLEIN & MARCY, 1995).

Dentre os fatores de risco perinatal mais importantes, ruptura prolongada de mem-
branas associada ao trabalho de parto prematuro aumenta o risco de sepse em 7 vezes, febre
materna e corioamnionite, em 4 vezes, e asfixia perinatal, em 4 vezes. Esses riscos sdo maio-
res quando o parto esta associado a auséncia de tratamento pré-natal, colocagdo de monitores
invasivos e falta de assepsia. Além disso, outros fatores aumentam a incidéncia de sepse: sexo
masculino, recente colonizag¢@o vaginal materna por GBS ou herpes, gestagdo multipla, uso de
tubo endotraqueal e nutrigio parenteral (SIEGEL & McCRACKEN, 1981; JAFARI &
McCRACKEN, 1992; MUSTAFA & McCRACKEN, 1992; KLEIN & MARCY, 1995;
HARRIS, 1996).

Nos Estados Unidos esta ocorrendo aumento nas taxas de mortalidade por infec-
¢80 nos RNs de muito baixo peso (RNMBP) devido ao aumento do tempo de vida desses pre-
maturos (GIBBS et al., 1992; SALZMAN et al., 1993; STOLL et al., 1996a, 1996b).

Estudos fisiopatogénicos da sepse mostram que, a semelhanca do que se verifica
no adulto, ocorre, no RN, SIRS que pode variar desde uma bacteremia ou sindrome séptica
at¢é um quadro mortal com choque séptico irreversivel ou faléncia de multiplos orgdos
(JAFARI & McCRACKEN, 1992; KLEIN & MARCY, 1995; HICKEY & McCRACKEN,
1997). As bactérias gram-negativas, ao serem combatidas por anticorpos ou por antibioticos,
desprendem endotoxinas ou produtos de parede celular que estimulam a liberagdo, em maior
ou menor intensidade, de citocinas inflamatorias e de citocinas e enzimas ativadoras dos

sistemas imunologicos celular ¢ humoral. As células endoteliais, os macrofagos e os



7

monocitos geram a cascata inflamatdria. As citocinas secretadas regulam a intensidade e a
duracgdo da resposta imunologica. As principais citocinas pro-inflamatorias sio fator de necrose
tumoral-a. (TNF-av), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6); as estimuladoras do sistema
granulopoiético, fator estimulador de colonias de granulécitos (G-CSF) e fator estimulador de
colonias de granulocitos e macrofagos (GM-CSF), e as citocinas antiinflamatorias inter-
leucina-4 (IL-4), interleucina-10 (IL-10) e antagonista de receptor IL-1.

Clinicamente, a resposta inflamatoria é caracterizada por febre, taquicardia, ta-
quipnéia, aumento do niamero de leucdcitos polimorfonucleares e aumento de proteinas de fa-
se aguda como a proteina C reativa, fibronectina, fibrinogénio e globulina, entre outros
(CAIRO, 1993; CAIRO, 1989a;, HICKEY & McCRACKEN, 1997). Disfungdes
cardiorrespiratorias (taquicardia e taquipnéia), febre e/ou hipotermia e hipotenséo arterial sdo
efeitos do TNF-o, IL-1 e IL-6 (MUSTAFA & McCRACKEN, 1992); proliferacao,
diferenciag@o, desenvolvimento e fun¢do dos neutrofilos sio regulados por G-CSF e GM-CSF
(CAIRO, 1989a; CAIRO, 1993).

Os neutrofilos sdo atraidos para os sitios de infec¢@o através do processo de qui-
miotaxia para realizarem a tarefa final que € a fagocitose bacteriana. Inicialmente devem se
aderir as células endoteliais e deformarem-se antes da transmigragdo para os sitios inflama-
dos. Esse processo envolve uma série de complexas interagdes entre os varios grupos de re-
ceptores e suas ligandinas na superficie dos leucocitos e das células endoteliais (CAIRO,
1993; WARDROP & HOLLAND, 1995). Ha uma interagao entre citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-
o), fatores quimiotaxicos e alteragdes funcionais e citoesqueléticas nos neutrofilos que
ocorrem no endotélio vascular, promovida por uma proteina chamada ligandina ou molécula 1
de adesdo intercelular endotelial (ICAM-1). Seguem-se vasodilatagdo e aumento da
permeabilidade endotelial com injuria endotelial e tecidual. Um dos locais que pode ser
profundamente afetado é o miocardio, com severa depressdo miocardica e hipotensao arterial.

A abertura e a ruptura das jungdes celulares endoteliais atraem a migragdo dos granulocitos e,
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sob a agdio das citocinas, opsoninas e outras substincias inflamatérias vasoativas
(prostaglandinas, leucotrienes e fator de ativagdo plaquetaria), promovem a fagocitose e a
morte bacteriana. Concomitantemente, ha ainda destruigio dos tecidos envolvidos (CAIRO,
1989a; RODWELL et al., 1993; WARDROP & HOLLAND, 1995).

Quando ocorre um aumento exagerado nos niveis de IL-1, IL-6 e TNF-o, ha tam-
bém elevada mortalidade. As citocinas TNF-o e IL-6 mostraram ser excelentes marcadores
para o diagnostico de fase aguda na sepse neonatal devido a sua elevada sensibilidade e espe-
cificidade numa recente pesquisa realizada no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)
(SILVEIRA, 1997).

Na figura 1, esquematizamos a fisiopatogenia da sepse que, inicialmente, ¢ uma
infecgdo localizada e para onde sdo atraidos os mediadores pro-inflamatérios para combater a
infec¢do, remover os tecidos danificados e promover a reparagéo tecidual. Os mediadores an- -
tiinflamatorios entdo apagam a resposta pro-inflamatoria. Se a homeostase ndo € restabele-
cida, os mediadores sdo langados na circulagdo, o que pode ocorrer se a infecgdo ¢ severa,
pois localmente, por inadequada produg@o de mediadores, promovem as manifestagdes clini-
cas de sepse e, eventualmente, choque e faléncia de 6rgaos. Niveis persistentes de mediadores
antiinflamatorios poderdo causar anergia ou disfungdo imunologica. Alguns casos tém uma
reagdo mista, com uma flutuagdo entre os pro-inflamatorios e os antiinflamatorios. Agentes
antiinflamatérios, como anticorpos monoclonais para o fator de necrose tumoral (anti-TNF),
antagonista de receptor de interleucina-1 (rhIL-1ra) e fator ativador antiplaquetario (anti-
-PAF), sdo provavelmente ativos em pacientes com resposta pro-inflamatoria maciga ou per-
sistente. Agentes que estimulam o sistema imunologico, como o G-CSF e interferon (IFN),
podem auxiliar nos casos de reagdo antiinflamatoria maciga ou persistente (BONE, 1996b;

HICKEY & McCRACKEN, 1997).
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Fig. 1 - Fisiopatogenia da sepse (BONE, 1996b)

1.1.3 - Clinica e Diagndstico

A percepcdo da sepse neonatal pode ser resumida como “o bebé que ndo respira

bem, nfo se alimenta bem e parece que ndo vai bem”. O critério utilizado para o diagnostico

de sepse clinica se encontra definido nas paginas 2 e 3.

Os exames a serem solicitados para o diagnostico laboratorial de sepse neonatal

sdo: hemocultura, cultura de aspirado traqueal (em pacientes intubados), de liquor, de urina

por aspiragdo suprapibica, de fezes (em pacientes com diarréia) e radiografia de torax e abdo-

me. Os outros testes laboratoriais, embora inespecificos, podem detectar a fase aguda da

sepse, e sdo: leucograma, contagem de plaquetas, exame qualitativo e quantitativo do liquor,

dosagem da proteina C reativa, velocidade de hemossedimentagdo, contagem do tempo de

formagdo de protrombina (TP) e contagem do tempo de formagdo parcial da tromboplastina
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(KTPP). O leucograma pode ser repetido a cada 8 a 12 horas nas primeiras 24 horas da
infecgdo. Deve-se acompanhar a resposta do hospedeiro, sendo importantes a neutropenia,
que ¢ uma contagem absoluta de neutréfilos totais inferior a 1.500/c (ANC = contagem abso-
luta de neutrofilos, isto é, soma dos neutrofilos metamielocitos, bastonados e segmentados), a
relacdo neutrofilos imaturos/neutrofilos totais superior a 0,2, leucopenia (contagem de leu-
cocitos < 5.000/c) ou leucocitose (contagem de leucdcitos > 25.000/c). Em relagdo a conta-
gem de plaquetas, pode ocorrrer plaquetopenia ou trombocitopenia (contagem de plaquetas
<100.000 /c). O liquor do sistema nervoso central pode mostrar meningite com a presenca de
bactérias no esfregago, aumento da contagem de células (> 32 células/c com mais de 60% de
neutrofilos), alteragdes bioquimicas (glicorraquia/glicemia < 50% e proteinas > 150 mg%) e
bacteriologia positiva. Os demais testes podem demonstrar aumento da proteina C reativa, da
velocidade da hemossedimentagdo, TP ¢ KTTP (SIEGEL & McCRACKEN, 1981; DU
LOUVOIS & HARVEY, 1990; JAFARI & McCRACKEN, 1992; MUSTAFA &
McCRACKEN, 1992; KLEIN & MARCY, 1995; HARRIS, 1996, STOLL et al, 1996a,

HICKEY & McCRACKEN, 1997).

1.2 - Imunidade do Recém-Nascido

O sistema imunolodgico do RN € constituido por quatro principais componentes:
imunidade celular (células T), sistema complemento, imunidade humoral ou mediada por
anticorpo (células B) e sistema fagocitico dos neutrofilos. Atribui-se a grande incidéncia de
sepse bacteriana neonatal a imaturidade de pelo menos dois ou mais componentes do sistema
imunologico do RN. Os dois mais importantes déficits no RN sd@o os decorrentes de deficién-
cias qualitativas e quantitativas no sistema fagocitico dos neutrofilos e de defeitos na imuni-

dade mediada por anticorpos (WILSON, 1986, 1996).
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1.2.1 — Sistema Imunoldgico Celular

O sistema imunologico celular tem como células principais os linfocitos T. Esses
linfocitos sdo derivados do timo e tém uma agdo direta e critica na defesa do hospedeiro con-
tra patdgenos intracelulares, incluindo a maioria dos virus, certos parasitas, fungos, e bactérias
intracelulares. S8o patogenos que produzem infecgbes severas no feto, no neonato e nos
imunocomprometidos. Desempenham um importante papel na ativagdo dos linfocitos B.

As principais fungdes dos linfocitos T sdo a proliferagdo e produgdo de interleu-
cina-2 (IL-2) e, em menor propor¢do, TNF-a, interleucina-3 (IL-3), IL-4, IL-5, IFN, G-CSF e
GM-CSF. Também produzem células natural killers (NK). Além de sua atividade citotoxica,
sdo importantes produtoras de IFN e TNF nas fases iniciais da resposta imunologica e infla-
matoria. Cerca de 50% dessas NK sdo imaturas e, portanto, deficientes no RN
(CHRISTENSEN & ROTHSTEIN, 1984; WILSON, 1986, WILSON, 1995; SHERIDAN et

al., 1997).

1.2.2 — Sistema Imunologico Humoral

A imunidade humoral é aquela exercida pelos linfocitos B que possuem, em sua
superficie, moléculas de imunoglobulinas (Ig). A principal fungdo das Ig € a produgdo de
anticorpos (Ac). A primeira Ig de superficie a ser expressa ¢ a IgM, sendo detectada em torno
da 10° semana de gestagdo; ja as demais, IgA, IgD e IgG, aparecem duas semanas ap6s. O
neonato apresenta uma deficiente capacidade na produgdo de Acs contra certos antigenos
(Ag)(MIURA & MIURA, 1997).

Em geral, os linfocitos B neonatais diferenciam-se numa célula plasmatica secre-

tora de IgM, o plasmocito, com a mesma eficiéncia que a célula de um adulto. O mesmo néo
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ocorre, contudo, na produgdo de IgA ou IgG. Apesar de a sintese de Acs especificos pelo feto
ser detectavel em torno da 20* a 24* semana de gestagio, pequenas quantidades de IgM e IgA
estdo presentes ao nascimento de criangas sadias. Assim, o RN depende largamente de passa-
gem transplacentaria de IgG da méae para a aquisi¢cdo de Acs especificos contra qualquer agen-
te invasor. Das Igs, apenas a IgG tem a capacidade de atravessar a placenta, atingindo niveis
detectaveis entre a 17* e a 20* semana. Somente ap0s a 32 semana € que esses niveis se ele-
vam consideravelmente, excedendo em 5% a 10% os niveis materno no nascimento a termo.
Anticorpos produzidos pelo feto sdo quase que apenas IgMs que podem ainda estar deficien-
tes ou ausentes em relac@o a infecco intra-uterina. Os déficits de citocinas podem ser respon-
saveis pela demora na produgéo de Acs da classe IgM e IgG porque dependem de uma coope-
ragdo entre os linfécitos B e T (CHRISTENSEN & ROTHSTEIN, 1984; WILSON, 1986;

WILSON, 1995).

1.2.3 — Sistema Complemento

O sistema complemento pode ser ativado por duas vias, a classica e a alternativa,
que convergem para uma via efetora comum, cujos componentes realizardo a lise celular do
microrganismo. A via classica ¢ ativada por um complexo Ag-Ac (patogeno + IgM ou IgG,
que sdo os Acs capazes de fixar componentes do sistema complemento). Essa ligacdo ao Ag,
que ativa a via classica, também pode ser feita pela proteina C reativa, uma proteina de fase
aguda , que se liga ao carboidrato C encontrado na membrana de certas bactérias. A partir
dessa ligagdo, varias proteinas do sistema complemento se ligardo a esse complexo (C1, C2a,
C4b, C3b), atraindo C5b e iniciando a via efetora, onde a proteina C reativa se ligara a um
complexo terminal C6, 7, 8, 9 o qual, por sua vez, formara poros na membrana do patogeno,
causando, conseqiientemente sua lise. A via alternativa se diferencia por ndo necessitar da

presencga de Ac para sua ativagdo, bastando que o patdgeno se ligue a uma molécula de C3b
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produzida no humano. Apos a ativagdo, outras substincias participardo da reag@o (fator B, fa-
tor D e properdina) a fim de ativar a via efetora comum e, pela ligacdo com seus componen-
tes, levar a destrui¢do do patogeno. Além da agéo final e principal desse sistema, a lise ce-
lular, muitos mediadores derivados da clivagem de seus produtos tém importantes fungdes. Os
principais sdo o C3a e o C5a que causam vasodilata¢do e aumento da permeabilidade vascular
(anafilaxia). Além disso, o C5a é um potente fator quimiotaxico para os neutrofilos, eosind-
filos e mondcitos. O C3b, além de ter uma importante fungdo na ativagdo das vias do sistema
complemento, ¢ uma opsonina, facilitando a fagocitose de particulas estranhas ao organismo.

Pouco complemento € transferido da mée para o feto. A produgéo fetal do sistema
complemento pode ser detectada entre a 6* € a 14 semana de gestagdo. O RNPT tem uma
clara diminuigéo na atividade do sistema complemento tanto da via classica como da alterna-
tiva.

A fibronectina ¢ uma glicoproteina que tem um papel fundamental na aderéncia
dos neutrofilos e mondcitos no endotélio, necessaria para sua migragdo do sangue para os
tecidos. Ha dois tipos de fibronectina, a plasmatica, produzida no figado, e a celular, produzi-
da por fibroblastos e células endoteliais. A primeira esta diminuida nos neonatos, sobretudo
em prematuros, sendo mais reduzida ainda em pacientes com sepse e asfixia. Da mesma for-
ma, a proteina C reativa age como uma opsonina auxiliando na fagocitose bacteriana (WILSON,
1986; MUSTAFA & McCRACKEN, 1992; KLEIN & MARCY, 1995; HARRIS, 1996;

SHERIDAN et al., 1997).

1.2.4 - Sistema Fagocitico de Granulocitos

CHRISTENSEN e ROTHSTEIN (1984) documentaram significativa deficiéncia quan-
titativa nas células mieldides e respostas ineficientes a infecgdo bacteriana em RNPT de ratos

e humanos; além disso, mostraram que somente estdo presentes 10% a 20% do estoque
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proliferativo medular de neutrofilos (NPP = soma dos pro-mielocitos, mielocitos e
mieloblastos) também chamado de CFU-GM (unidade de coldnias formadoras de granulocito-
macrofago) em ratos RNs comparados com ratos adultos. O estoque de reserva medular de
neutrofilos (NSP = soma dos metamielocitos, bastonados e segmentados) do RNPT esta
também comprometido com uma redugdo significativa de 75% do rato adulto. Como
conseqiiéncia dessa desregulagdo ocorre o desenvolvimento de citopenias, em especial a
neutropenia (CAIRO, 1989a, 1993).

As células hematopoéticas derivam de uma célula-tronco ou célula-méde que se
origina no saco vitelino o qual, a partir do quinto més de gestagao, € substituido pela medula
Ossea . As células fagocitarias — neutréfilos, eosinofilos, basofilos e macrofagos — derivam de
uma mesma célula precursora na medula 6ssea, conhecida como célula-tronco (stem cell).
Trata-se de uma célula pluripotente, isto é, com a capacidade de originar diferentes linhagens
celulares. O desenvolvimento dessas células depende de uma série de fatores estimuladores
conhecidos como citocinas estimuladoras de colOnias. As citocinas hematopoéticas atual-
mente conhecidas sdo: IL-3 ou multifator estimulador de col6nias — multi-CSF, G-CSF,
GM-CSF, fator estimulador de colonias de mondcitos ( M-CSF), eritropoetina e trombopoe-
tina, colaborando ainda as interleucinas (IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-12),
TNF-a e os interferons (CHRISTENSEN & ROTHSTEIN, 1984; CAIRO, 1993; SHERIDAN
et al., 1997).

Os neutrofilos fornecem a defesa fundamental contra a infecgdo bacteriana. A
limitada capacidade do feto e do neonato em acelerar a produgdo de neutrofilos em resposta a
uma infec¢do parece ser a deficiéncia mais importante na defesa fagocitaria nessa fase da
vida. Horas ap6s o nascimento, o nimero de neutrofilos aumenta rapidamente, tanto no re-
cém-nascido a termo (RNT) como no RNPT, embora cerca de 15% dessas células sejam ima-
turas. A quantidade de neutrdfilos circulantes pode diminuir de forma significativa principal-

mente sob as seguintes condi¢des: infecgdes graves como sepse e asfixia severa. Essa neutro-
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penia ocorre inicialmente devido a migragao dos neutréfilos circulantes para o compartimento
de marginacgdo, que sdo os capilares colabados em resposta a infecgdo. Se for persistente, tam-
bém refletira uma deplecéo dos neutrofilos armazenados na medula 6ssea e que foram mobi-
lizados a fim de rapidamente combater o agente agressor. Além disso, experimentos in vifro
mostraram uma reducdo de sua sobrevida e uma substancial disfungdo funcional. A neutro-
penia € encontrada em até 35% dos RNPTs, o que contribui de forma significativa para sua
susceptibilidade a infecgio (MIURA & MIURA, 1997, SHERIDAN et al., 1997). O niimero
de neutrofilos fetais aumenta progressivamente de 200/mm’ com 18 semanas de gestagdo para
800/mm® com 31 semanas de gestacdo, atingindo até 8.500/mm’ no RNT (MANROE et al.,
1979, 1992). Nos adultos, o NSP contém mais de 14 vezes o namero de neutrofilos no sangue
(CHRISTENSEN & ROTHSTEIN, 1984). Em RN animais essa reserva corresponde a
somente 2 vezes o numero de neutrofilos circulantes (MANROE et al., 1992). Além disso, as
células-tronco (stem cells) do RN podem ser incapazes de aumentar o nimero de neutrofilos
durante a infecg@o. A deplegio do NSP € também um sinal de mau prognostico, indicativo de
elevada mortalidade (CHRISTENSEN & ROTHSTEIN, 1980).

A neutropenia neonatal ndo se deve somente a infecgdo. Foi mostrado que menos
da metade dos episodios neutropénicos puderam ser atribuidos a ela. A maioria dos episodios
de causa nio-infecciosa foi relacionada a hipertensdo materna da gravidez. Em adigdo, os RNs
pesando menos de 2.500 g tiveram mais neutropenia do que os RNTs (CARTWRIGHT,
ATHENS, WINTROBE, 1964; CHRISTENSEN & ROTHSTEIN, 1980; CHRISTENSEN et
al.,, 1982a, 1982b; ERDMAN et al., 1982; WHEELER et al., 1984, MANROE et al., 1992).

Durante a sepse neonatal, mesmo um nimero adequado de polimorfonucleares
pode ser insuficiente porque ocorre uma significativa disfungdo dos neutrofilos com proprie-
dades fagociticas diminuidas. A fagocitose dos neutrofilos do RN ¢€ tdo eficaz quanto a do
adulto, porém a reduzida atividade opsonica leva a uma deficiente fagocitose

(CHRISTENSEN et al., 1982a, WHEELER et al., 1984). Apesar do pequeno nimero de casos
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relatados de RNs com sepse e neutropenia, a transfusdo de granulocitos reduziu
expressivamente a elevada mortalidade por choque séptico, com uma taxa de mortalidade de
10% vs 90% no grupo controle (CHRISTENSEN et al., 1982a; BALEY et al., 1988).

O quadro 2 apresenta a deficiéncia funcional dos neutréfilos do RN em relagdo a

do adulto (MIURA & MIURA, 1997).

Quadro 2 - Fungéo dos Neutrofilos do Recém-Nascido a Termo e do Adulto Normais

(SHERIDAN et al., 1997)

A mobiliza¢do dos neutrofilos da circulagdo envolve aderéncia ao endotélio atra-
vés da endotelina e da agdo de moléculas chamadas de selectinas que respondem ao estimulo
quimiotaxico. Chama-se quimiotaxia essa atragdo dos neutrofilos circulantes ao sitio infectado
(HILL, 1991). Ocorre concomitantemente aumento do fluxo sangiiineo em dire¢do a essa
area, aderéncia dessas células ao endotélio e diapedese dos neutrofilos pela sua passagem da
circulag@o para o interior dos tecidos devido ao aumento da permeabilidade capilar, chamada
de anafilaxia (KOENIG & CHRISTENSEN, 1989). Observou-se que a atividade quimiotaxica
do RN ¢ deficiente em relagdo a do adulto. Isto pode ser decorrente de anormalidades nas

ICAMs-1 (KOENIG & CHRISTENSEN, 1989), de reduzida polimerizagdo actinica dos neu-
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trofilos (HARRIS, SHALIT, SOUTHWICK, 1993), de aumento da rigidez esquelética celular

(MILLER, 1979) e de alteragdes da fluidez da membrana (WOLACH et al., 1992). Na sepse
neonatal, ocorre importante redugdo de neutrofilos periféricos circulantes juntamente com a
redu¢do do NSP e do NPP, tornando ineficientes a quimiotaxia, a opsonizagdo e a fagocitose
bacteriana. Como conseqiiéncia, ocorre elevada mortalidade na sepse do RNPT (KEMP &
CAMPBELL, 1996).

Os eosinofilos podem estar mais elevados na presencga de exaudatos inflamatorios,
representando um ter¢o dos granuldcitos até o primeiro més de vida. A base dessa tendéncia
eosinofilica ainda ndo esta bem estabelecida (KEMP & CAMPBELL, 1996).

Chama-se de monocito a forma circulante no plasma e de macréfago quando pre-
sente nos tecidos. A capacidade do RN de produzir mondcitos parece ser igual ou até maior
que a dos adultos. Entretanto, a monocitopenia pode ocorrer na doenga da membrana hialina
por baixa produgio pulmonar, talvez devido a auséncia de surfactante. Também sua migragao
para o sitio inflamado esta diminuida por reduco do sistema complemento ativado (C5a) e de
leucotrienos. Os mondcitos e macrofagos tém importante fungdo no combate a patdogenos
intracelulares, como virus, bem como a bactérias intracelulares que necessitam das células do
hospedeiro para sua replicagdo ou sobrevivéncia (MILLER, 1979; KEMP & CAMPBELL,

1996; MIURA & MIURA, 1997).

1.3 - Citocina G-CSF: Fator Estimulador de

Colonias de Granuldcitos

As citocinas sdo proteinas tipo-hormdnios produzidas por células mondcito-ma-
crofago em resposta ao estimulo infeccioso e atuam como mediadores da resposta sistémica a
infecgdo bacteriana e/ou a estados de intensa demanda. O excesso ou a falta de resposta dos

mediadores pro-inflamatémos e antiinflamatoros € que vai determinar o melhor ou pior prog-



18

nostico do paciente séptico. Entre as citocinas pro-inflamatorias, as mais importantes sao:
TNF-o, IL-1, IL-6, fator antiplaquetario (PAF) e IL-8. Os antiinflamatorios mais importantes
sdo: IL-4, TL-10, IL-11, IL-13, receptor solivel TNF, antagonistas de receptores da IL-1 e
transformador de fator de crescimento-3 e estimuladores do sistema imunoldgico como o G-
CSF e o GM-CSF, produzidos para controlar a inflamagdo e restaurar a homeostase. A falta
de equilibrio langa esses mediadores na circulagdo sistémica. Se os niveis de pro-inflama-
torios forem excessivamente elevados, o paciente desenvolve sinais clinicos de sepse, segui-
dos de choque ou faléncia de multiplos 6rgdos (WATARI et al., 1989; WOLACH et al., 1992
GALLAGHER & EHRENKRANTZ, 1993; MORSTYN & DEXTER, 1995; BONE, 1996b;
KEMP & CAMPBELL, 1996; STOLL et al., 1996a). Niveis elevados de mediadores
antiinflamatorios resultam em anergia ou supressdo imunologica que sdo langadas em resposta
aos pro-inflamatorios para restabelecer a homeostase. E, se isso ocorrer, o paciente deve so-
breviver; no entanto alguns pacientes produzem, em resposta a infecgio, excessiva quantidade
de pro-inflamatorios ou reduzida quantidade de antiinflamatorios, explicando por que esses
niveis estdo relacionados ao mau prognostico (BONILLA et al., 1989; WATARI et al., 1989;
BONE, 1996b).

A hematopoiese tem seu inicio no saco vitelino fetal. Durante o desenvolvimento
embrionario, o figado fetal é o principal local de produgdo de células sangiiineas e, a partir
dai, essas células hematopoiéticas migram para os ossos em desenvolvimento, que passam,
entdo, a ser o principal centro de hematopoiese durante toda a vida adulta. Na medula ossea
sdo encontradas células sangiiineas, em varios estagios de desenvolvimento, bem como célu-
las mais primitivas, que funcionam como precursoras das varias linhagens de células maduras.
Sabe-se agora que todas essas células precursoras derivam de um nicleo comum, as stem cells
ou pluripotentes. Elas produzem pelo menos 9 tipos altamente especializados de células ma-
duras: eritrocitos, neutrofilos, eosinofilos, basofilos, plaquetas, mondcitos/macrofagos, osteo-

clastos e linfocitos T e B (KOENIG & CHRISTENSEN, 1989; MORSTYN & DEXTER,
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1995). Com o advento de uma melhor purificagdo e analise das proteinas, juntamente com o
desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante, tornaram-se disponiveis grandes
quantidades dos fatores estimulantes de coldonias. A G-CSF ¢ liberada pelos monoécitos e
macrofagos em resposta aos mediadores inflamatorios como a IL-1 e endotoxinas
(MORSTYN & DEXTER, 1995; HICKEY & McCRACKEN, 1997). Os niveis endogenos de
G-CSF e GM-CSF estdo elevados na sepse do RN e na hipertenséo e infecgdo maternas. Ha
uma relag@o inversa dos niveis de G-CSF com a idade do prematuro. A alta incidéncia de
neutropenia no RN durante a sepse pode ser em parte secundaria a deficiente produgdo e
expressdo génica do multi-CSF (quadro 3). Tais limitagdes parecem predispor o RN infectado
a neutropenia a partir da exaustdo da reserva de neutrofilos. Foi identificada uma falha dos
mondcitos de expressar o G-CSF apos a estimulagdo (ERDMAN et al., 1982; CAIRO, 1989a;,
KOENIG & CHRISTENSEN, 1989; CAIRO, 1993; GALLAGHER & EHRENKRANTZ,

1993).

Quadro 3 -Comparagio entre a Expressdo Génica e Produgdo do multi-CSF Neonatal e a do

Adulto (CAIRO, 1993)

MNC (macrofagos) ¢
‘Mongeitos ©

 Diminida

'Aﬁmentada - Células endoteliais
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O G-CSF humano foi purificado até a homogeneidade a partir do sobrenadante da
cultura de células de carcinoma de bexiga linhagem 5637. O loco genético do G-CSF humano
natural localiza-se no cromossoma 17. Uma copia sintética do gene humano dessa citocina foi
construida e inserida num sistema de alta expressividade na Escherichia coli. O uso do gene
sintético contribui para um maior nivel de expressdao génica, evitando, também, qualquer risco
de introducdo de um DNA estranho humano e/ou viral no sistema de produgdo. As células da
Escherichia coli em cultura formam uma pasta a partir da qual o G-CSF humano-metionil re-
combinante (r-metHuG-CSF) ¢ purificado por um processo cuidadosamente controlado e es-
calonado que inclui a ruptura da célula hospedeira, solubiliza¢do das proteinas de inclusdo, la-
vagem e renaturagao da proteina e remogdo das proteinas estranhas por filtragdo em cromato-
grafia de troca. A solugdo r-metHuG-CSF € uma proteina hidrofobica contendo 175 aminoa-
cidos. A proteina recombinante difere do G-CSF humano natural apenas pela adi¢do do re-
siduo de metionina no terminal amino e auséncia de O-glicosilagdo. N&o ocorrem sitios poten-
ciais de N-glicosilagdo no G-CSF natural humano ou em sua molécula recombinante. O
r-metHuG-CSF tem um residuo de cisteina livre € um peso molecular de 18.800 Daltons. Os
G-CSFs naturais e recombinantes apresentam efeitos farmacologicos semelhantes in vifro e in
vivo. A concentragdo de r-metHuG-CSF, ou rhG-CSF, ou filgrastima ou GRANULOKINE®
€ de 30 milhdes de unidades (300 pg por ml) (MORSTYN & DEXTER, 1995).

O G-CSF atua especificamente no estimulo ao crescimento e desenvolvimento dos
neutréfilos nos seguintes locais: nas células do estroma da medula Ossea, nas células endo-
teliais e nos fibroblastos, sendo produzido por monocitos e macrofagos. A agdo do rhG-CSF
se da pela interagdo com os receptores de membrana das células-alvo. Os receptores sio espe-
cificos, tém afinidade unica e ocorrem em todas as células da série de neutrofilos granuloci-
tos. Estdo também presentes nos monocitos e em seus precursores, mas ndo nos linfocitos, em
outros granuldcitos (eosindfilos e basofilos), nos megacariocitos € em seus progenitores

(MORSTYN & DEXTER, 1995). A ligagdo, a internalizagdo e a degradagio sio necessarias
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para que o G-CSF possa exercer seus efeitos sobre a proliferagdo das células progenitoras, a
diferenciag@o e a restrigdo de linhagem. No estroma da medula Ossea, a agdo do G-CSF se faz
sobre as células progenitoras hematopoiéticas. H4 um aumento significativo no nimero de
neutrofilos do sangue periférico com reflexos mais limitados sobre os monoécitos. Os efeitos
imediatos da filgrastima (até 6 horas) sdo de marginagdo (neutropenia), provavelmente me-
diados por alteragdes de distribuigdo dos neutrofilos no sangue periférico. Os neutrofilos
maduros, de producdo mais recente, sdo liberados na circulagio dentro de um dia da
marcagdo, quando o tempo normal ¢ de aproximadamente 5 dias. Também ha evidéncias de
que essa citocina ndo esgota o sistema hematopoiético. Seu estudo farmacodindmico mostra
um aumento importante dos neutrofilos, havendo nos primeiros 60 minutos uma queda
transitoria de neutrofilos no sangue periférico por marginagio dos neutrofilos para as células
endoteliais, seguida de uma elevagio rapida e substancial dentro de 4 a 5 horas, com marcado
desvio a esquerda, com aumento de metamielocitos e bastonetes e com alteragdes
morfologicas como granulagdes densamente coradas, vacuolizagdo citoplasmatica e corpos de
Dohle citoplasmaticos. Ocorre também aumento da fagocitose, da atividade mitocondrial e da
quimiotaxia dos neutréfilos. Apesar de ndo elevar o risco dos pacientes, foram observados,
em pacientes em quimioterapia, alguns casos de trombocitopenia e queda no hematocrito
(BONILLA et al., 1989; WATARI et al, 1989; CAIRO, 1993; MORSTYN & DEXTER,
1995).

E possivel que, em individuos normais, o G-CSF funcione principalmente como
modulador da fungdo dos neutréfilos maduros circulantes e como importante molécula efetora
durante a resposta a infecgdo. O G-CSF humano ¢ indetectavel no sangue quando ndo esta se
processando nenhuma forma de resposta a infecgdo. No entanto sua concentragido plasmatica
natural aumenta de 0,05 para 2 ng/l em pacientes com infecgdo (BONILLA et al., 1989,
MORSTYN & DEXTER, 1995). O rthG-CSF tem sido usado com efetivo sucesso em diversas

situagdes clinicas, incluindo doengas hematologicas e oncologicas e sindromes de
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imunodeficiéncias. Mostrou-se capaz de reverter neutropenia ciclica, neutropenia induzida em
criangas com agranulocitose congénita (sindrome de Kostman) e neutropenia cronica severa e
de induzir neutrofilia em sindromes de insuficiéncia de medula dssea como a anemia aplastica
(BONILLA et al., 1989; BOXER, HUTCHINSON, EMERSON, 1992). Também tem sido
usado com sucesso para reduzir os periodos de neutropenia, febre e sepse apds a
administragdo de agentes quimioterapicos para leucemia aguda e tumores sélidos (BOXER,
HUTCHINSON, EMERSON, 1992). O G-CSF promove a aceleragio na recuperagao
mieldide apds terapia mielossupressiva em transplante de medula Ossea e redugdo da
neutropenia em pacientes com sindrome de imunodeficiéncia adquirida. Apesar de ocorrer
uma notavel hiperplasia mieldide num nivel maturacional de neutréfilos amadurecidos, ndo ha

um aumento no numero de precursores mieldides (GABRILOVE et al., 1988a).

1.4 - Aplicacdo Terapéutica do rhG-CSF na Sepse Neonatal

Em RN, os estudos iniciais sdo de CAIRO (1993) que administraram rthG-CSF em
dose unica ou continuada em ratos com sepse por GBS. Houve neutrofilia aguda e redugio da
mortalidade. Na dose Unica, como resposta secundaria, o NSP diminuiu em tamanho e o NPP
aumentou. A administra¢do continua por um periodo de 7 dias aumentou o numero, a fungéo,
o NSP e o NPP e reduziu a mortalidade. Os autores também concluiram que a melhora da
fun¢do dos neutrdfilos é tdo importante quanto os efeitos mielopoiéticos, considerando as
deficiéncias das fungdes dos neutrofilos no periodo neonatal (CAIRO et al., 1990a, 1990b).

No estudo de WHEELER & GIVNER (1992), o efeito terapéutico mais importante
sugeriu que as CSFs possam ser efetivas mesmo ap0s o estabelecimento da infecgao. GIVNER
& NAGARAJ (1993) demonstraram que ainda ocorreria um efeito terapéutico se o G-CSF ou o
GM-CSF, em adigdo com a penicilina, fossem administrados 12 horas apds o animal ser

inoculado com as bactérias.
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KENNON et al. (1996) mostraram que a citocina G-CSF esta significativamente

elevada na sepse neonatal, sendo, portanto, um marcador confiavel de infeccdo. Esse estudo
comparou os niveis médios de G-CSF em RNs com infec¢do e sem infecgdo, e seus resultados
mostraram que, em 17 RNs com sepse comprovada, o nivel médio foi de 1780 ng/l, em 57
RNs com sepse presumivel, o nivel foi de 1304 ng/l e, em 62 RNs sem infecgdo, o nivel mé-
dio foi 330 ng/l (p <0,01).

Até o momento, os estudos com a aplicagdo de thG-CSF na sepse neonatal foram
realizados em 110 neonatos, e s30 assim sumarizados:

ROBERTS et al., em 1991, administraram rhG-CSF em um RNPT com 3 meses de
idade que tinha apresentado 5 episodios de infecgdo. A contagem de ANC era baixa (< 1 x
10°/1); o thG-CSF foi administrado subcutaneamente na dose de 10 pg/kg/d com aumento da
contagem de ANC para 30 x 10°/I dentro de 2 semanas. A dose entdo foi reduzida para 1
ng/keg/d e a contagem de ANC foi mantida entre 8 a 12 x 10°/1. No houve novos episodios de
sepse. Essa terapia foi mantida até o sétimo més de idade, e o paciente sempre se mostrou
saudavel.

Em 1994, GILLAN et al. (1992) coordenaram um estudo duplo-cego, randomizado
e controlado com placebo usando rhG-CSF, fase II/III em RNs entre 26 e 40 semanas de idade
gestacional com sepse presumivel. Os resultados mostraram auséncia de toxicidade com a
administragdo de rhG-CSF. Trinta e seis RNs receberam placebo ou thG-CSF nas doses de 1,
5 ou 10 pg/kg/dia a cada 24 horas nos dias 1, 2 e 3, ¢ 6 RNs receberam filgrastima nas doses
de 5 ou 10 pg/kg/d a cada 12 horas nos dias 1, 2 e 3. Ocorreu um aumento significativo dose-
dependente na contagem de neutroéfilos periféricos 24 horas apOs a dose de 5 a 10 ug/kg/d a
cada 12 ou 24 horas. A expressio C3bi neutrofilica aumentou significativamente apos 24
horas na dose de 10 pg/k/d e houve um aumento na reserva medular de neutrofilos.

Nesse mesmo ano, BEDFORD-RUSSEL et al. (1995) administraram rhG-CSF em 12

prematuros neutropénicos. Todos receberam antibidticos e necessitaram de suporte
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ventilatorio. Em 7 a sepse foi confirmada, 2 ficaram com diagnéstico de provavel infecgdo e
em 3 casos ndo houve evidéncias de infecgdo. Foram administrados 5 pg/kg/d de thG-CSF
por via intravenosa durante 5 dias até a contagem de ANC atingir 5.000/mm”’. Se esse valor
ndo fosse alcangada no 5° dia, a dose era elevada para 10 pg/kg/d por mais 5 dias. A
contagem ANC aumentou em todas os casos. Seis criangas morreram, 2 com sepse € 4 com
doenca respiratoria pré-existente. Nao houve evidéncias de reacGes de toxicidade e de efeitos
adversos nos problemas respiratorios. Foram constatados 3 casos de trombocitopenia como
uma possivel complicagdo do tratamento.

Também em 1994, GILMORE, STRONCEK, KORONES (1994) administraram
thG-CSF em 2 lactentes com neutropenia aloimune. A primeira crianga iniciou o tratamento
com dois meses de idade para reduzir os efeitos de uma cirurgia, na dose de 5 pg/kg/d por via
subcutinea durante 3 dias. A contagem de ANC aumentou de 0,4 x 10° /I para 3,6 x 10° /1
apos as 2 primeiras doses e atingiu um pico de 14,4 x 109 /1 ap6s a terceira dose. Aos 7 meses
de idade a contagem de leucocitos e o diferencial estavam normais. A segunda crianga
recebeu 6 doses de rhG-CSF por complicagdes de otite média, na dose de 5 pg/kg/d por via
subcutanea. A contagem de ANC aumentou de 0,5 x 10° /I para 4,3 x 10° /I ap6s o quarto dia e
com um pico de 16,8 x 10’ /I aos 6 dias. Ndo houve sinais de toxicidade.

MURRAY, McCLAIN, WEARDEN, ainda em 1994, administraram rhG-CSF
num RN com 1 dia de vida, pesando 1.580 g, neutropénico e com sepse por Escherichia coli.
A dose, por via subcutanea, foi de 5 pg/kg/d por 5 dias. A contagem de ANC aumentou de 5
x 10° /1 6 horas apos a administragdo, com um pico de 60 x 10° /1 6 dias apos a suspensio do
thG-CSF. O bebé sobreviveu e ndo se observaram sinais de toxicidade. Houve fatores que
dificultaram a interpretagdo por terem sido administradas concomitantemente gamaglobulina
e transfusdo de granulocitos apos a primeira dose de thG-CSF.

Em 1995, CARO et al, publicaram um estudo duplo-cego, randomizado e

controlado por placebo no qual procuraram determinar a seguranga e a resposta biologica a
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citocina thGM-CSF administrada por 2 horas por via intravenosa a 20 RNMBP durante 7
dias, na dose de 5 a 10 pg/kg/d. Em 48 horas houve um expressiva elevagao na contagem de
neutrofilos circulantes que continuou até 24 horas apds a suspensdo do medicamento. O NSP
e a expressdo C3bi também aumentaram de forma significativa. Houve ainda um aumento dos
mondcitos e das plaquetas, sugerindo seu possivel efeito. Ndo se observaram paraefeitos.

LEIBOVITZ et al., em 1995, mostraram que 13 de 14 RNs com sepse presumivel e
neutropenia responderam favoravelmente a aplicagdo de rhG-CSF na dose de 10 pg/kg/d.
Ocorreu aumento significativo na contagem absoluta de neutrofilos e do NSP. A média da
ANC foi de 1.190/mm’ no dia 0 e de 12.970/mm’ no dia 5. A fragdo do NSP aumentou de
18,9% no dia 0 para 71,8% no dia 5. Duas criangas morreram, uma devido a sepse e outra por
faléncia de multiplos 6rgdos. Ndo houve reagdes adversas atribuiveis ao thG-CSF por um
periodo de 1 a 12 meses que se seguiram ao estudo.

MAKHLOUF et al., em 1995, administraram rhG-CSF para 9 RNs de baixo peso (<
2.500 g), neutropénicos, nascidos de gravidas com hipertensdo arterial, na dose de 10 pg/kg/d
dentro de 24 horas apds o nascimento por um maximo de 3 dias se persistisse a neutropenia.
A ANC aumentou significativamente em 8 dos RNs dentro de 6 horas e foi sustentada por
pelo menos 72 horas apos a primeira dose. O grupo controle (n = 16) ndo atingiu seus niveis
normais até apos 60 horas de vida. A concentragio média sangiiinea de linfocitos, eosinofilos,
mondcitos e plaquetas permaneceu com niveis de referéncia 72 a 120 horas apds a primeira
dose de rhG-CSF. Néo houve sinais de intoxica¢do aguda. Entretanto um RN que recebeu 3
doses de thG-CSF teve aumento dos monécitos acima dos niveis normais 4,5 x 10°/1).

Nesse mesmo ano, LA GAMMA, ALPAN, KOCHERLAKOTA (1995)
administraram rhG-CSF em 4 RNMBP neutropénicos sem sepse € com historia materna de
hipertensdo da gravidez. A administragdo do medicamento teve inicio nos dias 3 ou 4, em trés
doses de 10 pg/kg/d. Em todos os casos a contagem absoluta de neutrofilos aumentou em

menos de 48 horas para aproximadamente 4 vezes os niveis iniciais e atingiu um pico em
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torno de 15 vezes os niveis iniciais em menos de 1 semana apds completar-se a terapéutica.
Houve aumento transitorio da contagem absoluta de mondcitos, sem alteragdo na contagem
absoluta de linfocitos. Ndo se registraram casos atribuiveis de intoxicagdo clinica ou
laboratorial.

NANKERVIS & SEGUIN, também em 1995, administraram rhG-CSF para um
RNMBP com 12 dias de vida, em razéo de sepse por Klebsiella e enterocolite necrosante. A
contagem de ANC caiu de 4,48 x 10°/1 para 0,11 x 10°/1 em 24 horas, e a neutropenia persistiu
a despeito da antibioticoterapia e da administragdo de gamaglobulina intravenosa.
Diariamente, durante 3 dias, foram administrados, por via intravenosa, 5 pg/kg/d de rhG-CSF.
Transcorridas 9 horas da primeira dose, a ANC era de 3,48 x 10°/1 e atingiu um pico de
38 x 10°/1 apos a ultima dose. Trés dias apos, caiu para niveis de 10 a 12 x 10°/1. Também nio
houve evidéncias de toxicidade seguindo-se ao tratamento.

Ainda em 1995, BARAK et al. utilizaram rhG-CSF intravenosamente, na dose de
Sug/kg/d, por 5 dias, em 14 RNs com 26 a 38 semanas de idade com sepse presumivel e
neutropenia (< 2.000/mm) e os compararam com uma série anterior de 24 RNs com as
mesmas caracteristicas. Houve aumento da ANC e do NSP em 13 RNs (p < 0,02). Ocorreu
somente um caso de trombocitopenia transitoria. No grupo avaliado, houve 12/14 sobreviven-
tes (86%) enquanto nos controles historicos essa relagio foi 15/24 (62%).

Em 1997, KOCHERLAKOTA & LA GAMMA administraram rhG-CSF na dose
de 10 pg/kg/d por 3 dias consecutivos em 14 RNs com sepse comprovada e fizeram uma com-
paracdo historica com 11 casos semelhantes. Houve elevag@o significativa na contagem total
de neutrofilos. A mortalidade no grupo tratado com G-CSF foi de 8% comparada com uma

mortalidade de 45% no grupo-controle historico.
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2

JUSTIFICATIVA

A sepse neonatal € a maior causa de mortalidade no periodo neonatal em nosso
meio, apesar do advento de novos e potentes antibidticos. Na Unidade de Neonatologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, no periodo compreendido entre 1984 e 1990, entre
20.280 nascimentos houve 258 obitos. A maior causa de morte foram as infecgdes com um
total de 83 obitos (32%). A sepse de inicio precoce, isto €, a que acomete RN com menos de 5
dias de vida, foi responsavel por 22% do total de ¢bitos no periodo neonatal, e a sepse de
inicio tardio, por 10% (MENEGAZ, MULLER, SHUMACHER, 1995). A sepse neonatal
também € a patologia mais freqiiente em nosso hospital, sendo diagnosticada numa propor¢ao
de 20 casos para cada 1.000 RNs nascidos vivo (MENEGAZ, MULLER, SHUMACHER,
1995).

Apesar da disponibilidade de potentes antibioticos e de notaveis recursos humanos
e tecnoldgicos nas unidades de terapia intensiva neonatais, os indices de morbi-mortalidade
por sepse neonatal sdo elevadas. Para reduzir essa mortalidade, os novos direcionamentos te-
rapéuticos estdao voltados para a corregdo do sistema imunologico do RN. Os imunoterapicos
mais testados até o momento sfo: imunoglobulina intravenosa, transfusdo de granulocitos,
antiinflamatorios hormonais € ndo hormonais, bloqueadores das citocinas pro-inflamatorias e
estimulantes de coi()nias de granulocitos e macrofagos (BALEY et al., 1988; KOENIG &
CHRISTENSEN, 1989; BONE, 1996a).

As intervengdes experimentais com variadas substincias antiinflamatérias ainda

sdo inconclusivas. Esses medicamentos compreendem anticorpos monoclonais contra endoto-
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xinas (anti-LPS), anticorpos monoclonais e policlonais contra TNF-a; anticorpos monoclo-
nais contra receptores de TNF-o; antagonistas de receptor IL-1; receptores soluveis de IL-1;
antiinflamatorios hormonais, os corticosterdides; antiinflamatorios ndo-hormonais inibidores
da prostaglandina, como o ibuprofen e a pentoxifilina. Num recente estudo de metanalise em
adultos foram incluidos 18 trabalhos, todos duplo-cegos, randomizados e controlados por
placebo. Néo houve nenhuma vantagem com o uso desses medicamentos em relagdo ao tra-
tamento convencional. As razdes de chance (OR) foram de 1,1, portanto sem significancia es-
tatistica no tratamento do choque séptico. Os autores calculam que, para provocar uma redu-
¢do em 10% na mortalidade por choque séptico, sdo necessarios 6.000 casos avaliados com a
mesma metodologia. O nimero expressivamente elevado e seus custos constituem, sem duvi-
da, as grandes dificuldades para a realizagdo desse projeto (GOLDIE et al., 1995; BONE, 1996a,
BONE; GRODZIN; BALK, 1997).

A imunoglobulina intravenosa na prevengdo e tratamento da sepse neonatal foi
submetida recentemente a um estudo de metanalise que mostrou poucas vantagens sobre o
tratamento convencional. Varios estudos néo foram incluidos devido a diferengas metodolo-
gicas. O RN necessita manter niveis protetores de IgG acima de 400 mg/dl no combate a
infec¢do, além de possuir imunoglobulina G com anticorpos especificos contra os patogenos
mais comumente encontrados no periodo neonatal. Espera-se, em futuro proximo, a desco-
berta de uma imunoglobulina especifica para RN (LACY & OHLSON, 1997)

A neutropenia na sepse ¢ uma caracteristica presente no RNPT, podendo ser en-
contrada em até 62% dos casos. Para reverté-la foram propostas duas abordagens terapéuticas:
(1) transfusdo de preparados purificados de granuldcitos (CHRISTENSEN et al, 1982a;
CHRISTENSEN, HARPER, ROTHSTEIN, 1986, CAIRO, 1989a) e (2) administragdo de
fator recombinante humano estimulante de colonias de granulocitos e de granuldcitos-

macrofagos (KOENIG & CHRISTENSEN, 1989; CAIRO, 1989b; CAIRO, 1993).
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A transfus@o de granulocitos, apesar de ter provocado uma redugdo na morta-
lidade por sepse em dois estudos, ambos duplo-cego, randomizados e controlados por place-
bo, ndo ¢ aplicavel na maioria dos centros médicos, devido a dificuldades técnicas
(CHRISTENSEN et al., 1982a; CAIRO, 1989a). WHEELER et al., em 1984 ¢ BALEY et al., em
1988, em dois estudos, controlados por placebo, ndo encontraram aumento da sobrevida em
RNs neutropénicos com sepse. Devido as diferentes técnicas de obtengdo do concentrado de
granulocitos, é necessario seguir as orientages quanto aos cuidados nesse tipo de transfusdo
para evitar potenciais complicagdes da transfuséo de componentes do sangue.

Em poucos trabalhos publicados, a administragio de rh-G-CSF em RNs com sep-
se produziu neutrofilia e proliferagio do NSP em neonatos n#o-neutropénicos
(CHRISTENSEN & ROTHSTEIN, 1984) e neutropénicos (KOENIG & CHRISTENSEN,
1989; GORGEN et al., 1992; GESSLER et al., 1993) e um aumento na sobrevida dos RN,
além de nfio provocar paraefeitos (CAIRO, 1989b; GORGEN et al., 1992; GESSLER et al.,
1993). Entretanto, como o nimero de RNs submetidos a essa nova modalidade terapéutica é
pequeno, faz-se necessario um niimero maior de estudos clinicos com a administra¢do de rhG-
CSEF, duplo-cegos, randomizados e controlados por placebo (GILLAN et al., 1992; CAIRO et

al., 1995; KOCHERLAKOTA & LA GAMMA, 1997a).
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3

OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral

Auvaliar o efeito terapéutico do thG-CSF e a seguranga de seu emprego em recém-

-nascidos prematuros com sepse precoce.

3.2 - Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do rhG-CSF sobre:

[ ]

a mortalidade por sepse neonatal precoce;

« aincidéncia de infec¢do hospitalar;

« o nivel de leucocitos totais circulantes;

e acontagem total de neutrofilos;

» a contagem total de linfocitos, mondcitos, eosinodfilos, hemoglobina e plaque-
tas;

« as citocinas hematopoiéticas G-CSF, GM-CSF, TNF-q, e IL-6,

» o estoque de reserva medular de neutréfilos, o estoque proliferativo medular de

neutrofilos e a relagio NSP/NPP;

« 0s sistemas respiratorio e hematologico.



4

PACIENTES E METODOS



4

PACIENTES E METODOS

4.1 - Delineamento do Estudo

O delineamento da pesquisa € um ensaio clinico, experimental, com o medica-
mento thG-CSF, filgrastima, “Granulokine®”, randomizado, duplo-cego, controlado por pla-

cebo.

4.2 - Populaciio

A populagdo objeto deste estudo € o recém-nascido. A amostra foi obtida dos pa-
cientes que s3o internados na Unidade de Neonatologia do Hospital de Clinicas de Porto Ale-

gre.

4.3 - Amostra ¢ Amostragem

4.3.1 - Critérios de Inclusdo

Foram incluidos RNPTs com menos de 37 semanas de idade gestacional, com me-
nos de 5 dias de vida e com suspeita de sepse, definida pelos critérios diagnosticos de sepse

clinica, conforme apresentado em 1.1.1.
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Foi considerado haver sepse comprovada quando ocorreu a presenga dos critérios
estabelecidos para a sepse clinica associada a bactérias na hemocultura, liquor, aspirado tra-
queal ou urina. Considerou-se sepse presumivel todos os demais casos que ndo preencheram
os critérios de sepse comprovada (SIEGEL & McCRACKEN, 1981; DU LOUVOIS &
HARVEY, 1990; JAFARI & McCRACKEN, 1992; MUSTAFA & McCRACKEN, 1992,
KLEIN & MARCY, 1995;HARRIS, 1996; STOLL et al., 1996a, HICKEY & McCRACKEN,
1997).

Foi considerado sepse hospitalar quando houve a presenga de crescimento bac-
teriano em hemocultura, liquor ou aspirado traqueal ou achados de infecgdo a necropsia em
associa¢do com os critérios clinicos de sepse apos 8 dias de vida (SIEGEL & McCRACKEN,
1981; DU LOUVOIS & HARVEY, 1990; JAFARI & McCRACKEN, 1992; MUSTAFA &
McCRACKEN, 1992; KLEIN & MARCY, 1995; HARRIS, 1996; STOLL et al, 1996a

HICKEY & McCRACKEN, 1997).

4.3.2 - Critérios de Exclusdo

Os critérios de exclusdo foram: RNs de mées que estivessem fazendo uso de duas
ou mais doses de antibioticos antes do parto, portadores de malformagdes graves ou com
asfixia grave sem resposta a reanimagio e evidéncia de fecgdo congénita (sifilis, rubéola, ci-

tomegalovirus, herpes simples e toxoplasmose).

4.4 - Estudo Inicial

O estudo inicial foi realizado no periodo de 12 de agosto de 1996 a 31 de janeiro

de 1997 um estudo piloto que envolveu 26 RNPTs com sepse de inicio precoce. O estudo



36

clinico com rhG-CSF foi randomizado, duplo-cego e controlado por placebo. O sorteio foi
feito na unidade de quimioterapia do HCPA pela farmacéutica responsavel. Dentro de uma
caixa fechada havia 26 envelopes distribuidos da seguinte forma: 13 com a sigla M (medica-
mento objeto do estudo) e 13 com a sigla P (placebo). Cada novo caso recebia por sorteio um
envelope que continha essa informag@o e que era do conhecimento exclusivo da farmacéutica

que, por sua vez, desconhecia os resultados do estudo.

4.5 - Calculo do Tamanho da Amostra

Os resultados em rela¢do a mortalidade, obtidos no estudo inicial com 26 casos,
distribuidos em 13 casos em cada grupo, mostraram 3/13 (23%) 6bitos no grupo medicamento
e 6/13 (46%) obitos no grupo placebo. A andlise estatistica interina mostrou que para detectar
uma diferenga estatisticamente significativa nessas propor¢des entre o grupo tratado com rhG-
-CSF e o grupo controle, o efeito protetor do medicamento aferido pelo RR (risco relativo) de
0,5 (0,2-1,0) com um IC (intervalo de confianga de 90%), o nimero minimo de pacientes em
cada grupo do estudo foi estimado em 21, totalizando 42 pacientes. Os dados coletados foram
armazenados e analisados em EPI-INFO v. 603be SSSP (Statistical Package for Social

Science).

4.6 - Coleta do Material

Inicialmente todo paciente que preenchia as condigdes de diagnostico de sepse cli-
nica era incluido no estudo. Apos esclarecimentos aos pais ou responsaveis sobre os objetivos
do estudo e o consentimento autorizado por escrito dos mesmos (ver anexo), o paciente era

investigado para o diagnostico laboratorial de sepse. Todo paciente era submetido a coleta de
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sangue, num volume de 3 ml de sangue venoso para hemograma, leucograma, hemocultura e
outros exames de acordo com a gravidade do caso. A pungdo lombar para exame de liquor e
cultural era realizada em todos os RNs, exceto nos casos com gravidade e que tinham risco de
morte. Para as dosagens das citocinas, retiravam-se cerca de 2 ml de sangue venoso em cada
caso; esse material era colocado em tubo com heparina e centrifugado em baixa rotagéo
(4.000 rpm) por 5 minutos para a separa¢do do plasma. Apos, o soro era pipetado e aliquotado
em tubo tipo Eppendorf, etiquetado para identificagdo e armazenado em freezer a uma tem-
peratura de -70°C. Esse procedimento foi considerado como o momento 0.

Novas dosagens eram feitas para a realizacdo do hemograma e das citocinas 24
horas ap0s o inicio do tratamento e imediatamente antes da 2* dose do medicamento, chamado
momento 1; 72 horas ap6s a primeira dose do tratamento, momento 2, e 10 dias apds a pri-

meira dose do tratamento, momento 3.

4.6.1 - Dosagens das Citocinas

O principio dessa dosagem € uma técnica de “sanduiche” quantitativa por enzi-
moimunoensaio. A placa com micropogos vem recoberta com anticorpo monoclonal espe-
cifico para a citocina desejada. O preparado padrdo e as amostras do paciente sdo pipetadas
nos micropogos, e qualquer quantidade de citocina presente ¢ imobilizada pelo anticorpo es-
pecifico. Fazem-se varias lavagens para remover substancias livres. Adiciona-se, a seguir, o
anticorpo especifico ligado a enzima para a citocina desejada. Faz-se nova lavagem para a
remogao de anticorpo ligado a enzima livres e adiciona-se um substrato que cora com uma co-
lorag@o de acordo com a quantidade da citocina ligada a enzima. Interrompe-se a reagéo colo-
rimétrica e faz-se a leitura pela densidade otica num espectrofotdmetro.

Preparado Padrio - para a realizagdo do preparado padrdo das citocinas hemato-

poiéticas G-CSF. GM-CSF. IL-6 ¢ TNF-a utilizou-se o método de ELISA (OQuantikine®
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R&D Systems, Inc. 614 McKinley Place N.E. Minneapolis, MN 55413 United States of

America) da seguinte forma: para cada citocina foi estabelecida uma curva padrio em cada
placa. Cada placa contém 96 micropogos de polistireno, divididos em 12 colunas cada uma
contendo 8 micropogos. A primeira coluna foi utilizada para se determinar a curva padrio de
cada citocina. Inicialmente reconstitui-se a padronizagdo da citocina estudada diluindo-se o
preparado padrdo (G-CSF, GM-CSF, TNF-o e IL-6) com 5 ml da solugdo diluente (RD6) em
8 tubos. A primeira diluigdo € com a solug@o padréo e, portanto, a mais elevada. Apos, de for-
ma consecutiva, adicionaram-se 500 pl desse primeiro tubo no segundo tubo com a soluc¢do
diluente, reduzindo-se a concentragdo anterior pela metade. Apos, retiraram-se 500 pl do se-
gundo tubo e adicionaram-se no terceiro tubo ja com a solugéo diluente, reduzindo pela meta-
de a concentragdo anterior. O mesmo procedimento foi repetido de forma consecutiva até
completar-se o sétimo tubo. O oitavo tubo ficava somente com o diluente calibrador e servia
como o padrdo zero (0 pg/ml). Desta forma, cada placa permitiu a leitura de 88 amostras de
plasma de 22 pacientes. Foram utilizados no total 8 kits para a leitura das citocinas. O tempo
gasto para a leitura da dosagem por ELISA ¢ de aproximadamente 4h30 min a 5 h.

Dosagem do TNF-a - fator de necrose tumoral, aferida por método ELISA. Ini-
cialmente adicionavam-se-se 50 pl do diluente em cada micropogo coberto com anticorpo
monoplano anti-TNF-a; apos, acrescentavam-se 200 pl do plasma em cada micropogo; incu-
bando-se por 2 horas em temperatura ambiente. Por trés vezes consecutivas todos os micro-
pocos eram aspirados e lavados. Apoés, adicionavam-se 200 pl do conjugado de anticorpo po-
liclonal anti-TNF-a e incubava-se por 2 horas em temperatura ambiente. Repetia-se por trés
vezes, de forma consecutiva, o processo de aspirag@o e lavagem. Para a provocagao da reag@o
colorimétrica adicionavam-se 200 pl de uma solugdo substrato que € uma mistura de dois
reagentes colorimétricos em cada micropogo e incubava-se por 20 minutos em temperatura

ambiente. Adicionavam-se 50 pl de uma solug@o stop em cada reagdo. Apds 30 minutos era
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efetuada a leitura em comprimento de onda de densidade 6tica de 450 nm de cada micropogo
em um aparelho de leitura ELISA BioRad (Richmond, CA). A sensibilidade do ensaio variou
de 11 a 62 pg/ml de TNF-a..

Interleucina-6 — aferida por método ELISA. Adicionavam-se inicialmente 100 pl
do diluente RD 1A em cada micropogo coberto de anticorpo monoclonal anti IL-6; apds,
cobria-se com 100 pl de plasma em cada micropogo e incubava-se a temperatura ambiente por
2 horas. Aspirava-se e lavava-se de forma consecutiva por 4 vezes. A seguir, colocavam-se
200 pl do conjugado de anticorpos policlonal anti IL-6 em cada micropogo e incubava-se por
2 horas em temperatura ambiente. Novamente aspirava-se e lavava-se 4 vezes de forma con-
secutiva. Adicionavam-se 200 pl de um substrato de reagdo colorimétrica em cada reagdo e
incubava-se por 20 minutos. Interrompia-se a reagéo com 50 pl de uma solugdo stop. Fez-se a
leitura da densidade Otica da IL-6 num comprimento de onda de 450 nm dentro de 30 minu-
tos. A sensibilidade da leitura da IL-6 variou de 1 a 1437 pg/ml.

G-CSF - fator estimulador de colonias de granuldcitos, aferido por método
ELISA. Adicionavam-se inicialmente em cada micropogo coberto de anticorpo monoclonal
anti-G-CSF 50 pl de uma solugdo diluente, colocavam-se 100 pl de plasma e incubava-se por
2 horas a temperatura ambiente. Apos, lavava-se e aspirava-se trés vezes de forma consecu-
tiva. Adicionavam-se 200 pl de um conjugado de anticorpo policlonal anti-G-CSF e incuba-
va-se por 2 horas a temperatura ambiente. A seguir, lavava-se e aspirava-se por trés vezes de
forma consecutiva. Adicionavam-se 200 ul de um substrato de reagéo colorimétrica em cada
micropogo e incubava-se por 20 minutos a temperatura ambiente. Preparava-se, entdo, a rea-
¢do com 50 pl de uma solug@o stop. A leitura da densidade 6tica do G-CSF era feita dentro de
30 minutos no aparelho de leitura 6tica no comprimento de onda de 450 nm. A sensibilidade

de leitura do G-CSF variou de 20 a 6.000 pg/ml.
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GM-CSF - fator estimulador de colonias de granuldcitos-macrofagos, aferido pe-
lo método ELISA. Inicialmente cada micropogo contendo anticorpo monoclonal anti-GM-
-CSF era coberto com 50 pl de uma solugdo diluente RD1. Apos, adicionavam-se 200 pl de
plasma e incubava por 2 horas a temperatura ambiente. Aspirava-se e lavava-se consecutiva-
mente por quatro vezes. Acrescentavam-se 200 pl do conjugado de anticorpo policlonal anti
GM-CSF em cada micropogo e incubava-se por 2 horas a temperatura ambiente. Aspirava-se
e lavava-se 4 vezes de forma consecutiva. Adicionava-se uma solu¢do de um substrato de rea-
¢do colorimétrica em cada micropogo e incubava-se por 20 minutos & temperatura ambiente.
Interrompia-se a reagdo com 50 ul de uma solugdo stop. A placa era levada para a leitura da
densidade otica de cada amostra do GM-CSF num comprimento de onda de 450 nm. A sen-

sibilidade alcangada para o GM-CSF foi de 3 a 13 pg/ml.

4.6.2 - Dosagens dos Neutrdfilos Circulantes

O sangue obtido por pun¢do venosa para a contagem de neutrofilos circulantes era
verificado através da contagem de leucocitos em contador eletronico Cobas Minus. Fazia-se a
contagem diferencial de 200 leucocitos no sangue da mesma amostra distendido em lamina e

corado com May-Grumwald-Giemsa, obtendo-se o nimero total de neutrofilos.

4.6.3 - Dosagens dos Neutrdfilos na Medula Ossea

Sete dias apos a primeira administragdo do medicamento/placebo, realizava-se a
pungdo aspirativa da medula O0ssea da regido anterior da tibia. Esse aspirado de sangue era
despejado inicialmente em dois frascos com heparina. Ao mesmo tempo realizavam-se trés la-

minas com o esfregago desse aspirado. O numero total de células era determinado pelo con-
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tador eletrdnico Cobas Minus. Fazia-se a contagem diferencial em 500 células nucleadas des-
sa amostra processada em centrifuga e corada com May-Grumwald-Giemsa. O NPP ¢ a soma
de mieldblastos, pro-mieldcitos e mieldcitos; e 0 NSP, a soma de metamielocitos, bastonados

e segmentados.

4.7 - Produto: rhG-CSF ou Placebo

O rhG-CSF administrado foi o Granulokine ® (filgrastima) do Laboratorio Roche
(Séo Paulo), produzido pela Amgen Inc & F. Hoffinann-La Roche Ltda. Produtos Roche Qui-
micos € Farmacéuticos. Um frasco-ampola de 1 ml de thG-CSF ou filgrastima ou granulokine®
contém 30 milhdes de unidades (300 pg) de G-CSF. E um liquido estéril e incolor. A dose
utilizada foi de 10 pg/kg/dose (33,2 pl de solugdo injetavel). Esse medicamento era diluido
em 5 ml de soro glicosado a 5% para serem administrados em 30 minutos. A solugdo placebo

constituiu-se de soro glicosado a 5%, incolor, na mesma quantidade da solugdo medicamento.

4.8 - Logistica

4.8.1 - Pacientes

No periodo de 1° de agosto de 1996 a 31 de julho de 1997 foram selecionados, de
forma consecutiva, 44 RNPTs com idade gestacional entre 23 e 35 semanas de vida, cujo peso
de nascimento variou entre 700 g a 2.450 g, com menos de 5 dias de vida e com o diagnostico
clinico de sepse. O local do estudo foi a Unidade de Neonatologia do HCPA. Cada caso com

o diagnostico clinico de sepse. de acordo com os critérios de inclusdo. era avaliado pelo inves-



42

tigador. Apds o consentimento do médico assistente e o consentimento por escrito dos fami-
liares do paciente, o RN era incluido no estudo.

A idade gestacional dos RNPTs era avaliada através do exame fisico pelo método
de Ballard e Ballard modificado e ampliado (BALLARD, NOVAK, DIRVER, 1979, 1991).

Cada paciente era avaliado por um escore de gravidade clinica. Foi utilizado um
escore chamado de Score for Neonatal Acute Phisiology (SNAP) que avalia o estado agudo
do RN e que corresponde a soma dos piores escores de transtornos bioquimicos e de varios
orgdos do RN nas primeiras 24 horas. Isso foi feito pela avaliagdo clinica das principais fun-
¢Oes do RN. S3o analisados 26 itens (ver anexo). Para 8 desses itens (como o sodio sérico) um
RN pode receber pontos tanto para valores tanto anormalmente altos como baixos. Essa afe-
rigdo gasta um tempo variavel de 5 a 15 minutos, dependendo da complexidade do caso. A
soma dessas caracteristicas resulta em um valor numérico altamente preditivo da mortalidade
neonatal (RICHARDSON et al., 1992, 1993, BARD, 1993).

A investigagdo laboratorial da sepse consistiu dos seguintes exames: hemograma,
leucometria, liquor, exame de cultura do sangue, urina, fezes, secregdo traqueal de pacientes

intubados ou outra secregdo purulenta e raio X do torax.

4.8.2 - Randomizacdo

Cada caso era distribuido por sorteio simples para receber o medicamento 1 (pla-
cebo) ou 0 medicamento 2 (thG-CSF). Assim, todos os 44 casos tiveram igual probabilidade

de uso da droga em estudo.
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4.8.3 - Administracdo do Medicamento rhG-CSF ou Placebo

A administragdo de rhG-CSF foi feita da seguinte forma: inicialmente uma dose
de 10 pg/kg/uma vez por dia, por trés dias consecutivos, por via intravenosa, diluida em 5 ml
SG a 5%, durante 30 minutos. Cada 1 ml do produto tem 300 pg. Adicionou-se albumina ao
preparado: 0,2 ml de albumina humana em 20 ml de SG a 5% mais o volume de G-CSF, na
dose de 10 pg/kg, multiplicado por 4. A albumina atua como uma molécula carreadora para
prevengdo de absorgdo da droga pelo equipo. Dessa solugiio de 20 ml administravam-se 5 ml
ao paciente. A solugdo placebo constituia-se de 5 ml de SG a 5%. Ambas as solugdes eram in-
colores na sua visualizagdo. Durante a aplicagdo do medicamento, monitorizavam-se 0s sinais
vitais e a atividade do bebé através da freqiiéncia cardiaca, freqiiéncia respiratoria, tempera-~
tura, tensdo arterial, movimentagdo e cor. Esse mesmo procedimento era repetido 24 horas
apOs a primeira aplicagdo, correspondente a segunda dose, e 48 horas apos a primeira aplica-
¢do0. Era coletado sangue venoso para a aferigdo dos niveis hematologicos e das citocinas 24
horas imediatamente antes da 2* dose do medicamento, 72 horas e 10 dias apos a primeira
aplicagdo do medicamento, sendo avaliados: G-CSF, GM-CSF, TNF, IL-6, leucécitos, neutro-
filos, linfocitos, eosindfilos, monocitos, plaquetas e hemoglobina. Mediam-se os niveis de
NSP e NPP, através de uma aspiragdo da medula dssea da tibia anterior, no 7° dias apds o ini-
cio do medicamento. Esse procedimento foi sempre realizado pela mesma médica hemato-
logista. O RN era previamente sedado com citrato de fentanil na dose de 1 pg/kg por via in-
travenosa. ApoOs, procedia-se a assepsia do local com élcool iodado a 1% e anestesia local e
Ossea com xilocaina, seguida da aspiragcdo da medula Ossea. Todos os pacientes receberam os
cuidados especificos de terapia intensiva e de acordo com a orientagdo de seu médico assis-
tente.

Adotaram-se os seguintes critérios de suspensdo: contagem de leucocitos superior

a 100 0NN/~ reardac aduarcac aravac ceonndan n necnmiicadar anclneria de avidBnriac de infanr.
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¢do, ou ainda a retirada do consentimento pelos pais ou responsaveis. Trés pacientes ndo fo-
ram incluidos por falta de autorizagdo dos pais.

A eficacia do medicamento foi aferida em todos os RNs comparando-se a taxa de
mortalidade na 1* semana e do 8° ao 28° dia de vida. Mediram-se também a taxa de infecg¢io
hospitalar, complicagdes hematologicas, respiratorias, gastrointestinais, renais, neurologicas e,
ainda, o tempo de internagio hospitalar.

Este projeto foi registrado com o namero 96114 do GPPG — Grupo de Pesquisa e de
Po6s-Graduagao, e registro 96063 do FIPE — Fundo de Incentivo a Pesquisa do HCPA. O estu-
do foi aprovado pelo Grupo de Pesquisa e pelo Comité de Etica do HCPA.

Cada caso estudado foi submetido a um consentimento informado e assinado pe-

los pais do RN (anexo).

4.9 - Analise Estatistica

Inicialmente foi realizado o calculo das médias e dos desvios padrdes de todos os
dados obtidos a partir da amostra. Em varias situagGes a mediana representa a melhor distri-
buigdo dos dados, devido a assimetria da variavel considerada.

Para a analise dos niveis das citocinas (G-CSF, GM-CSF, IL-6, e TNF-a), niveis
de leucdcitos, de neutrofilos totais circulantes, relagdo NI/NT, NSP e NPP, foi utilizado o tes-
te ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para a comparagio dos dois grupos em cada momento.
As taxas de mortalidade e morbidade foram analisadas pelo teste exato de Fisher. Foi consi-

derado significativo um p < 0,05.
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5

RESULTADOS

Os pacientes foram divididos em dois grupos: grupo I, que recebeu placebo, e gru-
po II, que recebeu medicamento. Na tabela 1 estdo apresentadas as caracteristicas demogra-

ficas da populagéo avaliada.

Tabela 1 - Caracteristicas Demograficas dos Pacientes Estudados
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Todas as caracteristicas distribuiram-se de forma semelhante, sem diferengas esta-
tisticamente significativas com p > 0,05.

Foi estudado um total de 44 casos de RNs com sepse, todos prematuros, € cujo
peso médio ao nascer foi, respectivamente, de 1.404 + 508 g (variagio entre 755 - 2.460 g) no
grupo I e de 1.376 + 491 g (variagdo entre 700 - 2.335 g) no grupo II. A idade gestacional
pediatrica média no grupo I foi de 31 + 3 semanas e, no grupo II foi de 29 + 3 semanas.

A gravidade dos casos estudados foi avaliada pelo indice do Apgar ao 5° minuto e
pelo escore SNAP. O escore de Apgar no 5° minuto apresentou a mesma mediana entre os
dois grupos: 7 (1 - 10) e 8 (3 - 10); e a mediana do SNAP foi de 9,5 (0 - 23) para o grupo L e
de 8 (3 - 28) para o grupo II. A neutropenia (< 1.500 mm’®) esteve presente em 29 pacientes
(66%), sendo 15 no grupo I e 14 no grupo II.

Nao houve diferengas estatisticamente significativas entre o grupo tratado com
rhG-CSF e grupo placebo quanto ao tempo de hospitalizagdo, de permanéncia em oxigeniote-
rapia e de ventilagdo mecanica, sendo a média e as medianas, respectivamente, para o grupo 1
(placebo) de 35 + 27 dias, 7 (2 - 34) e 7 (2 - 34) dias e, para o grupo II (thG-CSF), de 40 + 27
dias, 7 (2 - 60) e 7 (1 - 17) dias respectivamente.

Na tabela 2 estdo contidos os fatores de risco materno e as manifestagdes clinicas dos

pacientes.
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Tabela 2 - Fatores de Risco Materno e ManifestagGes Clinicas dos Pacientes Estudados

Todos os fatores de risco materno distribuiram-se de forma semelhante entre os

dois grupos, assim como as manifestagdes clinicas iniciais dos RNs, ndo havendo diferengas

estatisticamente significativas.
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Na avaliagdo clinica dos pacientes estudados, houve a presenga de fatores de risco
materno em todos os casos, assim como de sinais clinicos que evidenciaram o quadro de sepse
neonatal. Uma ou mais destas alteragdes estavam presentes em todos os casos estudados: bol-
sa rota ha mais de 24 horas, ruptura prematura de membranas, corioamnionite, infec¢do uri-
naria proxima ao nascimento e hipertensio da gravidez. Todos os casos apresentaram uma ou
mais das seguintes manifestagbes no momento da inclusdo no estudo: acidose metabolica,
apnéia, asfixia, cianose, hipoglicemia, ictericia precoce, cianose, taquicardia e taquipnéia per-
sistente em pelo menos duas tomadas e crises de desaturagdo do oxigénio em pelo menos duas
tomadas num intervalo de 30 minutos.

As patologias presentes no inicio do estudo e as complicagdes posteriores avaliadas

encontram-se na tabela 3.

Tabela 3 - Patologias Presentes Iniciais e Complicagdes Posteriores dos Pacientes Estudados

Estas caracteristicas apresentaram distribuicdo semelhante em ambos os grupos,
portanto sem diferengas estatisticamente significativas.

Pneumonia congénita € meningite estiveram associadas no inicio do quadro de
sepse e se distribuiram em ambos os grupos sem evidenciar diferengas estatisticamente signi-

ficativas: no grupo 1, 4 casos de pneumonia congénita e 1 caso de meningite e, no grupo II, 10
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casos de pneumonia congénita e 5 de meningite. As complicagdes pos-natais foram as seguin-
tes: broncopneumonia foi diagnosticada em 6 pacientes do grupo placebo e em 2 do grupo
rhG-CSF, enterocolite necrosante foi detectada em 2 casos no grupo placebo; além disso, um
fator de risco, a nutrigdo parenteral, foi administrada em 32/44 (73%) pacientes.

Os diferentes microrganismos detectados na sepse inicial e hospitalar encontram-

-se listados na tabela 4.

Tabela 4 - Microrganismos Detectados na Sepse Precoce Inicial e Hospitalar dos Pacientes

Estudados

DIAiar:

Na sepse precoce comprovada foram identificados 6 casos com microrganismos:
no sangue, Streptococcus do grupo B, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e

gram-negativo; no liquor, Streptococcus do grupo B (num mesmo paciente) e E. coli e, na
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secregdo traqueal, Staphylococcus aureus. Em 38 pacientes com quadro de sepse presumivel
ndo foram identificados germes, sendo, portanto, o exame de cultura negativo.

Apds o tratamento com antibidticos mais rhG-CSF ou placebo, foram identifica-
dos 9 casos de infecgdo hospitalar ou sepse de inicio tardio, sendo 4 casos de Staphylococcus
aureus, 4 de Staphylococcus epidermidis e 1 de Staphylococcus hemolyticus.

Em todos os pacientes foi coletado material para hemocultura e, em 40 pacientes,
a cultura do liquor foi realizada no momento da inclusdo no estudo, seguindo a rotina do
servigo. Dos 44 casos, 30 passaram a integrar o estudo nas primeiras 24 horas de vida, 10 nas
primeiras 48 horas de vida e 4 nas primeiras 96 horas de vida.

Os indices de mortalidade encontram-se expressos na tabela 5.

Tabela 5 - Mortalidade até 7 Dias e 8 a 28 Dias de Vida

Nio houve diferengas estatisticamente significativas em ambos os periodos estu-
dados, embora a sobrevida no grupo tratado com rhG-CSF fosse maior (teste exato de Fisher).
A mortalidade nos primeiros 7 dias do inicio do tratamento mostrou uma ten-

déncia de ser menor no grupo tratado com rhG-CSF (0% contra 13,6%). E, até o final do estu-



do, a mortalidade foi semelhante, sendo de 27% no grupo I e de 23% no grupo IL. Todos os
Obitos ocorreram antes do 28° dia de vida.
A figura 2 indica a curva de sobrevida dos pacientes tratados com placebo (azul)

ou rhG-CSF (verde).

1.0
S 9 A
=
3 7 1
= .6 4
]
o 5
2
E 4 Rh G-CSF
.3 P
- Placebo
2
N |
0.0 -
0 10 20 30

Tempo (dias)
Fig. 2 - Curva de sobrevida imediata (7 dias) e tardia (8-29 dias) entre 44 RNPT

A curva de sobrevida mostrou uma tendéncia de menor mortalidade nos primeiros
7 dias de vida com o inicio de tratamento com rhG-CSF do que o tratamento convencional,
apesar de ndo terem ocorrido diferengas estatisticamente significativas.

Na tabela 6 estdo arroladas as causas de obitos ocorridos.
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Tabela 6 - Causas de Obitos

Os achados de necropsia revelaram que os 3 0bitos ocorridos nos primeiros 7 dias
apos o inicio do tratamento foram por hemorragia intracraniana com lesdes de grau IV, tendo
sido todos no grupo placebo. Apds o 7° dia, se registraram mais 8 6bitos: no grupo I um caso
com obstrucdo intestinal por pancreas anular que foi a 0bito no pos-operatério e 2 casos de
enterocolite necrosante, associada com peritonite num caso e com microabscessos pulmonares
no outro; no grupo 1, 2 casos faleceram por insuficiéncia respiratoria progressiva, 2 casos por
hemorragia intracraniana grau IV e um por insuficiéncia renal aguda.

A tabela 7 indica os agentes etiologicos da sepse de origem hospitalar e a patolo-

gia predominante.

Tabela 7 — Microrganismos Detectados na Sepse Hospitalar e Patologias Predominantes




Infecgdo hospitalar foi caracterizada pela presenga de bactérias identificadas por
hemocultura ou pelo diagnostico anatomopatoldgico de infecgdo secundaria. No grupo I (pla-
cebo) ocorreram 9 casos (47,4%) de infecgdo hospitalar, sendo 7 por infecgdo bacteriologi-
camente comprovada e 2 por abscessos no peritonio e no pulméo associados a enterocolite
necrosante, enquanto no grupo II (rhG-CSF) foram identificados 2 casos (9,1%) de infecgéo
hospitalar bacteriologicamente comprovada (p = 0,03).

A tabela 8 contém as medianas dos niveis plasmaticos do G-CSF antes da admi-
nistragdo do rhG-CSF ou placebo, 24 horas apos a primeira administragio e imediatamente
antes da segunda dose do thG-CSF ou placebo, 72 horas ap6s a administragio da primeira do-
se e imediatamente antes da terceira dose de thG-CSF ou placebo e 10 dias ap6s a administra-

¢do da primeira dose do rhG-CSF ou placebo.

Tabela 8 - Niveis Plasmaticos do G-CSF (pg/ml) antes, 24 Horas, 72 Horas e 10 Dias apos o

Inicio da Administragdo de rhG-CSF ou Placebo
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A citocina granulopoética G-CSF foi medida quatro vezes, e seus valores sdo
apresentados em mediana e amplitude de variagdo: antes da administragdo do rhG-CSF ou
placebo, com mediana semelhante em ambos os grupos (154 pg/ml versus 141 pg/ml com
p = 0,9); 24 horas apds a primeira dose do thG-CSF, cuja mediana aumentou 45 vezes em re-
lagdo ao grupo placebo (2.568 pg/ml versus 56 pg/ml; p = 0,00001); com 72 horas apos a pri-
meira dose e 24 horas apos a ultima/terceira dose de rthG-CSF, tendo sido a mediana G-CSF
3,5 vezes maior em relagdo ao grupo placebo (129 pg/ml versus 37 pg/ml; p = 0,007). Dez

dias apOs o inicio do tratamento as medianas foram semelhantes (39 pg/ml versus 29 pg/ml,

p=0,7).
A figura 3 representa as varia¢Ges da citocina G-CSF contidas no grafico abaixo.
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Fig. 3 - Mediana dos niveis plasmaticos do G-CSF antes, 24 horas, 72 horas e 10 dias apés a
administragiio do rhG-CSF ou placebo
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A tabela 9 contém os niveis plasmaticos do GM-CSF (pg/ml) antes da adminis-
tragdo do rhG-CSF ou placebo, 24 horas apds a administragdo da primeira dose de thG-CSF
ou placebo e imediatamente antes da administragdo da segundo dose de rhG-CSF ou placebo,
72 horas apds a administragdo da primeira dose e imediatamente antes da terceira dose do

thG-CSF ou placebo e 10 dias apos a administragéo da primeira dose do thG-CSF ou placebo.

Tabela 9 - Niveis Plasmaticos do GM-CSF (pg/ml) antes, 24 Horas, 72 Horas e 10 Dias ap6s

a Administragdo de thG-CSF ou Placebo
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A citocina hematopoética GM-CSF ndo sofreu nenhuma alteragdo durante o trata-
mento da sepse neonatal com ou sem rhG-CSF, mantendo-se as medianas semelhantes em
ambos os grupos e em todos os momentos.

A tabela 10 contém as medianas dos niveis plasmaticos do TNF-o antes da admi-
nistragdo do rhG-CSF ou placebo, 24 horas apds a primeira administragio e imediatamente
antes da segunda dose de rhG-CSF ou placebo, 72 horas ap6s a administragdo da primeira do-
se e imediatamente antes da terceira dose do rhG-CSF ou placebo e 10 dias ap6s a administra-

¢do da primeira dose do thG-CSF ou placebo.

Tabela 10 - Niveis Plasmaticos de TNF-a (pg/ml) antes, 24 Horas, 72 Horas e 10 Dias apos

a Administragdo de thG-CSF ou Placebo
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A citocina TNF-o distribuiu-se de forma semelhante na evolugéo da sepse neo-
natal em ambos os grupos, ndo sofrendo alteragdes independentemente da administragdo de
rhG-CSF em todos os momentos.

A tabela 11 contém as medianas dos niveis plasmaticos da IL-6 antes da adminis-
tragdo do rthG-CSF ou placebo, 24 horas apos a primeira administragdo e imediatamente antes
da segunda administragdo do thG-CSF ou placebo, 72 horas ap0s a primeira administragio e
imediatamente antes da terceira dose do rhG-CSF ou placebo e 10 dias apds a primeira dose

do rthG-CSF ou placebo.

Tabela 11 - Niveis Plasmaticos de IL-6 antes, 24 Horas, 72 Horas e 10 Dias apos a Admi-

nistragdo de rhG-CSF ou Placebo
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A citocina IL-6 ndo variou de forma significativa durante a evolugdo da sepse em
ambos os grupos e em todos os momentos, nem tampouco sofreu influéncia da administragéo
do thG-CSF.

A tabela 12 mostra a relagdo NI/NT no sangue periférico antes da administragéo
do thG-CSF ou placebo, 24 horas apés a primeira administragdo e imediatamente antes da
segunda dose do thG-CSF ou placebo, 72 horas apds a administracéo da primeira dose e ime-
diatamente antes da terceira dose do rhG-CSF ou placebo e 10 dias ap6s a administragdo da

primeira dose do rhG-CSF ou placebo.

Tabela 12 — Relagdo NI/NT (Neutrofilos Imaturos/Neutrofilos Totais) antes, 24 Horas, 72

Horas e 10 Dias ap6s a Administragdo de rhG-CSF ou Placebo
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A relacdo NI/NT ndo mostrou diferencas estatisticamente significativas entre os

dois grupos e em todos os momentos.
A tabela 13 contém os niveis de NSP, NPP, a relagio NSP/NPP e a relagio M/E

no 7° dia ap6s a administragdo de thG-CSF ou placebo.

Tabela 13 - Valores Hematologicos de NSP, NPP, Relagdio NSP/NPP e Relagdo M/E no 7°

Dia ap6s a Administragdo do rhG-CSF ou Placebo

Trinta e seis RNs foram submetidos a pun¢@o medular da tibia anterior no tergo
distal no 7° dia apéska entrada no estudo, ou seja, 4 dias apds o término da administragdo de
thG-CSF ou placebo. Observou-se um aumento no NSP, com uma mediana de 61% no grupo
11 (43-70) versus 51,5% no grupo I (19-62) e um p = 0,003, ao passo que nio houve mudan-
cas significativas no nimero do NPP, sendo 16% no grupo II versus 17,5% no grupo I, com
p = 0,3. A relagdo NSP/NPP foi significativamente maior no grupo que recebeu rhG-CSF,
com uma mediana de 3,7 versus 2,9 € com p = 0,05. A hiperplasia mieloide que ocorre por

ac¢do do rhG-CSF ¢ medida pela elevagdo da relagio M/E. Ela se mostrou com uma média, no
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grupo I, duas vezes maior em relagéio ao grupo placebo, mas cuja diferenca ndo alcangou sig-
nificdncia estatistica (p = 0,06).

A tabela 14 contém as medianas dos niveis de leucdcitos antes da administragdo
do thG-CSF ou placebo, 24 horas ap6s a primeira administragdo e imediatamente antes da
segunda dose do rhG-CSF ou placebo, 72 horas apés a administragdo da primeira dose e
imediatamente antes da terceira dose do thG-CSF ou placebo e 10 dias apos a administragdo

da primeira dose do thG-CSF ou placebo.

Tabela 14 - Niveis de Leucocitos Periféricos antes, 24 Horas, 72 Horas e 10 Dias apés a

Administragdo de rhG-CSF ou Placebo

A mediana da contagem de leucocitos 24 horas e 72 horas apo6s a administragéo de
thG-CSF ou placebo mostrou diferengas significativas no grupo II em relagdo ao grupo I
15.200 (4.400 - 65.300) versus 8.100 (1.400 - 27.100) com p = 0,006 e 23.100 (9.500 -
48.100) versus 9.250 (2.000 - 21.000) com p = 0,00002. Dez dias ap6s o inicio do tratamento,

ambos os grupos mostraram contagens de leucocitos semelhantes.
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A figura 4 contém a distribuicdo gratica dos leucocitos antes, 24 horas, 72 horas e

10 dias apos a administrag@o do rhG-CSF ou placebo.
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Fig. 4 — Mediana dos niveis dos leucdcidos antes, 24 horas, 72 horas ¢ 10 dias apos o uso de th-CSF ou placebo

A tabela 15 contém as medianas da ANC antes da administragdo do rthG-CSF ou
placebo, 24 horas apds a primeira administragdo e imediatamente antes da segunda dose do
thG-CSF ou placebo, 72 horas apOs a administragdo da primeira dose ¢ imediatamente antes

da terceira dose do rhG-CSF ou placebo e 10 dias ap6s a administragdo da primeira dose do

rhG-CSF ou placebo.
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Tabela 15 - Niveis da Contagem Absoluta de Neutrofilos Periféricos (ANC) antes, 24 Horas,

72 Horas e 10 Dias ap6s a Administragdo de rhG-CSF ou Placebo

A mediana da ANC no inicio do estudo foi semelhante em ambos os grupos:
5.316 (748 - 22.440) no grupo com placebo versus 7.076 (1.058 - 20.424) no grupo thG-CSF.
Vinte e quatro horas apos a administragdo do rhG-CSF ou placebo, ocorreu um aumento no
grupo Il para 9.522 (2.948 - 50.281), tendo todos os neutropénicos ficado com valores aumen-
tados, versus 4.526 (918 - 24.932) no grupo placebo. Houve um aumento no grupo rhG-CSF
em duas vezes a mediana do grupo placebo, sendo essa diferenga estatisticamente significa-
tiva, com p = 0,005. Setenta e duas horas apds o inicio do tratamento, o grupo II mostrou uma
mediana de 16.843 (6.270 - 35.113) versus 4.703 (1.537 - 15.540), com uma diferenga estatisti-
camente significativa (p = 0,00002). Houve um aumento de quatro vezes a mediana do grupo
placebo. Dez dias apds o inicio do tratamento, ambos os grupos apresentaram medianas seme-
lhantes, sem diferencas estatisticamente significativas.

A figura 5 contém a curva de distribui¢do da ANC antes, 24 horas, 72 horas e 10

dias apos a administragdo do thG-CSF ou placebo.



18000 - * === Grupo rh G-CSF 1
=g~ Grupo Placebo ‘

1

16000

14000 -

¥

12000 -

{-

100600 -

8000

Neutrofilos

6060 -

]

4000 +

2000 -

T

*p <0,05

0 : : ' '

0h 24 b 72h 10 dias

Fig. 5 - Mediana dos niveis da ANC antes, 24 horas, 72 horas ¢ 10 dias ap6s administragdo do
rhG-CSF ou placebo

A tabela 16 contém as medianas dos niveis de eosinofilos plasmaticos nates da
administra¢io do rhG-CSF ou placebo, 24 horas apds a primeira administragdo e imediata-
mente antes da segunda dose de rhG-CSF ou placebo, 72 horas ap6s a administragdo da pri-
meira dose e imediatamente antes da terceira dose do rthG-CSF ou placebo e 10 dias apos a

administrag¢do da primeira dose do rhG-CSF ou placebo.
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Tabela 16 - Niveis de Eosin6filos antes, 24 Horas, 72 Horas e 10 Dias apds a Administragdo

de rhG-CSF ou Placebo

A contagem absoluta dos eosinodfilos foi semelhante em ambos os grupos e em
todos os momentos do estudo, ndo sofrendo mudangas frente & administragdo de rhG-CSF.

A tabela 17 contém os niveis de hemoglobina antes da administragdo do rhG-CSF
ou placebo, 24 horas apos a primeira administragdo e imediatamente antes da segunda dose do
thG-CSF ou placebo, 72 horas ap6és a administragdo da primeira dose e imediatamente antes
da terceira dose do rhG-CSF ou placebo e 10 dias apds a administragdo da primeira dose do

rhG-CSF ou placebo.



Tabela 17 - Niveis de Hemoglobina antes, 24 Horas, 72 Horas e 10 Dias apés a Adminis-

tragdo de rhG-CSF ou Placebo

A avaliagdo da hemoglobina ficou prejudicada. Apesar de ndo haver diferengas
significativas ou efeitos clinicos na contagem da hemoglobina/hematdcrito, alguns casos rece-
beram transfusdo de concentrado de hemécias para manter os niveis de hemoglobina/hema-

tocrito em torno de 14g% ou 40%, respectivamente, na primeira semana de vida, devido a

gravidade do quadro.
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A tabela 18 contém as medianas dos niveis dos linfocitos antes da administragdo
do thG-CSF ou placebo, 24 horas ap6s a primeira administragdo e imediatamente antes da
segunda dose do rthG-CSF ou placebo, 72 horas ap6s a administragdo da primeira dose e
imediatamente antes da terceira dose do thG-CSF ou placebo e 10 dias ap6s a administragéo

da primeira dose do rhG-CSF ou placebo.

Tabela 18 - Niveis de Linfocitos antes, 24 Horas, 72 Horas ap6s a Administragdo de thG-

-CSF ou Placebo

A contagem absoluta de linfocitos ndo mostrou diferengas estatisticamente signifi-

cativas entre os dois grupo, ndo sofrendo alteragdes por agao do rhG-CSF.
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A tabela 19 contém as medianas dos niveis dos mondcitos antes da administragdo
do rhG-CSF ou placebo, 24 horas apds a primeira administragdo e imediatamente antes da
segunda dose do rhG-CSF ou placebo, 72 horas apds a administragdo da primeira dose e ime-
diatamente antes da terceira dose do thG-CSF ou placebo e 10 dias ap6s a administragio da

primeira dose do rhG-CSF ou placebo.

Tabela 19 - Niveis dos Monocitos antes, 24 Horas, 72 Horas e 10 Dias ap6s a Administragdo

de rhG-CSF ou Placebo

A contagem absoluta de mondcitos mostrou diferengas estatisticamente significa-
tivas 72 horas ap6s a administra¢do da 1* dose de rhG-CSF, com um aumento 2,5 vezes maior
em relagdo ao grupo controle (p = 0,0002).

A tabela 20 contém as medianas dos niveis de plaquetas antes da administragio do
rhG-CSF ou placebo, 24 horas ap6s a administragdo da primeira dose do rhG-CSf ou placebo

e imediatamente antes da segunda dose do rhG-CSF ou placebo,72 horas apds a administragdo



69

da primeira dose do thG-CSF ou placebo e imediatamente antes da terceira dose do thG-CSf

ou placebo e 10 dias ap6s a administragdo da primeira dose do rhG-CSF ou placebo.

Tabela 20 - Niveis das Plaquetas antes, 24 Horas, 72 Horas e 10 Dias apds a Administragdo

de rhG-CSF ou Placebo

A contagem de plaquetas foi semelhante nos dois grupos e em todos os momentos

e ndo sofreu influéncia da administragdo do thG-CSF.
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6

DISCUSSAO

6.1 - Introdugio

A sepse neonatal € uma doenc¢a muito freqiiente em nosso meio e a principal causa
de morte no periodo neonatal. Ela foi responsavel, no HCPA, no periodo compreendido entre
1984 a 1991, por 101 6bitos. Isto correspondeu a 3}5% do total de obitos, e a sepse de inicio
precoce apresentou 67 obitos, ou seja, 19% do total de 6bitos. Nesse periodo houve um total
de 23.500 nascimentos, o que correspondeu a uma incidéncia de sepse neonatal de 20 casos
para cada 1.000 nascidos vivo (MENEGAZ, MULLER, SHUMACHER, 1995; MIURA,
1997a). No Kaplan Hospital, de Israel, entre 1989 e 1992, em 18.227 nascimentos houve 109
casos de sepse, com uma incidéncia de 6,6/1.000 RNs e uma mortalidade de 20%; a sepse de
inicio precoce teve uma mortalidade de 37% (LEIBOVITZ et al., 1997).

Nos Estados Unidos, a infecgdo bacteriana é responsavel por 15% das mortes no
periodo neonatal, sendo que, na forma precoce, a taxa de mortalidade atinge até 50%, en-
quanto na sepse tardia a taxa de mortalidade ¢ de 15% (SIEGEL & McCRACKEN, 1981,
JAFARI & McCRACKEN, 1992; MUSTAFA & McCRACKEN, 1992; KLEIN & MARCY,
1995; HARRIS, 1996; HICKEY & McCRACKEN, 1997). Nos paises desenvolvidos, houve
uma redugdo na incidéncia de sepse neonatal precoce porque cerca de 72% dos Obitos
ocorrem dentro de 2 dias de hemocultura positiva, a despeito do tratamento apropriado de an-
tibioticos (HICKEY & McCRACKEN, 1997). A principal agdo foi a redugdo da sepse por

GBS. O GBS ¢ um coco gram-positivo € 0 mais importante agente etiologico da sepse
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neonatal precoce nos paises desenvolvidos. A sepse ocorre em 1 caso para cada 100 a 200
mées colonizadas ou em 1 a 4 casos por 1.000 nascidos vivo, sendo 8 a 12 vezes mais
freqiiente em prematuros (SIEGEL & McCRACKEN, 1981; DU LOUVOIS & HARVEY,
1990; GIBBS et al.,, 1992; JAFARI & McCRACKEN, 1992; MUSTAFA & McCRACKEN,
1992; KLEIN & MARCY, 1995; HARRIS, 1996; STOLL et al., 1996a, 1996b, HICKEY &
McCRACKEN, 1997). Nos Estados Unidos, houve uma redugdo parcial da sepse por GBS
devido as recomendagdes do uso profilatico periparto de penicilina G cristalina ou ampicilina
em trabalho de parto prematuro na presenga do GBS por agdo conjunta dos Comités do Feto e
do Recém-Nascido da Academia Americana de Pediatria e da Academia Americana de
Ginecologia e Obstetricia (AAP, 1997). Além disso, também estd indicada essa profilaxia nas
seguintes condig¢Ges: irmdo prévio desse RN com historia de sepse por GBS, bacteritiria por
GBS durante a gravidez, GBS com trabalho de parto antes de 37 semanas ou bolsa rota ha
mais de 18 horas ou febre intraparto igual ou acima de 38°C (GIBBS et al., 1992; AAP,
1997). STOLL et al. (1996a, 1996b) enfatizaram, em dois trabalhos, o aumento de 6bitos por
infecgdo no periodo pos-natal nos Estados Unidos devido ao aumento da sobrevida dos
RNMBP. No Brasil, ainda ndo se tem uma conduta frente ao trabalho de parto prematuro com
risco de infecgdo neonatal. A maior dificuldade consiste na falta de estudos epidemiologicos
sobre a infecgdo neonatal. Quanto a etiologia, os dados existentes sdo provenientes de estudos
retrospectivos e que mostram a baixa incidéncia do GBS, sendo encontrado no HCPA em
menos de 8% dos casos de sepse neonatal (MIURA, 1997b).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito terapéutico do fator estimulador de
colonias de granuldcitos no tratamento adjuvante da sepse precoce em RNPTs. Os dados de
literatura mostram que, mesmo com o advento de potentes antibidticos e cuidados especiais
nas UTI neonatais, a sepse neonatal continua sendo a mais importante causa da mortalidade
neonatal (SIEGEL & McCRACKEN, 1981; DU LOUVOIS & HARVEY, 1990, GIBBS et al.,

1992; JAFARI & McCRACKEN, 1992; MUSTAFA & McCRACKEN, 1992; LLORENS-



73
SAEZ & McCRACKEN, 1993; SALZMAN et al., 1993; KLEIN & MARCY, 1995; HARRIS,

1996; STOLL et al., 1996a, 1996b; HICKEY & McCRACKEN, 1997). Ocorre uma grave
deficiéncia do sistema imunolégico do RNPT, sendo a mais importante a falha quantitativa e
qualitativa dos neutréfilos (WILSON, 1995). Os neutroéfilos poﬁrnorfonucleares representam a
principal defesa para a fagocitose das bactérias e, no RNPT, ocorrem falhas na produgio e
fungdo dos neutrdfilos (DALE et al., 1995). Foi demonstrado que a utilizagdo de citocinas
estimuladoras do sistema imunologico hematopoiético (G-CSF e GM-CSF) é capaz de
reverter a neutropenia, assim como aumentar a capacidade funcional e fagocitica dos
neutr6filos (KOCHERLAKOTA & LA GAMMA, 1997a; GILLAN et al,, 1993). A G-CSF ¢
uma citocina hematopoiética, estimuladora do sistema imunolégico que é sintetizada e
produzida em resposta ao estimulo inflamatoério pglo estroma da medula Ossea, células
endoteliais, mondcitos, macréfagos e fibroblastos e atua aumentando a granulopoiese
(BONILLA et al., 1989; CAIRO et al., 1992b, CAIRO, 1993). No RNPT foram detectados
baixos niveis plasmaticos de G-CSF em resposta a infecgfo, associados a deplegdo da reserva
medular de neutrofilos e neutropenia (KOENIG & CHRISTENSEN, 1989; CAIRO et al,
1992¢; GESSLER et al., 1993).

O rhG-CSF ¢ usado com sucesso na sindrome de Kostman ou agranulocitose con-
génita (BONILLA et al., 1994), na neutropenia apds quimioterapia para leucemia aguda e
tumores solidos (GABRILOVE et al., 1988b), apos transplante de medula Ossea e na redugio

da neutropenia na AIDS (MILES et al., 1991).
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6.2 - Metodologia do Estudo

6.2.1 - Defini¢do de Sepse

Utilizamos os critérios atuais para a defini¢do de sepse ou sindrome séptica, cujo
conceito foi expresso em passagens precedentes do trabalho(BONE, 1991a, 1991c;
BONADIO, HENNES, SMITH, 1993).

Assim, 44 RNPTS com menos de 5 dias de vida preencheram de forma consecuti-
va os critérios definidos como sindrome séptica ou sepse clinica, no periodo compreendido
entre 1° de agosto de 1996 e 30 de julho de 1997. Houve 6 casos de sepse comprovada: um
por GBS (1), dois por Staphylococcus aureus, um por Stdphylococcus epidermidis, um por
Escherichia coli e um por bacilo gram-negativo, nfo tendo sido nos demais 38 casos identifi-

cado o agente etiologico.
6.2.2 - Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito terapéutico e os efeitos sobre os
componentes hematologicos e sobre as citocinas pro-inflamatorias hematopoiéticas mediante
o emprego do thG-CSF no tratamento adjuvante da sepse neonatal precoce em RNPTs com
menos de 5 dias de vida. Foi desenvolvido um estudo duplo-cego, randomizado e controlado
por placebo. Foram avaliados de forma consecutiva 44 prematuros com menos de 5 dias de
vida, distribuidos em 2 grupos, de forma aleatoria, em 22 casos em cada grupo. O estudo to-
mou como base varios trabalhos que avaliaram o uso de thG-CSF em RNs animais ¢ em RNs
humanos, a maioria dos quais consistia de relatos de casos, sendo dois estudos controlados e

duplo-cegos e dois outros de casos controlados com casos historicos. Esses estudos mostraram
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a reversdo da neutropenia e, em alguns deles, ocorreu redugéio da mortalidade por sepse neo-
natal (ROBERTS et al, 1991; GILLAN et al, 1992; GILLAN et al., 1994; GILMORE,
STRONCEK, KORONES, 1994, MURRAY, MCCLAIN, WEARDEN, 1994; BARAK et al,,
1995; BEDFORD-RUSSEL et al., 1995; CAIRO et al., 1995; DROSSOU et al., 1995; LA
GAMMA, ALPAN, KOCHERLAKOTA, 1995; LEIBOVITZ, 1995; MAKHLOUF, 1995;
NANKERVIS & SEGUIN, 1995; BARAK et al., 1997, KOCHERLAKOTA & LA GAMMA,

1997a, 1997b).

6.3 - Tamanho da Amostra

Na primeira fase do trabalho, com 26 casos estudados, ocorreram 3 6bitos no gru-
po thG-CSF e 6 no grupo placebo. A analise estatistica interina dessa fase mostrou que seria
necessario um total de 42 casos, se a tendéncia para a mortalidade fosse mantida, para que se
alcangasse uma diferenca estatisticamente significativa entre os dois tipos de tratamento
(p < 0,05). Com isso, a mortalidade seria reduzida em mais de 50% em relago ao tratamento
convencional. Entretanto, a inclusdo de mais 18 pacientes, distribuidos de forma aleatéria,
ndo seguiu tal tendéncia. Assim, com 44 casos estudados, suspendemos o estudo apés 1 ano
desde seu inicio. Este estudo correspondeu & maior casuistica existente até o momento na
literatura internacional (ROBERTS et al., 1991; GILLAN et al., 1992; GILLAN et al., 1994;
GILMORE, STRONCEK, KORONES, 1994, MURRAY, MCcCLAIN, WEARDEN, 1994;
BARAK et al., 1995; BEDFORD-RUSSEL et al., 1995; CAIRO et al., 1995; DROSSOU et
al., 1995; LA GAMMA, ALPAN, KOCHERLAKOTA, 1995, LEIBOVITZ, 1995,
MAKHLOUF, 1995; NANKERVIS & SEGUIN, 1995, BARAK et al, 1997

KOCHERLAKOTA & LA GAMMA, 1997a, 1997b).
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6.4 - Caracteristicas Demograficas

As caracteristicas demograficas distribuiram-se de forma semelhante em ambos os
grupos, conforme observado na tabela 1. A prematuridade dos pacientes foi calculada pela
média da idade gestacional pediatrica avaliada pelo método de Ballard expandido
(BALLARD, NOVAK, DIRVER, 1979; BALLARD, KHOURY, DIRVER, 1991) e pela
média do peso de nascimento: no grupo I foi de 29,4 + 3,1 semanas e, no grupo II, de
30,7 & 2,9 semanas, ¢ a média do peso ao nascer foi, no grupo I, de 1.376 £+ 491 g e, no grupo
IL, de 1.404 + 598 g. Tais dados sdo semelhantes aos dos pacientes avaliados no mais recente
estudo publicado por KOCHERLAKOTA & LA GAMMA (1997a), cujo peso médio do
grupo tratado com rhG-CSF foi de 1.744 + 319 g e cuja mediana da idade gestacional foi de
29 semanas, com uma variagdo de 24 - 41 semanas.

Avaliamos a gravidade clinica da sepse pelo escore SNAP cuja mediana no dia de
entrada no estudo foi de 8 no grupo I, com variagdo 3 - 28, e de 9,5 no grupo II, com variagéo
0 - 23. Os 11 casos que foram a obito tinham escore SNAP acima de 17 na primeira avaliagdo,
e, de acordo com os autores, a mortalidade é proxima de 100% nos RNs com escore acima de
17. Esse escore pode variar de 0 a 42. O SNAP avalia o pior desempenho fisiologico no dia
do nascimento. A soma desses valores fornece um escore que representa a gravidade da
doenga atual e é capaz de predizer a mortalidade. Sua eficacia se correlaciona com a predigéo
clinica dos médicos e enfermeiras e também com a intensidade dos procedimentos de terapia
intensiva praticados. Ha também uma 6tima correlagio com a sobrecarga de tarefas médica e
do servigo de enfermagem, com a intensidade de procedimentos de UTI, com a estimativa de
mortalidade por grupos de risco pelos médicos € com o tempo de hospitalizagdo. Valores
abaixo de 8 t€ém uma mortalidade abaixo de 20%, entre 8 e 17 a mortalidade varia de 30% a

50% e acima de 17 a mortalidade é proxima a 100% (BARD, 1993; RICHARDSON et al,,



77
1992, 1993). O SNAP € o escore mais utilizado na avaliagdo do estado fisiologico do RN, a

partir da introdugdo de novas armas terapéuticas e tecnoldgicas na atengdo ao RN critico. O
SNAP passou a ser, além de um indice preditivo de mortalidade, um indice preditivo de
morbidade para infec¢do hospitalar, hemorragia intracraniana graus III e IV e retinopatia da
prematuridade graus III e IV (RICHARDSON et al., 1992, 1993).

A distribuigdo quanto ao sexo mostrou o predominio do sexo feminino com 29
casos (66%) contra 15 do sexo masculino (34%), em desacordo com a literatura que afirma o
predominio do sexo masculino, numa proporgdo de 4:1 (SIEGEL & McCRACKEN, 1981,
JAFARI & McCRACKEN, 1992; KLEIN & MARCY, 1995), o que se explicaljia, em parte,
pela maior presenga do receptor solivel da IL-1 no sexo feminino, impedindo a progressdo da

infecggdo (MIURA & MIURA, 1997).

6.5 - Efeitos do rhG-CSF sobre a Mortalidade

Como existem poucos estudos clinicos randomizados, duplo-cegos e controlados
por placebo com o thG-CSF na sepse neonatal, fica dificil avaliar o impacto direto desse me-
dicamento na redugdo imediata da mortalidade, das complicagGes nos diversos sistemas e das
infecgdes posteriores (ROBERTS et al., 1991; CAIRO et al.,, 1992b; GILLAN et al., 1992,
1993, 1994; GILMORE, STRONCEK, KORONES, 1994, MURRAY, MCcCLAIN,
WEARDEN, 1994; BARAK et al.,, 1995, BEDFORD-RUSSEL et al., 1995; CAIRO et al,
1995; DROSSOU et al, 1995, LEIBOVITZ, 1995, ROSENTHAL et al. 1996
KOCHERLAKOTA & LA GAMMA, 1997a).

Em nosso estudo, a mortalidade por sepse ocorrida nos primeiros sete dias de vida
foi de 3 obitos (13,6%) no grupo que recebeu placebo, enquanto no grupo que recebeu rhG-
CSF ndo houve 6bitos (0%). Esta diferenga na mortalidade ndo foi estatisticamente significa-

tiva, porém aponta uma tendéncia do efeito da droga na redugdo da mortalidade imediata. Ao
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final de 28 dias, haviam ocorrido 11 6bitos, sendo 5 no grupo medicamento e 6 no grupo
placebo. Os 3 6bitos nos primeiros 7 dias apds o inicio do tratamento tiveram o diagndstico
final de hemorragia intracraniana grau IV, além de outros focos hemorragicos. A mortalidade
tardia, ocorrida entre o 8° e 0 28 ap6s o inicio do tratamento, foi de 5 6bitos no grupo G-CSF
e de 3 no grupo placebo. No grupo placebo, 2 6bitos foram decorrentes de enterocolite necro-
sante, enquanto no grupo medicamento ndo houve Obito por essa doenga. Os 6bitos por sepse
de inicio precoce geralmente tém minimas caracteristicas histologicas de um processo infec-
cioso. Os achados tipicos de bacteremia, como multiplos abscessos disseminados de tamanho
similar, vasculite purulenta e identificagdo bacteriana intravascular, sdo raros, exceto na sepse
de inicio tardio (KLEIN & MARCY, 1995). O choque que acompanha a bacteremia leva a
achados sobrepostos, como leucomalacia periventricular,rhemorragia periventricular, necrose
hepatica, hemorragia medular renal, necrose renal cortical ou tubular aguda e hemorragia ou
necrose adrenal. Evidéncias de coagulagfio intravascular disseminada, manifestadas por tiras
de fibrina entrelacadas dentro dos wvasos ou pela presenga de hematoma fibrinoso
subaracndideo, podem também estar presentes (JAFARI & McCRACKEN, 1992; KLEIN &
MARCY, 1995).

O impacto dessa droga sobre a mortalidade foi estudada em diversos modelos ex-
perimentais em RNs animais de laboratorio com sepse e, mais recentemente, em seres huma-
nos (MATSUMOTO et al.,, 1987, WHEELER et al., 1988; KAWAKAMI et al., 1990a
MOLINEAUX, PODJA, DEXTER, 1990, YASUDA et al., 1990, MATSUMOTO et al.,
1991; ROBERTS et al., 1991; CAIRO et al., 1992b; DEMETRI & GRIFFIN, 1992; GILLAN
et al., 1992, 1993; BEDFORD-RUSSEL et al., 1995; DROSSOU et al., 1995; HARTUNG et
al., 1995; NANKERVIS & SEGUIN, 1995, SMITH et al., 1995; VAN DEVENTER, 1995;
LUNDBLAD, NESLAND, GIERCKSKY, 1996, KOCHERLAKOTA & LA GAMMA,

1997a; GLASPY et al., 1998; DUHRSEN et al., 1998).
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E importante administrar concomitantemente antibioticos. Um estudo
multicéntrico envolvendo mais de 20 centros médicos nos Estados Unidos sobre o uso do
rhG-CSF na sepse neonatal tardia foi recentemente interrompido ap6s terem sido estudados
aproximadamente 100 casos. O impacto sobre a mortalidade foi pequeno, dai a necessidade de
um numero muito grande de casos para que se alcancem diferengas estatisticamente
significativas na redug@o da mortalidade (JEFFS, 1997). Em adultos com choque séptico, para
se obter uma redugdo de 10% na mortalidade com uma droga bloqueadora de citocinas no
tratamento adjuvante da sepse, seriam necessarios cerca de 6.000 casos, distribuidos em 2
grupos randomizados, controlados por placebo. Resta saber quem financiaria um proj eto dessa
magnitude (CHRISTMAN, HOLDEN, BLACKWELL, 1995). Nosso estudo € justificavel
porque, mesmo com antibidticos adequados e cuidados de UTI, a mortalidade ¢é elevada, e
cerca de 72% dos Obitos na sepse neonatal precoce em RNPTs ocorrem nas primeiras 48
horas de hemocultura positiva(KLEIN & MARCY, 1995, HICKEY & McCRACKEN, 1997).

Em modelos experimentais com animais, GORGEN et al. (1992); induziram choque
séptico em ratos administrando polissacarideos de bactérias gram-negativas, seguidos do uso
de thG-CSF na dose de 50 pg/kg (1) e 250 pg/kg (2) sem antibioticos. O estudo foi
controlado por placebo (3), e os resultados mostraram, respectivamente, uma mortalidade de
33% (1), 0% (2) e 83% (3). Houve uma redugdo do TNF-a no grupo 2. LUNDBLAD,
NESLAND, GIERCKSKY (1996), ao aumentarem a dose de 20 pg/kg para 100 pg/kg, ndo
obtiveram redugdo na mortalidade. CAIRO et al. (1990a, 1990b) em dois trabalhos, mostraram
em ratos RNs com sepse por Streptococcus do grupo B que a administragdo de rhG-CSF
associada com antibioticos por sete dias levou a uma redugio significativa na mortalidade em
relagdo ao grupo que recebeu somente antibidticos (CAIRO et al, 1990a, 1990b).
Similarmente, a administragdo de rhG-CSF com antibidticos num modelo de sepse por gram-
negativo e neutropenia em coelhos melhorou a sobrevida comparada com a alcangada

exclusivamente com antibidticos (SMITH et al., 1995). Em ratos RNs, a administra¢io
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intraperitoneal de Streptococcus agalactiae ap6s a administragdo por sete dias do rhG-CSF na
dose de 5 ug/kg/d provocou neutrofilia sustentada e redugdo na mortalidade em relagio ao
grupo controle (50% versus 100%) 96 horas ap6s a indugdo da infecgdo. Nao se obteve o
mesmo sucesso na redugdo da mortalidade e prevengdo da neutropenia quando se adminis-
traram os antibidticos mais thG-CSF, 6 a 18 horas aps a administragdo intraperitoneal do S.
agalactiae (ROBERTS et al., 1991; CAIRO et al., 1992b). Esses dados sugerem que a eficacia
da droga esté relacionada a precocidade da administragdo, e bem menos a doses elevadas.

Em relagdo a RNs humanos, até o0 momento, cerca de 110 ja foram tratados com
rhG-CSF e, atualmente, estio em andamento dois estudos multicéntricos, um nos Estados
Unidos e outro na Europa, duplo-cegos, randomizados, controlados por placebo, sobre o uso
do medicamento em sepse neonatal tardia com o objetivo de reduzir a mortalidade em torno
de 10%. O estudo americano foi interrompido porque, para atingirem-se diferengas estatisti-
camente significativas na reduc@o da mortalidade, seria necessario um numero bem maior de
casos e também por terem sido observados grandes beneficios no aumento da resposta granu-
locitica e aumento da reserva medular de neutréfilos nos RNPTs (JEFES, 1997).

KOCHERLAKOTA & LA GAMMA, 1997; publicaram trabalho sobre o uso de
rhG-CSF, na dose de 10pg/kg/d, por trés dias, em 14 RNPTs com sepse € com neutropenia,
sendo 7 com sepse de inicio precoce € 7 com sepse de inicio tardio. Os resﬁltados foram
comparados’com controles historicos, de forma retrospectiva, com 11 neonatos com sepse e
neutropénicos. A mortalidade foi de 8% contra 45% do controle historico (p < 0,03). Mais
recentemente, BARAK et al. (1997) trataram 14 RNPTs com sepse e neutropenia com rhG-
CSF, na dose de 5 a 20 pg/kg/d por 5 dias, mais antibioticos, e fizeram comparagéo historica
com 24 casos. A mortalidade foi de 2 6Obitos no grupo tratado contra 9 6bitos nos controle, o

que ndo mostrou diferengas estatisticamente significativas (p <0,1).
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Uma possivel redugdo da mortalidade por sepse pode ser atribuida ao efeito do
rhG-CSF provocando um aumento da quantidade absoluta de neutréfilos e ao melhor funcio-
namento dos neutréfilos MANROE et al., 1979; GILLAN et al., 1993).

A duragio do tratamento foi de 3 dias, de acordo com a recomendagdo de CAIRO
(1989b) e GILLAN et al. (1993, 1994). Esse tempo ¢ suficiente porque a resposta dos
neutréfilos é imediata e mantém um platd em adultos apdés o quarto dia de tratamento
independentemente de novas administragdes, e, segundo varios autores, em RNPTs, apos o
terceiro dia, a contagem de neutr6filos também nfo se altera, ficando dentro de variagGes
normais (CAIRO, 198%; LA GAMMA, ALPAN, KOCHERLAKOTA, 1995,

KOCHERLAKOTA & LA GAMMA, 1997a).

6.6 - Efeitos do rhG-CSF sobre a Infeccio Hospitalar e
Outras Complicac¢oes

O nimero de pacientes livres de infecgdo até 28 dias de vida foi significativa-
mente maior no grupo que recebeu thG-CSF. A diferenga de 2 casos (9,1%) de infecgdo pos-
-natal no grupo rthG-CSF contra 9 (47,4%) no grupo placebo foi estatisticamente significativa
(p = 0,03). No grupo thG-CSF, detectaram-se 2 casos de sepse por Staphylococcus aureus,
enquanto no grupo placebo foram identificados 2 casos de Staphylococcus aureus, 4 casos de
Staphylococcus epidermidis e 1 caso de Staphylococcus hemolyticus, além de 2 casos de en-
terocolite necrosante. KOCHERLAKOTA et al. (1997b) estudaram 27 RNMBPs com neutropenia
induzida por hipertensdo materna e, apos o uso de thG-CSF (5 e 10 pg/k/d por 3 dias),
verificaram que a incidéncia de infecgdo hospitalar foi de 14% (2/14) no grupo que recebeu
rhG-CSF contra 61% (8/13) no grupo placebo (p < 0,05). A redugdo na incidéncia de infecgdo
hospitalar em prematuros tem grandes vantagens, como menor mortalidade geral, menor ni-

mero de complicagdes em outros 0rgdos, menor consumo de antibioticos e redugdo no tempo
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de internagfo hospitalar. O thG-CSF parece desenvolver um efeito protetor a médio prazo de-
vido ao aumento relativo do G-CSF plasmatico, revertendo a neutropenia e aumentando o
NSP. Além disso, observou-se marcante hiperplasia mieléide a nivel maturacional de neu-
trofilos sem aumento no nimero de precursores mieldides (CAIRO, 1989b; GESSLER et al,,
1993; GLASPY et al.,, 1998; DUHRSEN et al.,, 1998). A hiperplasia mieloide revela-se por
aumento na proporgdo mieldide:eritroide e na proporgdo de neutrofilos imaturos no sangue
(MIURA & MIURA, 1997, WOLACH, 1997). Em nosso estudo, essa relagdo foi 50% maior
no grupo com rhG-CSF, porém ndo atingiu uma significincia estatistica (p = 0,06). Vale
lembrar que o G-CSF € a mais potente das citocinas testadas como mobilizador de células
progenitoras hematopoéticas da medula 6ssea para o sangue periférico (WHEELER et al.,
1988; DEMETRI & GRIFFIN, 1992; MIURA, 1997b; MIURA & MIURA, 1997, DUHRSEN
et al., 1998).

A administragdo de rhG-CSF nfo provocou complicagdes pulmonares que deter-
minassem o aumento de oxigénio ou de ventilagdo mecanica ou tempo de hospitalizagdo.
Segundo alguns autores, a administragdo de rhG-CSF pode provocar agregagio de neutrofilos
no pulméo injuriado em ventilagdo mecénica com extravasamento dos mesmos, maior injuria
pulmonar e maior dependéncia de oxigénio e de ventilagdo mecanica, caracterizando um pul-
mio de choque (DALE et al.,, 1995; VAN DEVENTER, 1995). LUNDBLAD, NESLAND,
GIERCKSKY (1996) provocaram sepse intra-abdominal em ratos e estudaram a eficacia do
rthG-CSF na dose de 20 pg/kg/d em um estudo duplo-cego, randomizado, controlado por
placebo; eles verificaram redugio na mortalidade (96% para 42%) e diminuigdo das bactérias,
das endotoxinas circulantes, de TNF-a e de endotelina-1. O fluxo sangiineo na
microvasculatura melhorou e n3o se observou lesdo endotelial pulmonar mediada pelo
neutréfilo induzida pelo thG-CSF. Um outro estudo mostrou que o rhG-CSF provocou
bloqueio da agregagdo dos neutréfilos, enquanto no grupo placebo houve recrutamento dos

neutrofilos e aumento do TNF-oo (HARTUNG et al, 1995). Em nossa pesquisa, ndo houve
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diferencgas quanto ao tempo de dependéncia ao oxigénio, de ventilagdo mecanica, pneumonia,
hemorragia intraventricular e enterocolite necrosante, sugerindo que o thG-CSF ndo provoca
agregagdo neutrofilica a nivel do endotélio vascular injuriado. Portanto, os riscos provenientes
da reperfusdo apos a injuria endotelial com a ativagido de macrofagos e invasdo local por
neutrofilos aguardam maiores estudos, principalmente nas situagdes de displasia
broncopulmonar, enterocolite necrosante, retinopatia da prematuridade e hemorragia
intraventricular (DEMETRI & GRIFFIN, 1992; ADAM, LA GAMMA, BROWN, 1995;
ROSENTHAL et al. 1996).

No inicio do quadro foram detectados 14 casos de broncopneumonia associado a
sepse, fato que pode ser atribuido a presenga de corioamnionite e trabalho de parto prematuro
(GIBBS et al, 1992). No periodo pos-natal, foram diagnosticados mais 8 casos de bron-
copneumonia, sendo 6 no grupo placebo e 2 no grupo rhG-CSF, sugerindo também um efeito
protetor do thG-CSF contra infec¢@es pos-natais (GIBBS et al., 1992; KOCHERLAKOTA &
GAMMA, 1997b; WOLACH, 1997).

Em nosso estudo, a meningite esteve presente no inicio da sepse em 6 casos
(13%), sendo 1 por GBS, 1 por E. coli e 1 por S. aureus. Todos eles tiveram boa evoluggo.
Nao houve registro de meningite pos-natal. Na sepse ocorre elevag@o dos niveis de G-CSF no
sangue e no sistema nervoso central, principalmente quando ha meningite concomitante por
produgdo local de G-CSF (KAWAKAMI et al., 1990a; SHIMODA et al., 1991). O efeito do

rhG-CSF na protegdo a médio prazo do sistema nervoso central merece estudos posteriores.

6.7 - Efeitos do rhG-CSF sobre as Citocinas Hematopoéticas

Em nossa investigagdo, as citocinas analisadas — GM-CSF, TNF-a e a IL-6 — ndo
mostraram alteragdo de nivel sob a agdo do rthG-CSF. GORGEN et al. (1992) constataram

que a administracdo de altas doses de thG-CSF, 250 pg/kg, em ratos com sepse provocada por
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polissacarideos de bactérias gram-negativa, foi capaz de suprimir a produgéo de TNF-a. e re-
duzir a mortalidade e a injaria hepatica quando comparada a dose de 50 pg/kg e ao grupo pla-
cebo. LUNDBLAD, NESLAND, GIERCKSKY (1996) em um estudo duplo-cego e
randomizado, ap6s provocarem sepse abdominal polimicrobiana, administrando antibidticos
com ou sem G-CSF na dose 20 pg/kg/d em ratos adultos, verificaram supressdo nas
concentragdes de TNF-a e endotelina-1, além de redugdo na mortalidade e concentragdo de
bactéria. O aumento da dose para 100 pg/kg/d ou o uso profilatico de G-CSF néo trouxe
nenhuma vantagem. A supressio dos pro-inflamatorios também provocou redugdo na
producdo de endotelina-1, um potente vasoconstritor e depressor cardiaco, aumentando o
fluxo sangiiineo nas areas injuriadas. Assim, em animais, o thG-CSF aumentou a produgdo e a
fungdo dos neutrofilos e reduziu a produgio das citocinas pro-inflamatorias. Em humanos,
observou-se também um aumento significativo nos niveis dos antagonistas dos receptores de
IL-1 e de IL-8 e uma redugdo do interferon e de GM-CSF, produzindo efeitos benéficos na
resposta anti-inflamatoria (YUO et al., 1987, HAMMOND et al., 1989, LIESCHYKE &
BURGUESS, 1992).

Varios estudos tém mostrado que os RNs produzem menos G-CSF endogeno do
que os adultos (CAIRO et al, 1992b, CAIRO, 1993; BAILIE et al., 1994). Também ha
evidéncias de que o G-CSF endogeno é crucial na granulopoiese no periodo neonatal
(CARTWRIGHT, ATHENS, WINTROBE, 1964; WHEELER et al., 1988; WOLACH, 1997).
Niveis elevados de G-CSF sdo encontrados em estados de intensa demanda, como € o caso da
sepse, e, portanto s3o excelentes marcadores de infecgdo aguda, como demonstrado por
KAWAKAMI et al. (1990), IKENO (1994) e KENNON (1995), com boa sensibilidade ¢
excelente especificidade.

Em nosso estudo, houve aumento significativo nos niveis plasmaticos de G-CSF
24 horas e 72 horas ap6s a aplicagdo da primeira dose do thG-CSF, quando comparado ao

placebo. Além disso, o thG-CSF mostrou-se uma droga segura e bem tolerada, ndo tendo efei-
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tos de intolerdncia gastrointestinal nem reagdes alérgicas. Apds a primeira dose, em 24 horas
houve um aumento em 16 vezes na mediana do G-CSF (154 pg/ml para 2.568 pg/ml) e cerca
de 46 vezes a mais sobre a mediana do grupo controle. No grupo controle, apds 24 horas de
tratamento, os niveis de G-CSF baixaram de 141 pg/ml para 56 pg/m. E, 72 horas ap6s o
inicio do estudo, o grupo G-CSF mostrou uma mediana de 129 pg/ml contra 37 pg/ml do gru-
po controle (p = 0,007). Essa queda provavelmente seja devida a captagdo do G-CSF pelos
receptores de membrana celular, seguida da depuragio celular pelos neutréfilos circulantes
(NICOLA, 1989). Os niveis de G-CSF no inicio do estudo eram elevados em ambos os
grupos. Entretanto, comparado com o adulto, o RN ndo é capaz de gerar G-CSF efetivamente.
Anélises da expressio mRNA G-CSF do corddo umbilical € de mondcitos de adultos
mostraram expressdes de G-CSF negligenciaveis (NICOLA, 1989; CAIRO et al., 1992¢). De
modo similar, ap6s a ativagdo de células mononucleares do corddo, ocorre menor nivel de G-
CSF e de expressio mRNA G-CSF comparado com mononucleares do adultos similarmente
ativados (MILLER, 1979; CAIRO et al., 1992¢). Isto se repetiu quando se ativaram células
mononucleares de prematuros (CAIRO et al., 1992¢; SCHIBLER et al., 1993). Acrescente-se
que os niveis do G-CSF em RNTs com neutropenia sdo significativamente menores do que
em adultos com grau semelhante de neutropenia. Finalmente, durante a sepse experimental,
houve falhas na expressio mRNA G-CSF da medula Ossea, pulmdes, figado e bago

(GRANOWITZ et al., 1994; HARTUNG et al., 1995).

6.8 - Efeitos do rhG-CSF sobre os

Componentes Hematoldogicos

O uso de rhG-CSF tem mostrado produzir a proliferagdo do progenitor mieldide e
induzir neutrofilia no sangue periférico do RN humano, além de manter ou mesmo aumentar

de forma significativa as fun¢des do neutr6filo como quimiotaxia, migragdo, aderéncia ao en-
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dotélio e morte bacteriana (CAIRO, 1993; NANKERVIS & SEGUIN, 1995). Sabe-se que as

células-tronco (stem cells) do RN sdo incapazes de se diferenciar em neutrofilos durante a in-
fecgdo, devido ao baixo nivel de G-CSF endogeno (GESSLER et al., 1993). MAKHLOUF et al.
(1995) mostraram que a contagem de neutrofilos pode aumentar dentro de 6 horas apés a
administragdo de rhG-CSF e que esse aumento ¢ dose-dependente sustentado até por 2
semanas no RN. Esse aumento sustentado deve-se a entrada de mais células progenitoras na
via mieloproliferativa (LAYTON et al., 1989; BELLIS, SKLAR, OHLS, 1997).

A agdo do rh-G-CSF se da pela interagdo com os receptores de membrana das
células-alvo. Os receptores sdo especificos no estroma da medula dssea, tém aﬁnidade Unica e
ocorrem em todas as células da série de neutrofilos granuldcitos. Estdo também presentes nos
mondcitos e seus precursores, mas ndo nos linfocitos, em outros granuldcitos (eosinofilos e
basofilos), em megacaridcitos € em seus progenitores. A ligacdo, a internalizagio e a degrada-
¢do sdo necessarias para que a G-CSF possa exercer seus efeitos sobre a proliferagdo das cé-
lulas progenitoras, a diferenciagio e a restrigdo de linhagem (PLATZER et al., 1985; YUO et
al., 1987, HAMMOND et al., 1989, OGAWA, 1989; CARR & MODI, 1997). No estroma da
medula 6ssea, o G-CSF exerce seu efeito sobre as células progenitoras hematopoiéticas. Ape-
sar de o G-CSF endodgeno ter atividade na granulopoiese no periodo neonatal, seu nivel ¢ bai-
x0 em comparagdo com o do adulto (CAIRO, 1993; MORSTYN & DEXTER, 1995).
BEDFORD et al. (1995) mostraram que rhG-CSF na dose de 5 a 10 pg/kg/dia aumentou os
niveis de neutréfilos e monocitos em 12 RNs neutropénicos, sendo 7 deles com infecgdo
comprovada. Sua seguranca foi demonstrada por GILLAN et al. (1993) num estudo duplo-cego,
randomizado e controlado por placebo, em 42 RNs com sepse presumivel.

O aumento na contagem dos neutrofilos € considerado de grande importéncia no
RN neutropénico e sem NSP (CARTWRIGHT, ATHENS, WINTROBE, 1964;
CHRISTENSEN et al., 1982b; HILL, 1991, WHEELER et al., 1988). O G-CSF é o regulador

fisiologico mais potente da mielopoiese e um ativador efetivo da fungio do neutréfilo madu-



87
ro (MIURA & MIURA, 1997). Ele suporta o crescimento clonal dos progenitores do

neutrofilo (OGAWA, 1989) e aumenta a expressio dos receptores dos neutrdfilos, a
quimiotaxia, a atividade bactericida fagocitica, a geragdo de superoxido e também a
citotoxicidade celular anticorpo-dependente (PLATZER et al., 1985; YUO et al, 1987,
HAMMOND et al., 1989). WOLACH (1997) administraram thG-CSF ou thGM-CSF em 25
RNs saudéveis, respectivamente na dose de 10 pg/kg e 5 pg/kg, e verificaram que a
quimiotaxia melhorou 91% e 100% com G-CSF e GM-CSF nos casos com quimiotaxia
deficiente e 17% e 33% naqueles com quimiotaxia normal; e a produ¢do de superéxido nos
neutrofilos também passou para 52% e 89%, respectivamente, com G-CSF ¢ GM-CSF. Nos
casos de neutropenia grave apos uma terapia mielossupressiva, ocorre uma correlagdo inversa
entre os niveis de G-CSF e a contagem absoluta de neutréfilos (MATSUMOTO et al., 1987,
1991; BEGLEY, NICOLA, METCALF, 1988).

No inicio do nosso estudo, todos os pacientes tinham niveis elevados de G-CSF
endogeno e um total de 29 casos, isto €, 66% dos pacientes apresentavam neutropenia (ACN
< 1500/c), distribuidos de forma semelhante em ambos os grupos. Todos os casos de neutro-
penia ap6s a administragio de thG-CSF, em 24 horas, estavam com a contagem de neutrofilos
acima de 2000/c, ao contrario do grupo placebo, em que a metade persistiu com neutropenia.
A neutropenia, em geral, tem se correlacionado com altas taxas de mortalidade (MANROE et
al., 1979; CHRISTENSEN & ROTHSTEIN, 1980; SIEGEL & McCRACKEN, 1981,
CHRISTENSEN et al, 1982a, 1982b, WHEELER et al, 1984; BALEY et al,, 1988; DU
LOUVOIS & HARVEY, 1990; JAFARI & McCRACKEN, 1992; MANROE et al, 1992;
MUSTAFA & McCRACKEN, 1992; KLEIN & MARCY, 1995; HARRIS, 1996; STOLL et
al.,, 1996a; HICKEY & McCRACKEN, 1997; REREZ & WEISSMAN, 1997, WOLACH,
1997). O rhG-CSF aumentou as defesas do hospedeiro durante sepse experimental em animais
adultos (YASUDA et al, 1990, 1991). CAIRO et al. (1990a, 1990b) mostraram que a

administragdo de 5 pg/kg de G-CSF em dose unica ou a mesma dose por 7 dias consecutivos
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em ratos RNs com sepse experimental provocou aumento significativo em cerca de 6 vezes
nos niveis totais de neutrofilos e de 2 vezes no NSP. Segundo BELLIS, SKLAR, OHLS
(1997), a administragio de rhG-CSF aumenta as fungdes dos neutrofilos de aderéncia ao
endotélio e a expressdo do receptor quimiotaxico dos neutrofilos.

A administragdo de rhG-CSF em RNPTs induziu aumento sigMﬁcativo na conta-
gem total dos leucdcitos e dos neutrédfilos, além de um aumento no NSP 4 dias apds a Gltima
dose de rhG-CSF. Nao houve aumento significativo no estoque proliferativo de neutrofilos
(NPP). Isto foi também observado por CAIRO et al. (1990b; 1992a) e GILLAN et al. (1994)
quando estudaram ratos RNs com sepse presumivel. A NSP foi 20% mais alta no grupo que
recebeu rhG-CSF, e a relagdio NSP/NPP foi 30% maior do que no grupo controle.
Recentemente, o mesmo foi observado 48 horas apos a administragdo do rhG-CSF, com um
aumento discreto no niimero de mieldcitos e metamieldcitos e um grande aumento no nimero
de neutrofilos hipersegmentados (ULICH, DEL CASTILLO, SOUZA, 1988). Apesar da
relagdo mieloide:eritroide ter sido o dobro em relagdo ao grupo-controle, ndo houve
diferencas estatisticamente significativas (p = 0,06). A hiperplasia mieléide pode ser
demonstrada por um aumento na relagdo mieldide: eritréide, a propor¢do de neutrofilos
imaturos no sangue aumenta e, em acréscimo, formas avantajadas (polimacrocitos) sdo pro-
duzidas (MORSTYN et al., 1988, KAWAKAMI et al., 1990). Assim sendo, varios autores
recomendam cautela em pacientes com mielodisplasia, leucemia mieldide aguda ou leucemia
mieldide cronica. Nao tivemos nenhum caso de contagem de leucocitos superior a 100.000/mm’,
0 que seria uma indicagido formal para a suspensdo da droga (GABRILOVE et al, 1988b;
MILES et al., 1991, BONILLA et al., 1994, MORSTYN & DEXTER, 1995).

No presente trabalho, a contagem absoluta de neutréfilos duplicou 24 horas apos a
administragdo de rhG-CSF e quadruplicou 72 horas apés em relagdo ao grupo-controle. E, no
10° dia ap6s o inicio do estudo, ndo houve diferengas entre os dois grupos, apesar de a media-

na dos neutrofilos no grupo rhG-CSF ser 60% maior que no grupo placebo. Em ratos, a admi-
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nistragdo diaria de rhG-CSF induz uma neutrofilia sustentada (ULICH, DEL CASTILLO,

SOUZA, 1988). A neutrofilia é dose-dependente. Em criangas com neutropenia cronica grave,
a administragdo continuada de G-CSF pode manter os niveis de neutrofilos por anos (CAIRO,
1993; BONILLA et al., 1994). KOCHERLAKOTA et al. (1997) demonstraram que os prematuros
tém maior suscetibilidade & infec¢@o devido a menor expressdo dos receptorés dos neutrofilos
ao sistema complemento e que sdo corrigidos apds a administragdo de rhG-CSF na sindrome
séptica.

Em nossa pesquisa, houve um aumento significativo na éontagem absoluta dos
mondcitos 72 horas apos a 1* dose do thG-CSF. Varios autores relatam aumento ‘signiﬁcativo
no nimero de mondcitos apds o término do medicamento, mostrando que de fato o thG-CSF
também atua elevando o nimero de monocitos circulantes (CAIRO et al., 1992b; SCHIBLER
et al., 1993; BEDFORD-RUSSEL et al., 1995, KOCHERLAKOTA & GAMMA, 1997b).

A contagem absoluta de linfocitos ndo sofreu alteragdes com a administragdo de
thG-CSF, uma vez que os linfocitos e seus precursores ndo possuem receptores para o
G-CSF (NICOLA, 1989). Contudo, no estudo de KOCHERLAKOTA & GAMMA (1997b),
ocorreu aumento significativo da contagem de linfocitos no 7° dia, porém dentro das
variagGes normais, semelhante ao verificado em nosso estudo.

A contagem de plaquetas manteve-se normal, sem plaquetopenia nem plaquetose.
O G-CSF n#o altera a agdo da trombopoetina. Um estudo (NICOLA, 1989) com altas doses
em cies e macacos mostrou redugdes minimas na contagem de plaquetas do sangue periférico
por aumento do seqiiestro esplénico, mas sem necessidade de compensagdo hematopoiética,
sem alteragdo na trombopoiese € sem os efeitos adversos associados. No estudo de BEDFORD-
RUSSEL (1995), alguns casos apresentaram plaquetopenia e, segundo a autora, a causa da

neutropenia seria a doenga basica, pois a plaquetopenia ja existia antes da administragdo do

rhG-CSF.
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A avaliagdo quanto a eritropoiese em nosso estudo ficou prejudicada porquanto
procurou-se manter nos primeiros dias de vida nos RNs criticos niveis de hematocrito acima
de 40%, ocorrendo a transfusdo de concentrado de hemacias (10 ml/k/dose) quando o paciente
apresentava quedas no hematdcrito abaixo de 40%. Em camundongos, a eritropoiese foi redu-
zida com tratamento com G-CSF em altas doses e durag@o prolongada (mais cie 100 pg/kg/dia),
ocorrendo compensagdo através da eritropoiese esplénica (MOLINEAUX, PODIJA,
DEXTER, 1990; CAIRO et al., 1992b). Nos estudos clinicos, em pacientes com neoplasias
malignas e neutropenias cronicas graves, nio se observaram efeitos dirétos sobre os eritrocitos
a médio e longo prazos (MOLINEAUX, PODJA, DEXTER, 1990; CAIRO et al., 1992b).

Resumindo este estudo, podemos afirmar que o emprego do thG-CSF mostrou um
aumento na contagem de neutrofilos circulantes e no NSP. Houve redugdo estatisticamente
ndo significativa da mortalidade imediata por sepse nos primeiros 7 dias e redugdo signifi-
cativa na incidéncia de infec¢do hospitalar nos primeiros 28 dias. A dose empregada de
10 pg/kg/d por 3 dias € segura e sem paraefeitos. Isto vem ao encontro da recomendagéo de
usar o thG-CSF frente a um RNPT com sepse e com neutropenia, mesmo em vigéncia de anti-
bidticos adequados, devido a alta mortalidade e ao grande numero de complicagdes

(MORSTYN et al., 1988).
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7

CONCLUSOES

Os dados do presente estudo permitiram que se estabelecessem as conclustes
abaixo.

* A administragdo de rhG-CSF nos pacientes mostrou-se um medicamento seguro,
bem tolerado e sem para-efeitos imediatos.

o O rhG-CSF ndo produziu redugio da mortalidade na sepse neonatal precoce em
RNPTSs em niveis estatisticamente significativos, embora se houvesse observado uma tendén-
cia de reducdo na mortalidade nos primeiros 7 dias de vida.

o O rhG-CSF reduziu de forma significativa a incidéncia de infecgdo hospitalar
até 28 dias apos o inicio do tratamento.

» O rh-GSF produziu uma elevagio na contagem de leucécitos e neutrofilos 24 e
72 horas apos o inicio do tratamento e, dez dias ap0s, os niveis foram semelhantes.

« Nao houve alteragdes sobre a contagem de linfocitos, eosindfilos e plaquetas
apos a administragdo de rhG-CSF. Houve um ligeiro aumento na contagem de mondcitos.

« O rhG-CSF produziu elevagdo significativa da citocina G-CSF 24 e 72 horas
apos o inicio da administragéo.

« Nao houve alteragdes nos niveis das citocinas GM-CSF, TNF-o e IL-6 apos a
administragio de rhG-CSF.

+ O rhG-CSF provocou aumento no NSP e na relagio NSP/NPP 7 dias apos o
inicio do tratamento.

« Naio foram observados efeitos colaterais respiratorios e na contagem de pla-

quetas apOs o inicio do tratamento com rhG-CSF.
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ANEXOS




TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

1. Justificativa: a doenca apresentada pelo recém-nascido chama-se septicemia,
que ¢ uma infecgdo generalizada. A mortalidade associada € elevada, em torno de 50%, e
mesmo entre os sobreviventes, cerca de 20% ficam com problemas.

2. Objetivos: usar thG-CSF, granulokine, que é um medicamento que possivel-
mente seja capaz de reduzir a morbi-mortalidade da sepse neonatal.

3. Riscos e os desconfortos: em recém-nascidos nfo ha relatos quénto a intole-
rancia ou outros efeitos adversos, exceto uma trombocitopenia transitoria, isto é, uma redugéo
da quantidade das plaquetas do sangue.

4. Possiveis beneficios: o uso desta medicagdo pode reduzir em 50% a mortalida-
de por septicemia neonatal.

5. Procedimentos envolvidos: todos os recém-nascidos incluidos no estudo po-
derdo receber, por sorteio, o medicamento ou uma substdncia sem agdo terapéutica (placebo).
Além da rotina de investigagdo da septicemia, que consiste na analise do sangue (hemograma,
hemocultura, bioquimica, gasometria arterial), cultura do liquor via pung@o liquescia do SNC,
cultura urinaria de urina coletada por aspiragdo supra-puibica, cultura das fezes, vamos pro-
ceder duas pungdes aspirativas da tibia, antes e ap0s a administragdo do rhG-CSF, para a com-
tagem do pool proliferativo de neutrofilos (NPP) e do pool de reserva medular de neutrofilos
(NSP). N&o ha riscos ao paciente decorrentes da pungdo Ossea, de acordo com os dados de

literatura.



Eu,

responsavel legal do recém-nascido , fui informada
dos objetivos desta pesquisa, de forma clara e detalhada. Recebi as inforrr;agﬁes especificas
sobre cada procedimento, dos desconfortos ou riscos previstos, tanto quanto dos beneficios
esperados. Todas as minhas duvidas foram respondidas com clareza e sei que poderei solicitar
novas informag&es a qualquer momento, mesmo durante a realizaggo da pesquisa. Além disso,
sei que tenho a liberdade de retirar meu consentimento de participagdo na pesquisa, face a
novas informagdes.

O responsavel pelo projeto de pesquisa, certificou-me de que as informagdes por
mim fornecidas terdo carater confidencial e serdo utilizadas apenas para fins cientificos. A
pesquisa podera ser interrompida, a critério dos pesquisadores, caso ocorram riscos ou benefi-
cios diferentes dos previstos.

Fui informado que caso existam danos a satide de meu filho(a), causados direta-
mente pela pesquisa, terei direito a tratamento médico e indenizagdo conforme estabelece a
lei. Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orgamento da

pesquisa.

(assinatura do responsavel legal do paciente)

(assinatura do pesquisador)



FORMULARIO DO PROJETO G

UNIDADE DE NEONATOLOGIA

I- IDENTIFICACAO

Prontuario | | | | | | | D Nome:
pnese: [T 11111 [ O 0O O [OLJ [
ldade [ T] L1] 0o O
apgar: L [T] (] O] CETTTT] CTTTTTT L0 O

Entrada Saida

I. DADOS OBSTETRICOS




II. CARACTERISTICAS INICIAIS DO RECEM-NASCIDO

Ins. renal aguda
Letargia

Leucograma alterado
0,

Quedas saturagdo< 85%
Residuo gastrico

IV - INFECCAO E CULTURAS DO RECEM-NASCIDO

Localizacio Resultado

V. ANTIBIOTICOS VI. TRATAMENTO




VIL. EVOLUCAO

D D Causa Clinica: AnAtomo-patoldgico: ........ccerververeiieeee e
Relacionado a infecdo D [:l Reinternou por infecgfo D D
Parimetros Parimetros
7.1 Choque 7.9 Hemorragia
7.2 Cirurgia abdominal intraventricular
73 CIVD 7.10 HPRN
7.4 Convuisdes 7.11 Ins. renal aguda
7.5 CPAP 7.12 Meningite
7.6 Membrana hialina 7.13 Nutrigio parenteral
7.7 Ducto arterioso patente 714 O,

7.8 Enterocolite necrosante 7.15 Pneumotdrax
7.16 VM
VIII. EFEITOS ADVERSOS G-CSF
Parimetros
8.1 Anemia
8.2 Febre

8.3 Rash cutineo
8.4 R. Leucemoéide
8.5 Trombocitopenia
8.6 VOmitos




IX - PARAMETROS EVOLUTIVOS

Pariametros

30 dias

9.1

Basofilos

9.2

Bastonados

9.3

Eosinéfilos

9.4

G-CSF

9.5

GM-CSF

9.6

Hb

9.7

Ht

9.8

IL-1

9.9

IL-6

9.10

Leucocitos

9.11

Linfécitos

9.12

Metamieldcitos

9.13

Mieldcitos

9.14

Mondcitos

9.15

NPP

9.16

NPP + NSP

9.17

NSP

9.18

Peso

9.19

Plaquetas

9.20

Segmentados

9.21

SNAP

9.22

TNF

9.23

Mieloblastos

9.24

Promielocitos

9.25

Mielécitos:

9.26




9.27 Basofilos
9.28 Metamielocitos
9.29 Neutrofilos polimorfo
9.30 Basofilos polimorfo
9.31 Basofilos polimorfo
9.32 Linfocitos
9.33 Células plasmaticas:
9.34 Mondcitos
9.35 Células reticulo
9.36 Megacaridcitos
9.37 Pronormoblastos
9.38 Normoblastos
Cédigos: P1 - S. coagulase negativo
P2 - S. aureus
I, 11 1 (Sim) Loosim DR eunonia
P5 - Outro gram-negativo
2 (Néo) P6 - Streptococcus grupo B
IV : localizacéo Tipo
1. Septicemia/bacteremia 1. Sangue
2. Broncopneumonia 2. Liquor
3. Meningite 3. Urina
4. Enterocolite necrosante 4. Secregdo bronquica
5. Infecgdo urinaria 5. Fezes

6. Choque séptico
7. Faléncia de multiplos 6rgdos

6. Pele e mucosas



V: Antibiéticos

1. Ampicilina
3. Vancomicina

VII : Evolugio

7.9 Hemorragia Intraventricular: I - grau I

2. Amicacina

4. Cefotaxime
5. Imipenem

6. Gentamicina
7. Metronidazol
8. Outros

2-graull 3 -graulll 4 - grau IV

8. Ciprofloxacin
9. Outros
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