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[. INTRODUCAO



A heterogeneidade de enfermidades no interior de uma Unidade de
Terapia Intensiva continua sendo um dos grandes desafios no dia a dia do
profissional envolvido nessa area. Varios autores tém se preocupado em
caracterizar 0s riscos de mortalidade de pacientes dessas unidades, na
tentativa de se obterem dados, que permitam efetuar um progndstico baseado
nas condigbes clinicas do doente e até determinar numericamente a
probabilidade de sua sobrevivéncia (POLLACK ef al., 1984a; KNAUS ef al.,
1984;POLLACK et al., 1984b).

Nenhum parametro, entretanto, foi sensivel o suficiente para influenciar
a terapéutica sobre um unico paciente devido a falta de especificidade. Os
"scores” existentes medem o desvio do normal de certos parametros clinicos
laboratoriais fisioldgicos, previamente selecionados que correlacionam a perda
da homeostasia com a severidade da doenca. Muitas vezes 0s pacientes com
prognostico desfavoravel sobrevivem e, os de progndstico mais favoravel
evoluem para Gbito. Isto ocorre porque esses Obitos inesperados ndo estao
diretamente relacionados com a deenga no momento da internagao e sim com

complicagbes posteriores.

O interesse no estudo e aplicacdo de indices prognésticos vem
ganhando espago no Brasil, devido as restricbes econdmicas e sociais,
exigindo um controle sobre a eficacia das unidades de terapia intensiva, com
um melhor entendimento da qualidade e oportunidade da assisténcia médica
(ROCCO &DAVID, 1993).



Grandes avangos na terapéutica e abordagem da crianga gravemente
enferma tém ocorrido nas ultimas décadas, reduzindo os niveis de mortalidade,
seqlelas e tempo de permanéncia hospitalar, possibilitando a reintegracio

mais rapida dos pacientes a sociedade.

Paralelamente a esses avancgos, existem hoje grandes centros
especializados pelo mundo inteiro, treinando, a cada dia, mais profissionais
dispostos a se aprofundar no ramo, ¢ que acelerou muito o numero de unidades
de cuidados intensivos nas diversas especialidades. Esta pratica acabou se
refletindo positivamente, trazendo contribuicbes a literatura com uma visdo que
aborda um outro angulc na pesquisa cientifica. Igualmente, tenta-se dar
respostas aquilo que, a principio, nao se conhece em sua totalidade e, até com
certa freqUéncia, levantam-se hipdteses oriundas, na maicria das vezes, de

experiéncias in vitro ou in vivo, realizadas em animais.

Quimiotaxia & um processo no qual as células fagocitarias séo atraidas
para o local da inflamagdo. O termo foi usado, pela primeira vez, por Leber
(1888) e, posteriormente, por Comandon (1917) que utilizou recursos de

cinematografia existentes a época ("time-lapse”) para demonstrar o fendmeno.

Anos depois, em 1938, a conhecida "leucotaxina”, uma substancia
endogena que reproduzia varios aspectos do processo inflamatério observados
durante a lesao tecidual, foi isolada e caracterizada por Menkin (1938}, que
resultou ser o préprio sistema complemento, o responsavel por alguns tipos de
migracéo leucocitéria e que também aumentava a permeabilidade capilar, como
constatou Delaunay et al(1951), Miles e Wilhelm (1955 e 1958} e Spector
(1957).



Entre 1925 e 1940, os Clarks foram os primeiros a observar que 0s
polimorfonucleares neutréfilos atravessavam a parede dos vasos com maior
velocidade do que outros tipos de leucocitos, cujo processo durava de 2 a 8
minutos. Naquela ocasido puderam concluir que era necessaria uma alteragéo

do préprio endotélio antes de ocorrer a migragao.

Ainda nessa época, varios investigadores, de forma independente,
observaram que a deplegio de neutrofilos em animais aumentava a freqUéncia
de lesGes a nivel de pequenos vasos por reagbes do tipo imune, como a
reagdo local de Arthus, a doenga do soro, a nefrite nefrotéxica e a artrite
(Stetson, 1951; Humphrey, 1955; Page e Good, 1958; Movat et al, 1963; De
Shazo ef al., 1972).

Mais recentemente, Showell e Williams (1989), demonstraram que a
presenca dos neutréfilos era necessaria para haver aumento da permeabilidade
capilar (edema tissular) e lesdo. Esse estudo foi realizado em animais,

utilizando modelos de alergia aguda e de inflamagio n&o alérgica.

Nos mamiferos, os polimorfonucieares neutrdfilos sdo as células
efetoras primérias que participam na resposta inflamatdria. A medula éssea
produz em torno de 80 milhSes de neutrdfilos por minuto, Tém meia vida
relativamente curta, de 2 a 3 dias, se comparados com macréfagos, que podem
viver por varios meses e até anos. Representam cerca de 60-70% do total de
leucdcitos circulantes no sangue, porém, sao também encontrados nos leitos
extravasculares (ROITT, et al., 1989).



Como o prépric nome sugere, as formas maduras de
polimorfonucleares, geralmente possuem um nucleo multilobulado e contem
varios tipos de granulos. Sao classificados em neutrdfilos, eosindfiios e

basdfilos, com base em técnicas histolégicas de coloragdo de seus granulos.

Neste trabalho, a ateng&o esta voltada preferenciaimente aos
polimorfonucleares neutrofilos. Eles, medindo entre 10-20 um de diametro,
representam cerca de 90% das formas circulantes. Possuem dois tipos
principais de granulos. Os granulos primarios (azurofilicos) contem hidrolases
acidas, mieloperoxidase e muramidase(lisozima); os granulos secundarios ou
especificos, aléem de lisozima, s&o ricos em lactoferrina. Estes dois tipos de
granuios t&ém importante participacao, acoplados ao processo de fagocitose que
ocorre no interior da célula (ROITT, et al., 1989; CALICH & VAZ., 1889),

SKALAK et al(1984) verificou in vitro, que os polimorfonucleares
neutréfilos s&o dotados de propriedades viscoelasticas que permitem a sua
deformacao e iocomoc¢io. Em solucées isotdnicas ou no interior de arteriolas e
vénulas, apresentam-se geralmente esféricos, deformando-se ac passar pela
rede capilar da microcircuiacdo. Locomovendo-se sobre um substrato, a sua
por¢do anterior se distende, na forma de um véu hialino (lamelipédio) e a
porgao posterior adquire a conformagae de uma cauda (uropédio). Entretanto,
células em suspensdc podem, também, exibir formacdo de pseudodpodes,
indicando que a energia e forgas necessarias a sua deformagao sao de origem

interna e ndo dependem de propriedades exclusivas da ceéluia.



Em condicbes normais, os neuirdfilos presentes na circulagdo sob a
forma ndo ativada (sem priming), ocasionalmente interagem de forma
irreversivel, com as células endoteliais. Durante o processo inflamatério esta
situacdo se reverte dramaticamente quando grande numero de neutrofilos
comegam a aderir ao longo da parede endotelial com movimentos rotatérios no
local lesado. Posteriormente, migram através da parede do vasc em busca de
material estranho para iniciar a fagocitose, acoplada a um processo de lise

enzimatica e formacao de metabdlitos reativos do oxigénio (RAMPART, 1994).

Varios tipos de moléculas de adesdo, localizadas na superficie de
células endotelias e de neutrdfilos, parecerh estar envolvidas no processo
inflamatério. Assim que este se inicia, as selectinas endoteliais se tornam
presentes, provavelmente, devido a sua alta afinidade por residuos de acido
sialico contidos na superficie dos neutrofilos (PHILLIPS, et af., 1990). Este
mecanismo requer a presenga do GMP-140 e da moiécula de adesdo do
leucécito, localizada na célula endotelial (FLAM-1). Esta ditima é responsavel
pela adesividade inicial, decorrente da prépria lesdo, e da acdo de endotoxinas

ou de citocinas soltveis, podendo durar de 10 minutos a 4 horas (MANTOVANI,

et al., 1992).

Um segundo mecanismo de adesdo, combina a acdo das integrinas
(glicoproteinas localizadas na superficie dos neutréfilos), com as moléculas de
ades&o intracelulares contidas nas células endoteliais (ICAM-1). A integracéo
dessas duas familias & vital para que o neutrofilo possa migrar normalmente
(TODD & FREYER., 1988).



Durante décadas, diversos ftrabalhos foram publicados utilizando
ensaios  indiretos para determinar a quimiotaxia de leucocitos
polimorfonucleares in vitro. A camara de Boyden, permitindo ensaios indiretos,
foi uma ferramenta de grande utilidade para determinar o potencial quimiotatico
de varias substancias (HADDOX & PFISTER, 1993). Hoje estdo disponiveis
comercialmente, diversos modelos modificados da camara de Boyden. Alguns
criticos recomendam que este fipo de camara deva ser utilizado como método
inicial de “screening’, para avaliar a quimiotaxia de grandes amostras, porgue
nao é capaz de discriminar com precisédo, quimiotaxia de quimiocinese. Ensaios
posteriores, porem, do tipo direto, seriam mandatérios para complementar

qualquer investigacao.

Estimulos gquimiotaticos classicos come a n-formyl-metionil-leucyl-
fenilalanina (fMLP), zimosan, fator de agregac&o plaquetaria (PAF), interferon,
interleucinas (IL-8), lipopolissacaride de E. coli {LPS) e outros, tém sido
longamente usados para induzir a migracdc de polimorfonucleares com

metodologias diversas, tanto em humanos como em animais, in vitro ou in vivo.

SUGAWARA et a/.(1995), comparam a locomogao in vitro de neutrofilos
humanos com o0s de varios animais, que sendo expostos aocs mesmos agentes
quimiotaticos, demonstram significativamente, a superioridade da espécie
humana. Entretanto, foram publicados outros trabalhos, avaliando a inibigéo da
guimiotaxia, como acontece com a toxina da B. pertussis, que se liga a proteina
G, acoplada ao receptor. Ela é capaz de inibir a resposta a agentes
guimiotaticos classicos, ao ser pré-incubada com os neutrofilos {THELEN et al,
1995). Inibicdo medicamentosa por anti-inflamatorios ndo esterdides (AINES)

de amplo uso em criangas, como 0 acido acetil-salicilico, o tenoxicam, piroxicam



e o diclofenaco de sddio sdo inibidores dose-dependente da quimiotaxia
(HASCELIK et af., 1994),

Com o sucesso na amplificagdo da inflamacgéo, observado com extratos
de polissacaride de E. coli, retirado de bactérias gram-negativas, pode ser

conhecida mais detalhadamente a estrutura desta substancia (Fig. 1a e Ib).

Foi confirmada a existéncia de um antigeno -0 Antigeno "0"- que
consiste em uma cadeia lateral de polissacaride, 0 qual, por sua vez, liga-se a
um fosfolipide contendo glicosamina -o Lipidio "A"- através do polissacaride
"core". A variabilidade antigénica entre os diversos lipopolissacardes isolados
de diferentes cepas, deve-se primariamente, a diferencas no antigeno "O", ja
que o componente lipidico "A" permanece inalterado do pontc de vista
antigénico (GIROIR, 1993; RAETZ, 1990; RAETZ et af., 1991).



M. externa da bactéria

Polissacaride-core

Lipidio “A" Antigeno "0"

Fig. la O diagrama ilustra a estrutura do lipopolissacaride
de E.coli, composta de uma cadeia lateral, o antigeno-0
ligada a um fosfolipide contendo glicosamina (lipidio-A) atra
vés de uma ponte, o polissacaride “core”.

(Crit Care Med 1993; 21:780-789)
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Fig. tb Observa-se em detalhes a localizagio dos lipidios e proteinas
no envelope daE. coli. As pequenas estruturas retangulares e ovais
localizadas no terco superior ilustram os residuos de aglcares (hexo-
sa). Os circulos pretos cheios, representam as cabegas dos grupos po-
lares dos fosfolipides. MDQ, sdo oligossacarides derivados da mem
brana, e, o KDO, é o acido 3-desoxi-D-manno-octulosénico. O KDO e a
hexosa representam o core interno do LPS. (FASEB J., 5: 2653,

1991).



10

A existéncia de receptores especificos de LPS, nivel de membrana
celular em mamiferos, ficou bem documentada, micialmente em murinos (em
esplenocitos isolados). Nestes, o primeiro receptor de membrana e de natureza
protéica descoberto até esse momento, era de 80-kDa com capacidade para
reconhecer o lipidio A da molécula de LPS, também presente em linfocitos T e

B e macrofagos, porém, ausente em hemacias humanas.

Um segundo receptor, com peso molecular de 95-kDa, foi
posteriormente descritc por Golenbock ef a/{1990), e isclado em fagécitos
humanos, sem lhe afribuir funcdes bioldgicas associadas com a ligagao ao LPS.
Provavelmente tenha alguma agdo como receptor scavenger em macréfagos,
podendo facilitar o clearance e a detoxificagdo do LPS, ja que a recaptagéo e o
metabolismo de derivados do LPS, executada por macrofagos, foi bloqueada
guando lipoproteinas acetiladas de baixa densidade ocupavam esses

receptores.

Também se comprovou a presenga de uma proteina sérica ligadora de
LPS, de 60-kDa, sintetizada no figado e presente em baixas concentragdes
plasmaticas em condigbes normais, tendente a elevar-se na vigéncia de um
processo inflamatério agudo, com capacidade de reconhecer a regido do lipidio
A na molécula de LPS (HEWETT & ROTH, 1993). Essa proteina, denominada
LBP, & capaz de aumentar a fagocitose de bactérias gram-negativas.
Provavelmente, funciona como uma opsonina, que ligando-se ao LPS na
superficie da bactéria, permite o reconhecimento do mesmo por células
fagocitarias (WRIGHT et a/., 1989).



il

A interacao do LPS com os fagocitos in vitro, depende da presenca do
CD18, receptor de natureza protéica, que pertence a familia das integrinas
(WRIGHT & JONG, 1986). Macréfagos e polimorfonucieares possuem o
receptor CD18 na sua superficie, 0 qual, em associagido com um subtipo de
receptor CD11, s&o capazes de mediar uma série de fungbes. Dentre elas, a
aderéncia de celulas a superficies e fagocitose de particulas (opsonizadas),
com fatores derivados do complemento ou com anticorpes (WRIGHT &
DETMERS, 1988).

A interagdo do LPS com o© receptor CD18, ocorre de forma
independente, nao precisando de opsonizacao previa por fatores derivados do
complemento ou por anticorpos, e parece ser relevante na fagocitose de

bactérias gram-negativas pelos fagécitos.

QO processo inflamatério agudo, visto em nivel de microcircuiacéo, no
qual a célula endotelial é o seu érgao alvo, mantém uma integracdo direta e
acoplada com o neutrdfilo; ambos constituem © mecanismo basico da
inflamag&o. A maior preocupagdo tem sido a forma de blequear a reagdo
inflamatéria uma vez iniciada ou, entdo, ac menos atenuar, de alguma maneira,

0 processo, tentando poupar, ac maximo, a celula alvo.

A marginagédo (rofling) de leucdcitos in vivo, pode ser rapidamente
induzida em vénulas pos-capilares, apdés o comprometimento do endotélio por
um estimulo inflamatdrio. Moléculas de adeséo localizadas na superficie da
célula endotelial, garantem a seqléncia desse processo. Dentre elas, a familia
das selectinas (P-, -, e E-selectina), tem uma participacdo relevante. As

selectinas P e E, se expressam na superficie de células endoteliais ativadas, e
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se ligam a receptores localizados nos neutrdfilos. A L-selectina, se expressa
exclusivamente nos neutréfilos e se liga firmemente ao endotélio. Com base
nessas descobertas e na precocidade em que ocorre a marginagao no processo
inflamatério, € que se propds inibir a acdo das selectinas através de anticorpos
monocionais do tipo 1gG. No estudo realizado por NORMAN, K.E. ef al. {1995}
in vivo em ratos, verificou-se que houve redugéo significativa da diapedese em
vénulas de mesentério, nagqueles animais cujos neutrdfilos tinham  sido
incubados com anticorpos monoclonais especificos, anti-P-selectinas do tipo 1.
Este tipo de ensaios, certamente contribuira com as informagdes ja existentes,
na elucidacdo dos mecanismos de adesdo endotélio-neutrdfilo no local da

inflamagao.

A diversidade de mediadores existentes e seus precursores de natureza
protéica, sua integragéo com alguns receptores ndc completamente estudados
e o isolamento de certos antagonistas endégenos, parecem ter apontado com
maior precisdo o rumo das investigagbes. Entretanto, doengas mais recentes
como a Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (ACCP,1992),
relativamente frequente nos pacientes criticos e que se refere aoc mesmo
guadro clinico e fisiopatoldégico visto na sepsis, porém sem confirmagéo
diagnéstica laboratorial, espera por maiores descobertas que possam modificar,

de alguma forma, as taxas de sobrevida.

Certas doencas inflamatérias, como a glomerulonefrite e a artrite
reumatdide, tém sido Uteis ao se estudar o processo inflamatério, possibilitando
analisar o fendtmeno de forma amplificada, verificando ngo somente o acumulo
de neutréfilos no local da lesdo, mas também a participagdo de mediadores

liberados pelos tecidos, enzimas lisossémicas, anions superoxidos e radicais
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livres, entre outros, gque podem potencializar as lesdées nos tecidos vizinhos
(MALLECH & GALLIN, 1987; LEHRER ef a/.,1988;, HESTON & JOHNSTON,
1987; WEISS, 1989).

No vasto contexto da inflamagdo, a migracédo de polimorfonucleares
neutréfilos tem sido analisada detalhadamente sob varios aspectos, dentre eles
a funcdo microbicida, a locomogéo, a adesividade {comprometida na sindrome
da deficiencia de adesividade leucocitaria), a morfologia (com énfase nos
receptores nivel de membrana), a bioquimica dos componentes intracelulares

tais como a producdo de mieloperoxidase, defeitos granulares, e sua interagao

com outras celulas.

E totalmente invidvel pensar em quimiotaxia de polimorfonucleares
como um evento isolado. A interagdo de outras células que participam do
processo inflamatdrio foi confirmada; € o caso de macréfagos residentes, que
guando depletados inibem o recrutamento de neutréfilos ao local da les&o, fato
bem documentado nos trabalthos de SOUZA ef a/.(1988) e KLEIN ef a/.(1995).
Este UGltimo, avaliou em ratos imunizados iratados com dexametasona, a
participacdo de linfoécitos na migracdo de polimorfonucleares, induzida por
ovalbumina, verificando que nos animais tratados néo se observou ¢ acumulo
de neutréfilos no tecido lesado. Isto implica que haja alguma participagao
especifica dos linfécitos, com liberagdo de algum fator(es) quimiotatico(s),
diferente dos observados por outras citocinas, que € sensivel ao bloqueio pela

dexametasona.



14

Embora a diversidade de doengas numa Unidade de Terapia Intensiva
determine abordagens terapéuticas das mais variadas, foi comprovado que ©
fator esfresse € um denominador comum em todos os pacientes. Na auséncia
de esfresse, o organismo mantem um equilibrio dindmico, conhecido como
homeostase resultante de forcas internas e externas complexas; quando ©
equilibrio € ameacado ou perdido, respostas de tipo molecular, celular,
fisioldgicas e comportamentais sdo ativadas na tentativa de restabelecer a
homeostase. Estas respostas podem ser especificas e localizadas como ocorre
com a secregdo de insulina quando se eleva a glicemia, ou generalizadas e
inespecificas como a ansiedade severa (MITCHELSON ef a/.,1994). Parece
haver um predominio de respostas inespecificas ao se perder o equilibrio
homeostatico, que deu lugar a uma sindrome, que STERNBERG ef af(1992)

denominaram de Sindrome do "Stress" ou de Adaptacao geral.

Dada a elevada incidéncia de infeccdo nos pacientes internados,
adquirtda dentro ou fora do hospital, e para melhor avaliar o componente
inflamatério decorrente da infecgio, optou-se pela utilizacdo do LPS como
indutor de migragdo. Este ja demonstrou ser um excelente meio amplificador

dos fendbmenos cbservados in vivo.

O presente estudo analisa in vifro a quimiotaxia de polimorfonucleares
de criangas em estado critico, submetidos a um estimulo gquimiotatico e
determina a influéncia deo soro dessas criangas na quimiotaxia de

polimorfonucleares de individuos sadios (controles).



II. OBJETIVOS
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OBJETIVOS

GERAIS

e Avaliar a quimiotaxia in vitro de polimorfonucleares em criangas com doencas

agudas graves, internadas em uma unidade de terapia intensiva pediatrica.

ESPECIFICOS

Avaliar:

1. A guimiotaxia de polimorfonucleares em criangas com doeng¢as agudas

graves, infecciosas e nao infecciosas.
2.8e o soro de pacientes (criangas) possui propriedades inibitorias da
quimiotaxia de polimorfonucleares em doadores sadios.

3. Se ha ou néo associacdo das fracbes C3c e C4 do complemento, do cortisol
sérico e da contagem absoluta de leucocitos, de individuos sadios e

pacientes, com a quimiotaxia dos mesmos.



[II. CASUISTICA E METODOS
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1. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

1.1. PACIENTES

O presente trabalho foi realizado com criangas gravemente enfermas,
admitidas na Unidade de Tratamento Intensivo Pediatrica (UTIP) da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas, no Hospital de

Clinicas (HC-UNICAMP) no periodo de maio de 1994 a fevereiro de 1995.

A idade das criangas variava entre 1 e 14 anos e estas apresentavam
doencas diversas (Tabela lll.1), predominantemente de carater inflamatorio,
infecciosas e ndo infecciosas, num total de 33 pacientes (estudo) e 29 doadores

(controle).

Todos os pacienfes foram acompanhados até o momento da aita e/ou

Gbito dentro da Unidade.

1.2. CRITERIQS DE EXCLUSAO

Lactentes menores de 1 ano de idade, pacientes em uso diério de
corticoides(até 15 dias precedentes & internacdo), uso de aminofilina
(CONDINGC NETO, 1990) e tratamentc recente com quimiocterapia e

radioterapia.
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Nao foi possivel determinar se havia pacientes fazendo uso de anti-
inflamatorios ndo esteroides (AINE) no momento da internagédo. Cefazoling,
ampicilina, cloranfenicol e amicacina foram usados em 48.5% dos pacientes. Os

51,5% restantes, nao fizeram uso de antibidticos.

Tabela lll.1 RELACAO DAS DOENCAS APRESENTADAS
PELOS PACIENTES QUE PARTICIPARAM DOS
ENSAIOS DE QUIMIOTAXIA IN VITRO, AO SEREM
ADMITIDOS NA UTIP.

CLASSIFICACAO DAS PATOLOGIAS

NAO INFECCIOSAS INFECCIOSAS
Traumatismo cranioencefalico Sépsis(H. influenzae)
Hemopneumotérax Sépsis(criptogenética)
Pneumotdrax Sépsis(estafilocéccica)
Fratura de membros Eépsis(pneumococo)
8d. do tanque Sépsis(E. col))

Trauma abdominal
Politraumatizados

Sd. de Pallester-Killian
Insuficiéncia renal cronica
PQO-Cir. cardiaca

PO-Cir. A. Digestivo
PO-Amigdalectomia
Neoplasia do SNC
insuficiéncia cardiaca
Hipertens&o intracraniana
Encefalopatia hipertensiva
Chogue hipovolémico

Ch. cardiogénico

Leucemia linféide aguda
Hepatite fulminante
Coagulopatias

Queimaduras de 3° grau
Pneurmnanias virais

Pneumonias bactetianas
Pneumonias de outras etiologias
Infecgéo do trato genito-urinano
Piopneumotdrax

Empiema pulmonar

Meningite (pneumococo)
Insuficiéncia de multiplos érgéos
8d. da Reagéo Inflamatéria Sistémica

Sd= sindrome, PO= pés-operatério, A= aparelho, Cir= cirurgia
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1.3. SELECAO DE DOADORES

O grupo de doadores utilizado nos ensaios de quimiotaxia, foi
integrado por 21 voluntarios sadios, usuarios do laboratdrio de coletas do HC-
UNICAMP e de uma Unidade Basica de Saude (V. Real - Hortolandia, SP), de
ambos sexos, com idade entre 18 e 45 anos de idade. Nao tinham historia
recente de uso de corticosteroides ou de terem sido submetidos a

quimioterapia, radioterapia ou transfus&o com derivados do sangue.

O estudo foi realizado com autorizagdo da Coordenacdo da UTIP e da

Superviséo da Unidade Basica de Saude.

2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL.

2.1. PROTOCOLOS CLINICOS

Foram utilizados trés protocolos clinicos; sendo um piloto, constituido
por 8 pacientes e 8 controles, essencial para a implantacdo das técnicas e da
metodologia de trabalho; os dois restantes, denominados protocolos A" ¢ "B

constavam de objetivos altamente especificos e até complementares entre si.
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2.2. ENSAIO DE QUIMIOTAXIA IN VITRO: PROTOCOLO “A”

O protocolo A" incluiu 18 pacientes e 10 controles. Cada paciente
elou controle foi cadastrado e os dados foram registrados numa ficha de
confrole individual (Anexo 1). As amostras foram coletadas entre 09:00 e 10:30
h. em toda a populagéo e de imediato processadas. Em ambos o0s grupos foram
coletadas amostras de 15 mL de sangue periférico, dos gquais 5 mL contendo
heparina, 10 u/mL{Liquemine®, Roche, S&o Paulo) foram destinados para ¢
isolamento de polimorfonucleares (PMNs) e os restantes 10 mlL, foram
reservados para dosagem sérica de cortisol e das fragbes C3c e C4 do

compiemento.

O método de separacao por gradientes foi utilizado para o isolamento
dos PMNs (RICHARDS & McCULLOUGH, 1984; McCULLOUGH et a/, 1981).
Inicialmente, 2.5 mL de Ficoll-Hystopaque 1119 (Sigma Diagnostics, St. Louis,
USA) foram colocados em tubo seco, transparente, com agulha estéril de
venopuncdo 25 x 7 mm; a seguir acrescentou-se, lentamente, inclinando as
paredes do tubo, o mesmo volume de Ficoll, porém, com densidade 1077 de
gravidade especifica, sendo possivel delimitar com nitidez a sobreposigdo de
colunas liquidas para finalmente, serem adicionados 5 mL de sangue,
vagarosamente, impedindo-se a mistura com os gradientes. Os tubos foram
perfeitamente fechados e a seguir centrifugados a 500 x g, durante 30 min, a

25°C .
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Desprezado o sobrenadante, rico em plasma ¢ a interface que continha
a banda de monécitos, os polimorfonucleares neutréfilos foram localizados
formando uma banda turva, logo acima da suspenséo de hemacias situada no
fundo do tubo, sendo faciimente retirados com pipetas graduadas e despejados
em tubos secos. A selecdo dos tubos obedece principalmente a dois critérios, o
didmetro e a altura, os quais sendo adequados, facilitam a visualizagdo das
bandas de células permitindo que estas fiqguem mais distantes entre s,
simplificando sua retirada com pipetas graduadas (FERRANTE & THONG.,
1982).

2.21. SOLUCAO TAMPAO
Uma vez isclados os PMNs, o material foi lavado 2 vezes em 5 mbL da
solugcio tampéao, e apos cada lavagem centrifugadas a 500 x g, durante 10 min,

a 25°C. O sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em 500

plL do tampao.

A solugao tampao utilizada foi preparada da seguinte forma:
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Meio minimo essencial de Eagle(MNEM)

(Stgma Chemical Co., St. Louis, USA)............co.ooooooiiii 1.07 g.
HEPES (Sigma Chemical Co.)........ooovvveeinvii 0.85q.
Bicarbonato de Sadio (Sigma Chemical Co.).......................... 0.204g.
Albumina (Sigma Chemical CO)....ccooooo 0.10 g.
Agua destilada..............cocooooiiiiiiiee e, 100 mL.

O pH da solucdo foi ajustado com NaQOH em 7,2, a temperatura
ambiente. A presenc¢a do meio minimo essencial de Eagle na composicéo da
solugao tampéo, |he confere propriedades que a tornam um excelente meio de
cultura. A adicao de albumina a solugdo tampao é essencial, porque a maioria
dos leucacitos adere firmemente as malhas de filtros que ndo contem proteina,
por tanto ndo se locomovendo mesmo na presenca de agentes guimiotaticos

potentes (WILKINSON ef al., 1988).

2.2.2. CONTAGEM DE POLIMORFONUCLEARES

A seguir, foi feita a contagem de PMNs na camara de Neubauer, apos a
lise de hemacias na solugdo de Turk*. Para tal fim, foram separados 400 L da
solucéo de Turk® em tubo de ensaio limpo e acrescentados 20 ulL da suspenséo

de células.
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Solucio de Turk™

Acido acético glacial.............ocoovoveeoeoeie. 4 mL

(CH3COOH)

Azui de Metileno 1% ou 100 mL
q.8.p.

Violeta de genciana...........ccccoeceeiiaiiiiin 50 pL

Um pequeno volume desta mistura foi despejado entre lamina e

laminula na camara de Neubauer. Conforme a contagem de células calculada,

a suspensdo (500 pL) foi ajustada para uma concentragéo final padréo de 4 x

10° células/mL na solucdo tampéo.

2.2.3. ATIVACAO DOS SOROS COM LIPOPOLISSACARIDE DE E. COLI

Aliquotas de soro (procedentes do controle ou do paciente) foram
incubadas a 37°C durante 30 minutos em solugdo contendo extrato de
lipopolissacéride de E. coli (serotipo 026:B6 Sigma Diagnostics, St. Louis, USA)
na concentracdo de 100ug/ml para serem posteriormente utilizadas como

estimulo guimiotatico.
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O preparo desta solugéo foi feito da seguinte forma:

Inicialmente foram adicionados @ mL da solucdo tampdo a 1 miligrama
de LPS de E. coli e aliquotado em volumes contendo 900uL; antes de se fazer
a incubagao, adicionava-se um volume de 100pL do soro do paciente ou do
controle a cada aliquota, obtendo-se, assim, um volume final de 1000uL na

concentracdo desejada (100ug/mL).

Solucédo A*
MNEM (meio minimo essencial de Eagle) ........................ 9mL| A*
E. coli(serotipo 026:B6) ..., 1 mg.

Aliquotas de 900uL da Solucéo A*.

Adicdo de Sorodocontrole ................... 100uL/900ul. da Sol. A*
ou
Adicao de Soro do paciente................... 100uL/900puL. da Sol. A*

2.2.4. CAMARA DE QUIMIOTAXIA

Para o estudo da migragac utilizou-se a técnica de BOYDEN (1962)
modificada por ZIGMOND & HIRSCH (1973). A microcamara de quimiotaxia do
tipo -‘multiwetl chamber’- (Neuro Probe Inc. Cabin John, MD), de acrilico
transparente, permite a realizagcdo de 48 ensaios, simultaneamente. Ela €

constituida de dois compartimentos, um superior e um inferior.
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No compartimento inferior o material foi distribuido em duplicatas de
25uL, volume maximo recomendado, para evitar a formagédo de "meniscos”,
contendo os estimulos a serem testados. A saber: a solugdo tampéo, que
representa a migragdo espontanea, o soro ativado do paciente em estudo e o

soro ativado do controle.

O compartimento superior foi preenchido com a suspensio de PMNs do
paciente e do controle também em duplicatas, porém contendo 50uL. Nenhum

agente quimiotatico foi utilizado neste compartimento.

Ambos compartimentos foram separadas por um filtro de nitrato de
celulose de 25x 80mm com poros medindo 5 micra (Neuro Probe, Inc., Cabin
John, MD) umedecido previamente na solugdo tampéo. Q lado do filtro que
entraria em contato direto com as células, foi identificado através de uma
secgdo na borda superior esquerda. O modelo original da microcamara foi
descrito por FALK et a/.(1980) e scfreu pequenas modificagcdes com o passar

dos anos.

Uma lamina seca de microscopia foi posicionada diretamente sobre os
pocos do compartimento superior, com o objetivo de reduzir a evaporagdo
durante a incubacdo e para prevenir rupturas nos espagos gque separam 0s
pocos. O tempo de incubacdo dos PMNs foi sempre de 60 minutos em todos os
casos, suficiente para as células depositarem-se na superficie do filtro e

migrarem atraves deste.
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Com esta distribuicdo foi possivel estudar as mais variadas

associagdes:

1- MIGRACAO ESPONTANEA (ME) DE PMNs CONTROLE E DE
PACIENTES (Anexo 7a).

2- MIGRACAO DE PMNs DE CONTROLES E PACIENTES EM SEUS
RESPECTIVOS SOROS ATIVADOS (Anexo 7a).

3- MIGRACAO DE PMNs DE CONTROLES NO SORO ATIVADO DE
DE PACIENTES (Anexo 7b).

4- MIGRACAO DE PMNs DE PACIENTES NO SORO ATIVADO DE
CONTROLES (Anexo 7b).

5- MIGRACAO DE PMNs DE CONTROLES E PACIENTES EM SORO
SEM ATIVACAO (Anexo 7c).

A microcamara de guimiotaxia foi incubada com o material referido
acima, durante 60 minutos, a 37°C, em ar umidificado com 5% de CO,. Apds,
foi feita a coloragdo do filtro, descrita a seguir (RICHARDS & McCULLOUGH,
1984):
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e Metanol ... 4 seq,

o Hematoxilina...............cccociviii 6 min.

o Aguadestiiada............ocoov oo, imersao

o Etanol + HC ..., 30 seg.

o Agua destilada.......... ..o, imers&o

o Solugdode BIUiNg ... 2 min.

o Aguadestilada...............c.cooooeeeiiieeeeeeee e, imers&o

o Etanol 70% ..o 30 seg.

o Etanol O0% ..o e 30 segq.

e Etanol absoluto 3imersdes ... 2 min./cada
o Xylol 2IiMersfes. ..o, 2 min./cada

Realizada a coloracdo do filtro, foi imediatamente fixado em lamina de
microscopia. A imersdo no xylol, Ultima fase do processo de coloragdo, € quem
clareia ¢ filtro, indispensavel para a contagem de células nas porgbes mais
profundas do mesmo. Novas imersdes em alcool podem ser necessarias, se no
final do processo, o filiro ainda apresenta turvac&o, a fim de remover a agua

residual (WILKINSON ef al., 1988).

A leitura feita no protocolo "A" utiliza a técnica de "high power
field"(WILKINSON ef al., 1988), fazendo a contagem de PMNs em duplicatas
em dez campos, em um plano pré-estabelecido de 40 pm a partir da malha

superficial do filtro e, ao final, foi calculada a média final de células por campo.
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2.3. ENSAIO COM SOROS NAO INCUBADOS COM LPS (PROTOCOLO
“‘PILOTO")

O protocolo “A” foi complementado ac se analisar também a
quimiotaxia dos PMNs de controles e pacienfes cujos soros nao foram
incubados no LPS 10% (100ug/mL.), isto é, soros ndo tratados. Para tal fim,
selecionou-se oito controles e oito pacientes, que correspondem a populagéo
que inicialmente contribuiu com a implantagcdo da metodologia do ensaio de
quimiotaxia (Anexo 2). Em ambos os protocolos, foi determinado o indice
funcional de quimiotaxia (IQ), calculado conforme a férmula abaixo. Ela
representa a porcentagem da média de migracdo em PMNs confrofes, pela
média de migracdo em PMNs de pacientes x 100 (GROGAN, 1976; WARDEN et
al., 1975), inicialmente descrita na década de 1970 em estudos com soros de
pacientes com queimaduras extensas. Nesta formula se relacionavam apenas

dois grupos, o doente e o controle.

Adaptou-se este indice, que se mostrou ilustrativo o suficiente para
correlacionar certas variaveis selecionadas, entre PMNs de pacientes, PMNs de
controles e de cada grupo separadamente {Anexo 6). Em certos casos, 0s
PMNs do préprio paciente estavam sendo testados na presenga de um agente
indutor da quimiotaxia (ex. LPS 10%) versus condigbes de migragao
espontanea (ME) no meio de cultura. Avaliamos também em circunstancias
semelhantes, os PMNs do confrofe. Na férmula em baixo, utiliza-se o termo

neutrofilos ativados, para indicar que esses foram incubados com LPS 10%.
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» Q= média da migracdo de neutrofifos ativados do paciente , 1gg
média da migracao de neufréfilos ativados do controle

Este indice foi calculado para cada paciente e/ou controle , assim como

as médias, erro padrao da média (EPM) e quartis.

O indice de Quimiotaxia dos controles (IQ.), conforme adaptacéo da

formula acima, é dado por:

*/Q= média de migragdo dos neutrdfilos confroles no soro

afivado+média de migracao dos neutrofilos controles na ME .

De forma semelhante, o indice de Quimiotaxia dos pacientes (/Q,) &

dado por:

*/Q,= média de migracdo dos neutrdfilos do paciente no soro

ativado+média de migracao dos neutrdfilos do paciente na ME.
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2.4. PROTOCOLO “B”

No protocolo "B" (Anexo 3) estudou-se a quimiotaxia de PMNs de
individuos sadios incubados com o soro de pacientes. Um total de 11 ensaios
foi realizado com este material € 0s mesmos critérios de inclusao e exclusao

referidos no protocolo “A”, foram aplicados.

O isolamento de PMNs foi realizado conforme a técnica de separagio
em duplo gradiente referida anteriormente. Dez mililitros de sangue periférico
foram coletados para a obtencéo do soro por centrifugacio a 500 x g. durante
10 minutos, a 25°C. O soro de alguns doadores foi aliquotado e reutilizado em

outros experimentos sendo conservado sob refrigeracdo a -15°C.

Este material, foi descongelado a temperatura ambiente antes do uso.
Os PMNs controle, uma vez isolados, foram pré-incubados a 37°C durante 60
minutos com o soro do pacienfe {(SP) e com o soro controle (SC) na

concentragdo de 14 x 10° células/mL de soro.

Posteriormente, cada material foi centrifugado e ressuspendido na

solugdo tampao na concentracio de 4 X 10° células/mL e testado diante do
agente indutor de quimiotaxia. Foi utilizado o lipopolissacaride de E. coli nas
concentragdes 1%(10 ug/mL), 3%(30 pg/mL) e 10%(100 pg/mL) e a solugdo
tampéo foi utilizada como meio controle para avaliar a migragédo espontanea

(ME).
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O compartimento inferior da microcamara de quimiotaxia foi preenchido
com 25uL do agente indutor, € o compartimento superior, com S0uL da
suspensdo de PMNs do doador, ambos em duplicatas. O filtro de nitrato de
celulose que separa os compartimentos superior e inferior da camara, foi

posteriormente corado conforme descrito no protocolo "A”.

A guantificagdo da migracdo celuiar foi realizada em microscopio optico
com amplificacdo de 40 vezes. A técnica de leitura utilizada neste procedimento
foi 0 "leading front" (ZIGMOND & HIRSCH, 1973). De inicio, focava-se o plano
superior do filtro, onde era visivel o maior numero de células; a seguir com o
auxilio do parafuso micrometrico, aprofundava-se o plano de observagé&o

microscépica até que, apenas, duas células fossem visiveis no campo.

A distancia, medida em micrdmetros (um), entre o planoc superior do
filtro e aquele que continha duas células, permite avaliar a capacidade
migratoria das células na presenga de um gradiente de concentragéo. A
distancia percorrida determina a migracéo dos PMNs de individuos sadios,
previamente incubados com ¢ soro de pacrentes ou de controle, em diregéo ao

agente quimiotatico utilizado.

A leitura foi realizada em 5 campos em duplicatas e calculadas as

médias & erro padrio.
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3. PROCEDIMENTO LABORATORIAL

3.1. DOSAGEM DE CORTISOL SERICO

A determinacdo dos niveis de cortisol sérico (Anexo 4), foi realizada
através de um ensaio imunoenzimatico de tipo competitivo (Stratusr Cortisol
Fluorometric Enzime Immunoassay, Baxter Diagnostics Inc., Deerfield, IL). Este
ensaio & capaz de dosar até 60 amostras por hora, com sensibilidade para
niveis de cortisol em microgramas da ordem de 0.3ug/dL a 35pg/dL(GIELGEL ef
al., 1982); cada amostra foi dosada em duplicatas e 0s niveis de normatidade
levam em consideracao o horério da coleta (ROLLERI et a/.,19786), isto &, das
05:00 as 10:00 h. o valor esperado estad na faixa de 5.5 a 20 pg/dL(152-
552nmol/L) e das 20:00 as 04:00 h. oscila entre 2-10 pg/dL (55,18-
275,9nmolfL).

3.2. FRAGCOES DO COMPLEMENTO SERICO

As fragbes C3c e C4 do complemento sérico foram dosadas por
turbidimetria (Turbiquantr, Behringwerke AG, Marburg, Germany). As proteinas
contidas no soro humano, forman imunocomplexos numa reagao imunoquimica
com anticorpos especificos. A turvagdo produzida apos essa mistura mede-se
fotometricamente. As  concentragdes  existentes s3o  determinadas
quantitativamente através da mensuragéo turbidimétrica da velocidade maxima

de reagao {método "peak-rate”).
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Os anti-soros utilizados para a determinacao de ambas as fragbes, s&o
obtidos através da imunizag&o de coelhos, com as proteinas séricas humanas
correspondentes. Os niveis de normalidade estdo situados entre 50-90 mg/dL
para a fragéo C3c, e entre 10-40 mg/dL para C4 (METZMANN, 1985; KELLER,
1986).

3.2.1. FRACAO C3c

A molécula C3 & extremamente instavel, dando lugar a formagéo de 2
proteinas, C3c e C3d, devido a agao de enzimas plasmaticas proteoliticas ou

entdo pelo tempo prolongado de estocagem (Anexo 5).

No ensaio de C3c o anti-soro € direcionado contra o fragmento C3c¢ da
molécula C3. O processo de transformacéo de C3 para o C3¢, molécula mais
estavel, devera ter passado por varios graus, dependendo do tempo de coleta

das amostras e das condigbes em que o material foi conservado.

Foi comprovado que em amostras recém-colhidas o C3c é detectado em

porcentagem 30% menor, antes que a transformacéo se complete.
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3.2.2. FRACAO C4

Em relacéo ao C4 que também sofre transformacéo para um composto
mais estavel, verificou-se, porém, que este processc ocorre mais lentamente

gue no caso do C3c(Anexo 5).
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4. ANALISE ESTATISTICA

Independente do teste estatistico utilizado, foram calculadas as médias
e erro padrdo da média (EPM), mediana e percentis, para cada variavel que
estava sendo avaliada nos ensaios. O teste t-Student, significativo para p<0.05
foi aplicado em alguns ensaios com distribuicdo gaussiana. O teste-U de Mann-
Whitney foi utilizado em ensaios com distribuicdo ndo gaussiana (p<0.05). O
teste de Kruskal-Wallis aplicou-se para andlises com mais de 2 variaveis.
Outros célculos complementares que foram empregados s&o: analise de

regressao, coeficientes de assimetria e de curtossis e o teste exato de Fisher.

Também dispds-se de trés softwares de apoio para o processamento
dos dados: o Microstat {Ecosoft®,Inc.,1984, USA),o Statgraphics versdo 26 e o
Pharmacologic Calculation System (Pharma/PCS® versédo 4.2, 1987).



IV. RESULTADOS
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Neste estudo, o menor numero de admissbes foi observado em criancas
entre 8 e 14 anos de idade, o que representou 21.4% das internacfes. As
faixas de 1 2 5 e de 5 a 9 anos revelaram 45.5% e 33.1%, respectivamente (Fig.
1) com predominio do sexo masculino (72.7%) e 27.3% do sexo feminino (Fig.

2).

Admissées na UTIP porfaixa etaria

9-14a (21,4%)

5-9a (33,1%)

Fig. 1 llustra, em porcentagens, a distribuigdo do ndmero de pacien-
tes que participaram dos ensaios de quimiotaxia in vitro neste tra-
balho, conforme as faixas etarias propostas.
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Fig. 2 llustra, em porcentagens, a distribuico por sexo, dos pacien
tes incluidos nos trés protocolos clinicos de quimiotaxia in vitro

padronizados neste trabalho.

A Tabela 1 mostra, em detalhe, a relagdo dos 33 pacientes envolvidos
no estudo, destacando-se em cada um deles, a idade, o sexo, o protocolo ao
qual pertence (“piloto”, “A” ou “B”) e o diagnostico clinico. A proporcdo de
pacientes do sexo masculino em relagéo ao sexo feminine foi da ordem de 3:1.
Em funcéo disso, a correlacao entre ambos 0s grupos fica parcialmente restrita,
ao aplicarmos certas variaveis comparativas, tais como: dias de permanéncia na
UTIP, sobrevida e mortalidade por faixa etaria, incidéncia de patologias
potencialmente infecciosas, capacidade de migragdo leucocitaria em resposta a
estimulos especificos, viabilidade dos polimorfonucleares, alteragcdes hormonais
e de proteinas plasmatica, infecgbes adquiridas (infecgdo hospitalar), seqlelas,

etc.
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Tabela 1 PERFIL DA POPULACAO EM 33 PACIENTES ESTUDADOS
CONFORME A IDADE E SEXO. ESTE TOTAL INCLUIA

PARTICIPACAO NOS 3 PROTOCOLOS CLINICOS DE
QUIMIOTAXIA IN VITRO

N° IDADE SEXO PROTOCOLO DIAGNOSTICO
1 1a M A Pneumonia
2 4da M A Traumatismo cranioencefdlico
3 Ta+ F A Sépsis(H. influenzae)
4 3a M A Sépsis(criptogenética)
5 9a M A PO-Cir. cardiaca
6 2a M A Insuficiéncia respiratoria
7 8a M A Neoplasia(SNC)
8 2a M A Sépsis(pneumococo)
9 11a F A Traumatismo de térax
10 1a M A infecgdo do trate urinario
11 1la + F A Meningite(pneumococo)
12 7a M A Sépsis(criptogenética)
13 3a M A Choque hipovolémico
14 12a M A Chogue hipovolémico
15 14a M A Traumatismo cranioencefdlico
16 10a M A Sépsis(E. coli)
17 6a M A Faléncia de miultiplos érgdos
18 14a M B Sépsis(criptogenética)
19 13a M B Sépsis (estafilococcica)
20 2a M B Broncopneumonia
21 9a F B Encefalopatia hipertensiva
22 3a M B Traumatismo cranicencefalico
23 13a M B Traumatismo akdominal aberto
24 S5a M B kHemopheumotérax
25 6a+ F P Sépsis(criptogenética)
26 7a F P Traumatismo abdominal
27 Sa F P Sépsis(criptogenética)
28 7a M P Politraumatizade
29 Ba M P Politraumatizado
30 8a M P Politraumatizado
KY| 11a+ M P Traumatismo cranioencefalico
32 Sa M P Traumatismo cranioencefalico
33 7a F P Sépsis{criptogenética)

M= masculino, F=feminino P= protocolo Pilote, A= protocolo A, B=protocolo B
PO= pés operatdric, SNC= sistema nernvoso central, Cir= cirurgia, += ébitos
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Para simplificar a interpretacdo dos resultados no que se refere a
quimiotaxia, determinamos como padrdo de normalidade na nossa amostra
conforme a tecnica de leitura utilizada, os valores apresentados pelo grupo de
PMNs confrole que foram previamente incubados no soro ativado do préprio

controle com LPS 10% durante 60 minutos (Tabela 2).

Tabela 2 ANALISE DA QUIMIOTAXIA /N VITRO DE POLIMORFO-
NUCLEARES DE CONTROLES INCUBADOS COM LPS
A 10% EM SEUS RESPECTIVOS SOROS

Padrao de normalidade em PMNs controle

c/iC
médiatEPM 11,21+0,99
mediana 11,42
P 25% 8,72
P 75% 13,12
fc 9-13,4

EPM= Erro padrao da média, Quartis(percentil 25% e 75%)
IC= Intervalo de confianca 95% (minimo & maximo)
C/C= Células por campo

O 1Q dos controles(lQ.) foi de 311.1£93.7 e o dos pacientes (1Q,),
271.8x41 (Fig. 3). Como somente uma das populagdes tinha distribuigéo
gaussiana -lQ.- optou-se por testar a hipétese 1Q.>1Q,, usando um teste ndo
paramétrico (teste-U de Mann-Whitney), que descartou a hipotese com

p=0.7920, por tanto, ndo significativa.
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Polimorfonucleares

E=3 Controles
B Pacientes

Fig. 3 indices de quimiotaxia observados in vitro entre
PMNs de controles {10} e PVMINs de pacientes {18}. Nas
abscisas estdo representadas as médias e o erro padrao
da média. Nas ordenadas, o indice de gquimiotaxia(x 100).

n= numero de controles e/ou pacientes.
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Os resultados de cada ensaio proposto no protocolo "A" s&o

apresentados a seguir.

1. MIGRACAQ ESPONTANEA (ME)

Para se avaliar a resposta dos PMNs confrole diante do agente indutor
de quimiotaxia, comparou-se a incubagio destes em soro do préprio controfe
ativado com LPS a 10% e no meio de cultura sem estimulo (ME), que
representou a migragdo espontanea. Observou-se que houve maior resposta
migratéria em torno de 100% ao se ativar o soro {Fig. 4). Em ambos 0s casos
verificamos que a distribuigdo das amostras é normal. Testou-se a hipdtese de
gue a migragao seria menor no grupo de PMNs pré-incubados na ME (teste-U

de Mann-Whitney).

A Tabela 3 indica os resultados entre as duas amostras, destacando-se
o grau de significancia(*p=0.0191). N&o houve correlagdo de proporcionalidade
entre ambos, com r= 0.3263 e coeficiente de declividade 0.32 (Coeficiente de

regresséo).

A ativagdo do soro de pacientes (Figura 4) determinou também uma
maior migragao, face a condi¢des de migragéo espontanea (ME). O grupo de
pacientes incubados no meio (M) ndo tinha distribuicdo gaussiana. Testada a
hip6tese de que o grupo incubado em soro com LPS 10% teria maior migragao
gue os incubados em ME, confirmou-se que houve diferenca significativa entre
ambos (*p=0.011) conforme ilustracdo na Tabela 3. Através do coeficiente de
regresséo, observou-se que mantém relagée diretamente proporcional entre s,

significativa com coeficiente de declividade= 1.1 e intercepto= 0.8089.
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1. &2 PMNSs controle
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Fig. 4 Distribuicio da populacdo de PMNs de controles e de pa-
cientes, incubados no meio de cultura (ME) e em seus respectivos
soros contendo LPS 10%. As colunas, numeradas de 1 a 4,repre-
sentam as médias e o erro padrdo da média de cada grupo.

Nas abscisas, n, representa o nimero de individuos que compdem
cada grupo. Nas ordenadas, a unidade de migragao é referida em
células por campo. *=Estatisticamente significativo (p<0.05).

*= Diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos 1e¢ 3,

e,2ed,



Tabela 3 DISTRIBUICAO DOS VALORES DE QUIMIOTAXIA
IN VITRO DE PMNs DE CONTROLES E DE PACIEN-
TES INCUBADOS NO MEIO DE CULTURA E EM SEUS
RESPECTIVOS SOROS COM LPS 10%

PMNs de Confroles PMNs de Pacientes
ME Soro incubado ME Soro incubado
LPS 10% LPS 10%
cél/campo  cél/campo cél/campo cél/campo
médiatEPM 5,41+1,1 11,210,9 7.1£1,5 14,0%2,1
mediana 4,25 11,42 52 11,3
P25% 3,92 8,72 2,1 8,9
P75% 5,95 13,12 9,2 21,9
*p=0.019 *p=0.011
NS NS

*p= Estatisticamente significativo (Mann-Whitney)
NS= Nio significativo (p>0.03)
ME= Migracdo espontanea

42
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2. MIGRACAOQ DE PMNs DE CONTROLES E PACIENTES EM SEUS
RESPECTIVOS SOROS ATIVADOS

A incubacdo dos PMNs controle e de pacientes em seus respectivos
soros ativados com LPS 10% (Fig. 4) mostra gue houve maior atividade
migratéria nos pacientes. Sendo assim, testada esta hipdtese, foram observados
resultados (Tabela 3), demonstrativos de que ndo ha diferengas entre esses
grupos (p>0.05), com p= 07012 (teste-U de Mann-Whitney). O indice de
quimiotaxia (IQ) é de 87.4+4.3. Em vista da heterogeneidade da distribuicéo de
ambas as populagdes, o© teste t-Student seria pouco confiavel, tendo-se optado
por um teste ndo paramétrico. A heterogeneidade das amostras confirma-se
mediante o coeficiente de homogeneidade de Cochran (*C= 0.855, significativo

para C=0.781 com *p<0.01).

Em fungdo disso, aplicou-se o coeficiente de assimetria(G1) e de
curtossis(G2) em ambos 0s grupos, observando-se que na populacio de PMNs
de controles incubados com LPS 10% nao se afasta a probabilidade de haver
distribuicdo gaussiana, sendo simétrica e mesocurtica. Por outro lado, os PMNs
de pacienfes nao apresentam distribuicio gaussiana, existindo assimetria entre

a populacao estudada, com desvio da curva para a direita(negativa).
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Tabela 4 INDICADORES DE ASSIMETRIA E CURTOSSIS
AVALIANDO A DISTRIBUICAQ DAS MEDIAS DE
QUIMIOTAXIA IN VITRO, OBSERVADAS ENTRE
PMNs DE CONTROLE E DE PACIENTES INCUBA-
DOS EM SEUS SOROS RESPECTIVOS COM LPS
10%

ASSIMETRIA(G1) CURTOSSIS(G2)
Controles 0.2068£0,54 (z=0.37)  1,067¢1,15 (z=0.929)
Pacientes —8,64810,54 (z=-15,73) 25.93%1,15 (z=22.36)

G1= Indicador de assimetria
G2= Indicador de curtossis
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DISTRIBUIGAO DA POPULACAQ

Pré-incubacéo em soros ativados
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Fig. 5 Distribuicdo da quimiotaxia in vitro de PMNs de contro-
les e de pacientes, incubados em seus respectivos soros
em LPS 10%. Nas abscissas, a série 1 simboliza, em “asteris-
c0”, 10 controles e a série 2, em “quadrados pretos”, 18
pacientes. Nas ordenadas, a unidade de migracao € represen-
tada em células por campo (C/C).
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3. MIGRAGCAO DE PMNs CONTROLE INCUBADOS NO SORO
DO PACIENTE

Ao incubar os PMNs de controles e os PMNs de pacientes, em soro de
pacientes ativado com LPS 10%, foi possivel observar que houve menor
migracao no grupo de controfes do que no grupo de pacienfes (Fig. 6), ambos
com distribuicdo gaussiana. O indice de quimiotaxia da populagdo foi de
140+£2.1. A Tabela 5 relaciona os dados a serem avaliados com a andlise
estatistica em destaque. Foi testada a hipdtese de que os PMNs confrole
migraram menos que os de pacientes, confirmada pelos calculos estatisticos
(*p<0.05 com t=1.717, t-Student significativo se t>1689 com 16 graus de

liberdade). O teste-U de Mann-Whitney rejeitou a hipotese testada, com

p=0.318).

INCUBACAQ
20 EM SORQ CONTROLE
- sC —SP
8. I \ 1 1.PMNs controlg
% j—|_ 32 2.PMNs de pacientes
% - __ ;
S 107 _ -INCUBACAO NO
Q N\ | SORO DO PACIENTE
[+
1+ .
.§’ \ 3.PMNs controle
£ 1 gl \ ﬂ [0 4.PMNs de pacientes
A NN Ll
0 n=10 n=18 n=18 n=18

Amostra

Fig. 8 0O efeito da incubagido de PMNs de controles e de pacientes
em soros heterélogos, foi comparado com a incubagao dos mesmos
em seus respectivos soros, As colunas 1 e 2, representam a incuba-
¢io em soro controle, sem valor estatisticamente significativo.

As colunas 3 e 4, referentes a incubagio em soro de pacientes,
mostram diferencas significativas entre os PMNs,
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Tabela5 DISTRIBUICAO DOS VALORES DE QUIMIOTAXIA IN
VITRO DE PMNs CONTROLE E DE PACIENTES PRE-
INCUBADOS EM SEUS RESPECTIVOS SOROS (AMBOS
0S8 SOROS ATIVADOS COM LPS DE E. COLI 10%) E
EM SOROS HETERQLOGOS

sC 8P
PMNs controle  PMNs pacientes  PMNs controle PMNs pacientes
ciC CIC C/C c/C
médiatEPM 11,21 0,99 11,75+0,99 10,0310,99 *14,03x2,11
mediana 11,42 11,42 9,3 1,3
P25% 8,72 8,05 7.35 6.9
P75% 13,12 16,5 11,55 21,9
valor p 0.8667 *p<0.05

SC= Soro controle, SP= Sora do paciente
*p<0.05 = Estatisticamente significativo



48

4. MIGRACAO DE PMNs DE PACIENTES INCUBADOS NO
SORO DE CONTROLES:

Graficamente podemaos observar (Fig. 6) que os PMNs de pacientes tém
uma tendéncia maior de migracéo que o grupo de confroles apds terem sido
pré-incubados no soro de controle. Essa hipétese foi testada e descartada apos
a avaliagdo estatistica. Aplicado o teste-U de Mann-Whitney com p=0.8667

(Tab. 5). O indice de quimiotaxia da populacéo foi de 109.31£1.4.
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5. MIGRAGAO DE PMNs CONTROLE E DE PACIENTES EM SORO
NAO ATIVADO

Para determinar se a ativagdo dos soros com LPS 10% em ambos os
grupos exerceria uma acgdo especifica e determinante no comportamento
migratério dos polimorfonucleares, foram selecionados oito controles e oito
pacientes que faziam parte do protocolo “Piloto” (Anexo 2), ambos 0s grupos
com distribuicdo gaussiana, cujos soros ndo foram incubados com LPS 10%
(Fig. 7). O grupo de PMNs de pacientes apresentou maior migragdo gue o grupo
de PMNs de controles, hipétese confirmada (Tabela 6), com a avaliagdo

estatistica, apos testada (*p=0.0028, teste-U de Mann-Whitney).

De forma semelhante, ao comparar a guimiotaxia dos PMNs confrole
incubados em soro ndo contendo LPS -protocolo “Piloto”- com os PMNs
controfe incubados em soro ativado com LPS (individuos sadios do protocolo
“A”), verificou-se que estes ultimos migraram mais, ¢ que se confirmou

estatisticamente (*p=0.0026, teste-U de Mann-Whitney) na Tabela 6.

Finalmente, a quimiotaxia dos PMNs de pacientes incubados em soro
ndo contendo LPS -protocolo “Piloto’- ac serem comparados aos PMNs de
pacienfes em soro ativado com LPS (pacienfes do protocolo “A”), néo
apresentou diferenca significativa (p=0.697, teste-U de Mann-Whitney), embora

08 ultimos tenham migrado mais.
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Fig. 7 Distribui¢do grafica das médias de quimiotaxia in vitro
de PMNs conirole e de pacientes, incubados em soros ativados
com LPS 10% (integrantes do protocolo “A’) ou sem ativacdo
{integrantes do protocolo “piloto”).

*= Estatisticamente significativo

*Colunas 2 e 3, significativas em relagio a coluna 1.

As colunas 2 e 4, ndo apresentam grau de significincia.



Tabela 6 ANALISE DA QUIMIOTAXIA /N VITRO DE PMNs DE
CONTROLES E DE PACIENTES, PRE-INCUBADQOS
EM SOROS ATIVADOS COM LPS 10% OU SEM

ATIVACAO

51

Soro sem LPS 10%

Soro com LPS 10%

PMNs PMNs PMNs PMNs

controie pacientes controle pacientes

cl/c clc clc clc
médiatEPM 5,8810,73 11,93+1,74 11,214+0.99 14,03+2,11
mediana 6,3 12,45 11,42 11,3
P25% 4 8,25 8,72 6,9
P75% 7.3 15,9 13,12 21,9
p *p=0.0028 *p=0.026 0.697

*p= Estatisticamente significativo
Entre os pacientes nfo se observam diferencas significativas
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6. MIGRACAQ DE PMNs POR PATOLOGIAS

A amostra de pacientes que participaram do estudo caracteriza-se por
criangas gravemente enfermas, com uma heterogeneidade de patologias das
mais diversas, porém a maioria apresentava semethancgas refativamente a
certos itens, tais como o amplo uso de antibidticos, procedimentos invasivos
para mensuracéo de variaveis hemodinamicas, coleta de exames laboratoriais,
pungdes para culturas de material, uso de respiradores, materiais para
aspiracéo de secregdes, etc. Todas estas condigdes criam diretamente uma
situacio de “estresse” num ambiente potencialmente propicio para a aquisicao

de infecgdes hospitalares.

Em vista dessa heterogeneidade, optou-se por uma classificagdo em
patologias de tipo infecciosas e ndo infecciosas entre 0s pacientes do protocolo
“A” (Tabelas 7 e 1II.1). De uma forma geral, as ndo infecciosas incluem,
predominantemente, patologias relacionadas a traumas e poés-operatdrios; as
infecciosas abrangem condigBes patoldgicas com um foco infeccioso bem
caracterizado no decorrer da evolugéo, favorecendo disseminagio sistémica a

distancia ou complicacbes diretamente relacionadas a este.
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Com base nessa classificacdo, os PMNs de cada tipc de patologias
foram avaliados separadamente in vifro, a fim de se determinar se existem
diferencas substanciais que permitam caracterizar a quimiotaxia dessas
populagdes. Sete pacientes eram portadores de patotogias ndo infecciosas e

onze, de patologias infecciosas (Anexo 8).

Embora a média no grupo das ndo infecciosas tenha sido maior que no
das infecciosas, essa diferenga néo foi significativa, com p=0.2/68 confirmada
com o teste-U de Mann-Whitney (Fig. 8a). Ao serem comparadas,
separadamente, com o valor padronizado como normal neste estudo, também
nao se detectaram diferengas. O indice de quimictaxia dos PMNs no grupo das

néo infecciosas foi de 131+3 e o das infecciosas, de 12043,

Dentro do grupo de doengas infecciosas, fez-se um subgrupo,
constituido por 5 casos de septicemia e 1 caso de meningite bacteriana (Fig.
8b). Observou-se que 4 pacientes sépticos (80%) apresentavam quimiotaxia
maior ou igual a média de normalidade e 1 (12.5%), estava inferior a essa
faixa. O paciente com meningite bacteriana (S. pneumoniae), tinha quimictaxia

abaixo da normalidade.



Tabela7 ANALISE DA QUIMIOTAXIA IN VITRO DE PMNs DE

PACIENTES INCUBADOS EM SEUS RESPECTIVOS
SOROS COM LPS 10%, PORTADORES DE PATOLO
GIAS INFECCIOSAS E NAQ INFECCIOSAS

Quimiotaxia por patologias

Nio infecciosas Infecciosas

cfc c/c
mediatEPM 15,52+3,3 13,0012,8
mediana 14 8,2
P 25% 11,3 4,85
P 75% 21,6 21,9
p p=0.2768

EPM= Erro padréo da média, P= Percentis
c/c: células por campo, p= Estatisticamente n&o significativo
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Fig. 8a Distribvigdo grafica das médias de migracao de PMNs
de pacientes incubados em soro com LPS 10%, portadores de

patologias infecciosas e ndo infecciosas.
n= Indica o nimero de pacientes em cada grupo.
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Fig. 8b Quimiotaxia de PMNs em 6 pacientes do Profocolo A"
portadores de patologias infecciosas, 5 com diagnéstico de
sépsis e 1 paciente com meningite bacteriana. A faixa de nor-
malidade delimita os valores de migra¢édo (células/campo),
situados dentro, abaixo ou acima desta.
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7. MIGRACAO DE PMNs POR FAIXA ETARIA:

A populagdo estudada foi dividida e classificada em trés grupos

{Anexo 9):

de 1 a 5 anos;
maiores de 5 até 9 anos;

e maiores de 9 até 14 anos.

Os indices de quimiotaxia sdo 95.4+3.7, 1964 e 1001,

respectivamente.

Os pacientes do segundo grupo apresentaram maior migrac&o que os

outros, porém sem significado estatistico. O teste de Kruskal-Walllis confirmou

os resultados, com p=0.711. A Fig. 9 e a Tabela 8 complementam esta

afirmacgao.
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Fig. 9 Distribuigdo grafica das médias de migragdo de PMNs
de pacientes incubados em seus respectivos soros com LPS
10%, classificados em 3 faixas etarias que estio representadas
em cada coluna.
n= namero de pacientes.



Tabela 8 ANALISE DA QUIMIOTAXIA IN VITRO DE PMNs DE
18 PACIENTES INCUBADOS EM SORO ATIVADO COM
LPS 10%, DISTRIBUIDOS EM TRES GRUPOS POR
FAIXAS ETARIAS,

Grupo | Grupe Il Grupo 1l
1-5a. =5-9a. >9-14a.

CiC c/C ciC
médiatEPM 12437 16,8444,2 14435
mediana 10,7 22 11,3
P25% 4,95 965
P75% 15,6 16,8
n 7 5 5]
NS NS NS

NS= Estatisticamente néo significativo
n= nimero de pacientes
C/C= células por campo
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8. RELACAO DO NUMERO DE LEUCOCITOS ENTRE CONTROLES
E PACIENTES.

A contagem absoluta de leucécitos foi maior nos pacientes que nos
controles, apesar da ampla variagéo existente nos primeiros (Fig. 10}, com
cifras chegando até 105% acima dos valores médios encontrados nos controles.
A hipétese foi testada e rejeitada pelo teste-U de Mann-Whitney, com p=0.179.
Como a amostra de leucécitos de pacientes tenderia a uma distribuicéo
normal, dependendo de um maior numero de casos, foi também aplicado o teste
paramétrico, t-Student com *p<0.05 significativo para 25 graus de liberdade. A

Tabela 8 ilustra a analise numérica de ambos os grupos, destacando os valores

de significancia.

15000
. %
E 10000+ -
g | B .
§ LEUCOCITOS
S 5000- i controles
2 EE pacientes

Fig. 10 Distribuigdo grafica das médias da contagem ahb-
soluta de leucocitos de controles e pacientes que partici-
param dos ensaios de quimiotaxia in vitro.

n= numero de pacientes efou controles.

*= Estatisticamente significativa
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Tabela® ANALISE DA CONTAGEM ABSOLUTA DE LEUCO-
CITOS DE CONTROLES E PACIENTES, QUE
PARTICIPARAM DO ENSAIO DE QUIMIOTAXIA IN

VITRO.
Leucdcitos controle Leucdcitos de pacientes
médiatERPM 4400£253 927042470
mediana 4400 6072
P 25% 4156 4400
P 75% 4775 8772

*p<0.05
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PROTOCOLO B
No protocolo "B", avalia-se a migragdo de PMNs controle que foram

soroc de pacientes, na tentativa de caracterizar, isoladamente, o comportamento
migratorio destas ¢élulas diante do agente indutor de quimiotaxia -LPS (E. coli)-
em trés concentragbes diferentes: 1%, 3% e 10%. A mesma solugdo tampéo
utilizada no protocoio “A” contendo o meio minimo essenciai de Eagle
(MNEM), foi usado como meio dé cultura para avaliar a migragdc espontanea

(ME).

conservadas a -15°C, aigumas sendo reutilizadas. Os polimorfonucieares foram
isolados conforme o método descrito anteriormente, péerfazendo um total de 11
ensaios. A técnica de "leading front" (ZIGMOND & HIRSCH, 1973) foi
padronizada nesse protocolo como ferramenta de leitura, sendo representada

erm micrometros (um).

MIGRACAO DE PMNS NO SORO DE CONTROLES(Anexo 10)

Observa-se com ciareza queé houve, gradativamente, maior migragao de
PMNs guando o estimuio indutor da quimiotaxia estava na concentragédo de LPS
a 3%. A pariir dai, na concentracdc a 10%, ocorre uma queda subita da

migracao (Fig. i1).
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Dois testes foram utilizados para comparar a quimiotaxia de PMNs de
individuos sadios, incubados no meio de cultura (ME) e nas trés concentragdes
de LPS utilizadas no ensaio. Observou-se que ndo ha diferencas
estatisticamente significativas entre cada uma delas e o meio (teste-U de Mann-
Whitney), ou entre o meio e as trés conceniragbes em conjunto (teste de

completa dos dados aparece representada na Tabela 10.

Tabela 10 ANALISE DA QUIMIOTAXIA IN VITRO DE PMNs
DE INDIVIDUOS SADIOS, INCUBADOS EM SORO
DE CONTROLES, QUE PARTICIPARAM DOS EN-
SAIOS COM LPS DE E. COLI, UTILIZADO COMO
AGENTE INDUTOR DE QUIMIOTAXIA EM TRES

CONCENTRAGOES
Estimulos
ME LPS 1% LPS 3% LPS 10%
médiatEPM 51.,5446.6 66,81x6.7 67 4572 56,9226 6
mediana 57 68 70 80
P 25% 41,54 60,5 535 345
P 75% 66,5 795 86 74

Valor p p=0.1071 p=0.1147 p=0.6453

EPM=Erro padrio da média, P= Percentis
ME= migracéo espontanea
Obs:. p=0.6216 entre a ME e as trés concentragbes em conjunto



migracao(ja m)
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50
ESTIMULOS
25 =i ME
B3 LPS 1%
EJLPS 3%
0 PSS 10%

INCUBACAO EM SC(60 min)

Fig. 11 Distribuigdo grafica das médias de migragao, em 11 ensaios,
com PMNs de individuos sadiog, incubados eim soro de coniroies
durante 60 min a 37°C. LPS a1, 3 e 10% foi utilizado como agente
indutor da quimiotaxia. ME= migracdo espontanea no meio de cultura.
$C= Soro de controles.
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MIGRACAO DE PMNs NO SORO DE PACIENTES (Anexo 11)
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De forma semelhante ao ocorrido na incubac&o com ¢ soro de conlroles,

Tabela 11 ANALISE DA QUIMIOTAXIA /N VITRO DE PMNs
DE INDIVIDUOS SADIOS, INCUBADOS EM SORO
DE PACIENTES, QUE PARTICIPARAM DOS EN-
SAIOS COM LPS DE E. COLI, UTILIZADO COMO
AGENTE INDUTOR DE QUIMIOTAXIA EM TRES

CONCENTRAGOES
Estimulos

ME LPS 1% LPS 3% LPS 10%
médiatE PM 3457 44,5446,50m 52,89£7{im 35,6745iim
mediana KK] 48 58 38
P 25% 28,5 29,5 42,5 21,5
P 75% 48,5 58 65,2 48,5
Valor p p=0.264 *p=0.0414

p=0.94786

EPM= Emo padrio da meédia, P= Percentis
*p= Estatisticamente significative, ME= Migracdo espontanea
Obs:. p=0.1274 entre 0 meio e as trés concentragbes em conjunto

L ed

nota-seé que na concentragio de LPS 3%, a migragao de PMNs de individuos

sadios incubados em soro de pacientes, atinge seu maximo, sofrendo entio

guando o agente utilizado & LPS 10% (Fig 12 ¢ Tab. 11). G tesie-U de Mann-
Whitney foi utilizado para avaliar a quimiotaxia desses individuos enire o meio
(ME) e cada concentragao de LPS. O Kruskai-Wallis analisa os resultados entre

0 meio e as trés concentragdes de LPS em conjunto. Os 4 grupos apresentavam
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Ao correlacionar a quimiotaxia de PMNs de individuos sadios incubados
no meio de cultura (ME) com a incubagdo em cada concentragdo de LPS, n&o
se observaram diferengas significativas (teste-U de Mann-Whitney). De forma
semelhante, o tesie de Kruskal-Wailis, também rejeitou a hipotese de existirem
diferencas significativas comparando-se as irés concentragbes de LPS em
conjunto com a incubacgdo no meio (ME). Os 4 grupos dessa analise tém

distribuicdo gaussiana.

75
3 1
= 50 =
3 ESTIMULOS
® ) w
5 s i ME
£ E= LPS 1%
EILPS 3%
. | |mmLPs 10%)

INCUBACAO EM SP(60 min)

Fig. 12 Distribuigdo grafica das médias de migragdo em 11 ensaios
com PMNs de individuos sadios, incubados em soro de pacientes
durante 60 min a 37°C. LPS a1, 3e 10% foi utilizado como agente
indutor da quimiotaxia. ME= Migrac&o espontinea no meio de cuitura.
SP= Soro de pacientes.
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RELACAO DA QUIMIOTAXIA DE PMNs DE INDIVIDUOS SA-
SADIOS, INCUBADOS EM SOROS DE CONTROLES E DE
PACIENTES

Na secbes anteriores, observou-se, que uma vez que os PMNs
atingiam um efeito migratério méaximo, como ocorreu na conceniragéo de LPS
3%, esta fase era seguida de uma queda da migrago, cuja trajetdria tende para
valores proximos aos encontrados na migragdo espontanea. A unido de pontos,
para cada concentragéo do agenie indutor de quimiotaxia, permitiu tracar uma

trajetdria da quimiotaxia referente a incubag@o em cada tipo de soro.

Quando os PMNs foram incubados no soro de coniroles observou-se
maior migracdo para cada ponto (migragdo espontanea, LPS a 1%, LPS 3% e
LPS 10%) do que na incubag&o em soro de pacientes. Esta hipétese, foi testada
com testes nao paramétricos e confirmada. As Fig. 13 € 14 representam a
relacdo das médias de migragdo de PMNs de individuos sadios,
correspondentes a cada estimuio € ao meio em que foram incubados. Todas as

variaveis apresentavam distribuicio gaussiana.

Os vaiores caiculados para a migragdo esponténea e para cada
estimuio sdo: na ME, *p=0.05 com 10 graus de liberdade; em LPS 1%,*p=0.027;
em LPS 3%, *p=0.048 e, em LPS 10%, *p=0.051
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INCUBACAO EM SP

VE = LPS1% LPS3% LPS10%
Estimulos

Fig. i3 Distribuiclo grafica das médias e efro padrao da media
da migragio de PMNs de individuos sadios, incubados com soro
de controle e/ou soro de pacientes. Seis controles ¢ séfe pacien-
tes participaram do estudo, no qual foram realizados 11 ensaios
in vitro. ME= migra¢io espontdnea. SC= Sore dé controles,
SP= Soro de pacientes. As porcentagens referem-se as concen-
tragdes de LPS. *= Estatisiicamente significafivo
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) . PMNs DE INDIVIDUOS
70- SADIOS
60- *
50 * = INCUBACAQO EM SC
40-
20 —1 INCUBACAO EM &P
20-
104
0Lt | | |
7 ME LPS1% LPS53% LPS10%

Estimulos

controles e em soro de pacientes (60 min, 37°C) antes de serem
testados. LPS a i, 3 e 10% foi utilizado como agente indutor de
quimiotaxia. Cada ponto da curva representa a média de 11 en-
£aio0s, feitos em duplicaias, coin 05 $0ros de 6 controles e de 7
pacientes. ME= Migracado espontanea. SC= Soro de controles.
SP= Soro de pacientes. *= Estatisticamente significativo{p<0.05).
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ESTUDOS HORMONAIS

CORTICOSTEROIDES

Vinte e sete amostras de soro de pacienfes e dezeseis do grupo
controle foram analisadas para o estudo dos niveis de cortisol (ug/dL).

Ambos 0s grupos apresentavam distribuicdo gaussiana.

O grupo de pacientes apresentou niveis de cortisol maiores que 0s

controles (Fig. 15a). Essa hipotese foi testada e apds, confirmada com base
nos calculos estatisticos.

Tabela 12 ANALISE DOS NiVEIS SERICOS DE CORTISOL DE
27 PACIENTES E 15 CONTROLES. AS AMOSTRAS
FORAM COLHIDAS ENTRE 9:00-10:30 H. EM AMBOS

0S GRUPOS

Controles Paciantes

pg/dL Mg/dL

meédiatEPM 13,17£1,6 20,34+17
mediana 11,6 20,6
P 25% 94 13,6
P 75% 15,3 27,2
p *p=0.0056

EPM= Erro padrio da média, P= Percentis
*p=Estatisticamente significativo
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0O teste t-Student mostrou que ha diferenca significativa entre os
grupos, com t=2.765 para um aifa de 0.05, com *p= 0.008. O teste-U de
Mann-Whitney (n8o paramétrico) também confirmou os resultados, com *p=
0.0056 como demonstra-se na tabela acima. Em mais da metade dos
pacientes estudados, verificou-se que 14/27 (52%), tinham niveis acima de
20pg/dL(551.8 nmol/L), 2/27 (7.4%) com valores Inferiores a
5,5ug/dL{151,74 nmolfL) e 11/27 (40.7%), dentro dos padrdes de
normalidade. O Anexo 12 discrimina em detalhes o nivel sérico de cortisol

encontrado em cada controle efou paciente.
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Fig.15a Distribuigio grafica das médias e erro padrio da
meédia, dos niveis séricos de cortisol de controles e pa-
cientes. n= numero de individuos, *= estatisticamente
significativo.
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Fig. 15b Distribuigdo grafica dos niveis séricos de cortisol de
27 pacientes e 16 controles, relacionados com a faixa de nor-
malidade. :
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NIVEIS DE CORTISOL E LEUCOCITOSE

Procurando correlacionar a contagem absoluta de
polimorfonucleares com 0s niveis séricos de cortisol encontrados em cada
grupo, verificou-se que tanto nos controles quanto nos pacientes nao houve
correlacdo significativa (Fig. 16) entre o cortisol sérice e o numero de PMMs
com r= -0.0392, intercepto= 12.1 e slope= -1.6 nos controles e r= -0.0745,

com intercepto= 20.5 e slope= -6.8 nos pacientes (coeficiente de regressio).

Cortisol vs n° leucdcitos
50000 . s TR

15000 r‘
10000 - |

+

:
) 3
:

|
1 + (3
|

| 0 5 10 15 20 25 30 35
| cortisol {ug/dl)

| +  Series 1 |

Fig. 16 llustracdo dos niveis de corfisol sérico de 17 pacientes que
participaram dos ensaios de quimiotaxia in vitro, e sua correlagdo
com o numero absoluto de leucocitos {leu).

“Series 1”= representa a populacao de pacientes. Cada ponto da
curva corresponde a um paciente. Entre 30 e 35ug/dL de cortisol,
ha dois pontos no grafico, bem préximos, quase se sobrepondo,
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NIVEIS DE CORTISOL E QUIMIOTAXIA

os niveis de cortisol e a migragdo de

polimorfonucleares de 17 pacientes que participaram do protocolo “A”,

também nao foi observada correlacdo entre estas duas variaveis, sendo, por

tanto, independentes com r= -0.0684, intercepto= 20.15 e slope=-7.70,

conforme o coeficiente de regressao(Fig. 17).
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Cortisol vs. migracao
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Fig. 17 Wustracio dos niveis de cortisol sérico de 17 pacientes que
participaram dos ensaios de quimiotaxia in vitro, e sua correlagdo
com a migragdo. Cada ponto da curva corresponde a um (nico pa-
ciente. “Series 1"= representa a populagio de pacientes. Nas abs-
cisas, os niveis de cortisol (ug/dL). Nas ordenadas, a migragao, em
células por campo.
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Com base nas especificagbes fornecidas pelo fabricante do kit
utilizado na dosagem sérica do horménio cortisol e em revisdes de literatura
reconhecida internacionalmente (ROLLERI ef al., 1976), tomou-se como faixa
de normalidade os valores compreendidos entre 5.5-20ug/dL no horario das
05:00 as 10:00 h. que, de fato, € o tempo em que se observa o maior pico

sérico, de acordo com o ciclo circadiano.

O menor pico situa-se entre as 20:00 e 04:00 h., sendo gue em
individuos normais ja se observa uma queda significativa dos niveis no final
da tarde, para valores em torno de 50% menores que 0s observados pela

manha.

Para melhor quantificar os niveis observados neste estudo, foi
elaborada uma classificacio simples que possibilitasse a interpretagao dos
resultados, visto que a variedade de métodos de diagndstico, tecnicas e

padronizacdes sdo tao amplos que fogem aos objetivos desta experiéncia.

A classificagcdo considerou como niveis baixos, os valores menores
que Sug/dL(<138nmol/L), normais de 5.5-20pg/dL (152-552nmol/L) e
elevados, se maiores que 20ug/dL(>552nmol/L).

A Tabela 12 ilustra gquantitativamente a relagdo de individuos

enquadrados nessas trés faixas séricas. Observe-se a ilustracaoe na Fig. 18.



Tabela 12 ANALISE DOS NIVEIS DE CORTISOL DE CONTRO-
LES E DE PACIENTES QUE PARTICIPARAM DOS
ENSAIOS DE QUIMIOTAXIA IN VITRO. CADA GRU-
PO FOI DISTRIBUIDO EM TRES FAIXAS SERICAS,
DELIMITANDO NIVEIS ACIMA, ABAIXO OU DENTRO
DA FAIXA DE NORMAL!IDADE

76

Controles Pacientes

yg/dL pg/dL Hg/dL Hag/dL Hg/dL Hg/dL

<55 5.5-20 >20 <55 5.5-20 >20
médiatEPM — 11,83x0,94 33,3 2.55+1,3  14,311,0 27,64%11
mediana —_ 1.4 33,3 2,55 13,7 27
P 25% - 94 - - 12,6 24,6
P 75% - 14,25 - - 16,6 31,4
n ¢] 15 1 2 10 15
p *p<0.01

EPM= Erro padrio da média, P= Percentis, n= nimero de individuos
*n= Estatisticamente significativo
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Os pacientes com niveis de cortisol < 20ug/dL (48%) e >20ug/dL
(52%) relacionados na Tabela 12 aparecem representados na figura a
seguir. Testou-se se haveria dependéncia dos niveis elevados de cortisol
encontrados, com a presencga de doenca, fato que foi confirmado com o teste

exato de Fisher, com t= 0.0027 e *p= 0.0084, de forma bilateral.
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Fig.18 Distribuicédo grafica das médias e erro padrao da
média dos niveis séricos de cortisol de pacientes. Os va-
lores séricos foram classificados em trés faixas. A coluna
do meio, representa a faixa de normalidade e corresponde
a 11 pacientes. As colunas a esquerda e direita desta, refe
rem-se aos valores abaixo e acima do normal.
n= representa o numerc de individuos de cada faixa.

*= Estatisticamente significativo (*p<0.05).
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FRAGCOES DO COMPLEMENTO SERICO

NIVEIS DE C3c (Anexo 5)

A Figura 19 ilustra em 31 pacientes e 14 controles 0s niveis
séricos de C3c; observe-se a relagio das variaveis (Tabela 13) com a
analise estatistica mostrando as médias, mediana, Pxs e Pzs . Em ambos 0s

grupos, ha distribuigéo gaussiana.

Foi testada a hipotese de que os niveis de C3¢ em pacientes seriam
menores que 0s dos controles, o que sé observa com a andlise das médias.
Esta hipdtese ndo se mostrou estatisticamente significativa, com p=0.1412

(teste-U de Mann-Whitney) e p=0.1628 para um alfa de 0.05(t-Student).

Tabela 13 ANALISE DOS NIVEIS SERICOS DE C3c DE 14
CONTROLES E 31 PACIENTES, QUE PARTICI-
PARAM DOS ENSAIQS DE QUIMIOTAXIA IN

VITRO.
Confroles(mg/dL) Pacientes(mg/dL)
médiazEPM 85,1245,2 73,9547
mediana 83,44 68,5
P 25% 74,59 52,7
P 75% 103 100,5

p=0.1412

EPM= Ero padrio da média, P= Percentis
p= N3o significativo
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O coeficiente de variagéo entre os pacientes foi de 35.52 e 23.01 nos
controles. De 31 pacientes avaliados, 6/31 (19.3%) apresentavam niveis
menores que 50 mg/dL, 10/31 (32.2%) com niveis acima de 90 mg/dL. Os
restantes 15/31 (48.3%), com niveis dentro da faixa de normalidade

conforme os valores de referéncia (50-90 mg/dL).

No grupo de controles, constituido de 14 doadores, nenhium
apresentou niveis abaixo de 50 mg/dL: 6/14 (42.8%) tinham valores acima de

90 mg/dL e os restantes 8/14 (57.1%) mantinham niveis séricos dentro da

média dos valores normais de referéncia (Fig. 20)
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Fig. 19a llustra a relagao das médias € o erro padrao
da média dos niveis de C3¢ (mg/dL) na amostra estu-
dada, que inclui 31 pacientes e 14 controle. Ambos

os grupos, participaram dos ensaios de quimiotaxia

in vitro, preconizados nos protocolos clinicos.

N#o se observou diferenga significativa entre as médias.
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Fig. 19b Freqgtiéncia de distribui¢ao dos niveis séricos de C3c

em 31 pacientes e 14 controles em relacéo aos valores normais.
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Fig. 20 Distribuigdo percentual dos niveis de C3c em controles
e pacientes,conforme trés faixas séricas. Niveis inferiores a 50
mg/dL ou maiores de 90 mg/dL, foram considerados patologi-
cos. A faixa de normalidade utilizada neste ensaio, padroniza
50-90 mg/dL. como o valor mais aceito.
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NiVEIS DE C,4 (Anexo 5)

A mesma andlise foi aplicada para os valores de C, (Fig. 21a) em
ambos 0§ grupos, com o0 mesmo numero de casos (31 pacientes e 14
controles). A Fig. 21b ilustra a frequéncia de distribuigdo de ambos os

grupos em relagéo aos valores normais.

A hipotese de que os niveis séricos dos pacientes seriam menores
que nos controfes foi testada e confirmada na avaliac@o estatistica, com
*p=0.028 no teste-U de Mann-Whitney e *p=0.020 para um alfa de 0.05 com
t=-2.416 (t-Student). A distribuigdo de ambos 0s grupos é gaussiana. (Tabela

14),

Tabela 14 ANALISE DOS NiVEIS DE C, DE CONTROLES E
PACIENTES, QUE PARTICIPARAM DOS ENSAIOS
DE QUIMIOTAXIA IN VITRO

Controles{mg/dL) Pacientes(mg/dL)

médiatEPM 32,3443,5 23,3119
medliana 29,91 2086
P 25% 23,62 16,2
P 75% 38,95 28,7
p *n=0.028

EPM= Ero padrao da média, P= Percentis
*p= Estatisticamente significativo
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Dentre os pacientes, 1 (3.2%) apresentou niveis menores que 10
mg/dL, 2 acima de 40 mg/dL (6.4%) e os restantes 28 (90.3%) com niveis

dentro dos valores normais de referéncia de 10-40 mg/dL.

No grupo controle, com 14 doadores, ndo se detectou niveis abaixo
de 10 mg/dL na amostra; 4 doadores apresentaram niveis maiores que 40

mg/dL. e os 11 doadores restantes (78.5%) apresentavam niveis normais

(Fig. 22).
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Fig. 21a Distribuicido grafica das médias e erro padrao da
meédia, dos niveis séricos da fragéo C, de pacientes e con
troles. As amostras incluem individuos que participaram
dos trés protocolos clinicos nos ensaios de quimiotaxia.
n= representa o namero de individuos em cada grupo.

*= Estatisticamente significativo.
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Fig. 21b Freqiéncia de distribuicdo dos niveis séricos de C4 em
31 pacientes e 14 controles, em relagéo aos valores normais.
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Niveis séricos de C4
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Fig. 22 Distribuicao percentual das médias dos niveis de C4 de
controles & pacientes, em relacdo a trés faixas séricas {mg/dL).
Os valores compreendidos entre 10-40 mg/dL representam a
normalidade,
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MORTALIDADE

De um total de 33 pacientes envolvidos nesta pesquisa (incluindo
os 3 protocolos clinicos), ocorreram 4 6bitos (12,1%), dos quais trés eram
criancas do sexo feminino (cujas idades eram, respectivamente 1 ano e 11
meses, 6 e 7 anos) e uma do sexo masculing, de 11 anos de idade, vitima de
traumatismo cranioencefdlico grave que evoluiu com morte cerebral. As
doencas que causaram diretamente a morte das outras trés criangas foram,
meningite bacteriana (pneumococo), sepsis criptogenética, e septicemia por

Hasmophilus influenzae, um caso de cada enfermidade, respectivamente.

Trés criangas apresentavam niveis de cortisol elevados. Duas
apresentavam leucocitose com presenca de formas jovens no leucograma, e,
houve um caso de leucopenia. O ensaio de quimiotaxia in vitro foi normal em
duas, houve reduzida migragéo em um caso (ho qual o soro ativado era o da
propria paciente), e nado foi possivel realizar o ensaio em outro, devido a
leucopenia importante. A fragdo C3c fol normal em duas criancas; as
restantes, uma com nivel acima e outra abaixo, apo6s testados, nao foram
estatisticamente significativos em relagdo a faixa de normaiidade. Os 4

pacientes tinham niveis de C,normais. (Tabela 15).



Tabela15 ANALISE DE 4 CASOS DE OBITO EM PACIEN-
TES QUE PARTICIPARAM DOS ENSAIOS DE
QUIMIOTAXIA IN VITRO E SUA CORRELACAO
COM CERTAS VARIAVEIS CLINICO-LABORA-

TORIAIS
PACIENTES
1 2 3 4

Idade Ga 1a11m 7a 11a
Sexo F F F M
Cortisol{ug/dL) 29,8 33,3 21,8 24,8
C3c{mg/dL) 81,3 48,9 62,6 45,4
C4{mg/dL) 253 18,7 20,6 19,6
n° leucéeitos/mL 3000 12300 8000 11400
SA paciente(c/c) / 46 22 !
SA controle(c/c) / 12,1 17 f
SNA paciente(c/c) NR ! / 4,1
SNA controle(c/c) NR ! f 3.3
Protocolo piloto A A piloto

'SA= Soro ativado com LPS 10%
M= masculino, F= feminino,

SNA= Soro nédo incubado com LPS 10%
C/C= nimero de células por campo

NR= ensaio nfo realizado devido ao reduzido namero de células

P= Protocolo ao que pertence
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No presente estudo, no qual as condicbes de morbidade de cada
paciente eram determinadas pelas doengas que ocasionaram a internacéo na
Unidade de Terapia Intensiva Pediatrica (UTIP), de fato extremamente
variadas, observou-se que o sistema imune, mesmo em situagbes adversas, €
capaz de responder, até satisfatoriamente, a um agente indutor de guimiotaxia.
Nao cabe aqui fazer qualquer extrapolagdo de situagbes, respostas ou
inferéncias, frutos desse trabalho, como algo absoluto gque acontece com o
individuo in vivo, onde até a magnitude do agente indutor pode variar de forma

muito ampla.

Subsistem ainda algumas duvidas ralativamente ac LPS e a sua
interacdo com os neutrdfilos. A gravidade de um paciente em estado critico
alteraria a sensibilidade de receptores de LPS na superficie dos neutrdfilos?
Haveria saturacéo de receptores de LPS apds um certo periodo de incubago
dos neutrofilos com o agente guimiotatico e, a partir de um determinado
momento, a reacio tenderia a estacionar?. A ocupagéo de um namero elevado
de receptores de LPS, havendo saturagdo, poderia, de alguma forma, prejudicar

a viabilidade dos neutréfilos?,

A frequéncia de admissdes por faixa etaria e sexo, encontrada na
populacdo estudada, ndo obedece rigorosamente a estatistica de admissées da
UTIP do HC-UNICAMP. A maioria dos pacientes da amostra tinham, em média,
41405 dias de internagio na UTIP ao serem incluidos nos protocolos
experimentais. Apesar desta unidade ndo ser o centro de referéncia para
queimados na regido, admitiu-se apenas um “grande gueimado”, com cerca de

35% de superficie corporal atingida.
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O protocolo “pilote”, que inclusive, permitiu a implantacéao da técnica e
da metodologia desta pesquisa, previa uma segunda e até uma terceira fase de
avaliagdo da quimiotaxia in vitro em todos os sobreviventes participantes do

estudo.

Posteriormente, a proposic¢éo inicial ndo se mostrou atraente, visto que
ndo foram observadas diferencas significativas no grupc de pacientes

estudados.

Tanto a segunda fase, em que os pacientes, tendo recibido alta da
UTIP, v&o para a enfermaria de Pediatria, |4 permanecendo até retornarem para
casa, como a terceira fase, de 3-6 meses apds a primeira coleta, na qual os
pacientes seriam convidados, exclusivamente na qualidade de doadores, para

mais um experimento, ndo se concretizaram.

Uma série de fatores dificultou a efetivacédo do protocolo inicial, o qual
precisou ser modificado, passando a se basear numa realidade mais compativel
com a pesquisa, sem, entretanto, prejudicar a validade dos fatos discutidos a

seguir.

Um fator que muito pesou na deciséo de ndo implementar as duas
Uitimas fases foi a procedéncia dos pacientes, em sua maioria de outras
cidades ou estados. Ele teria dificultado completar, a rigor, cerca de 80% dos
casos iniciais. Apenas 5 dentre 17 pacientes do protocolo “A” residiam em

Campinas.
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Ha relatos na literatura que questionam as técnicas de separagdo de
neutréfilos por gradientes em varias densidades. Isto porque as células
poderiam sofrer altera¢des funcionais, diretamente provocadas pelo produto

que utilizado.

As técnicas mais comumente aplicadas para esse fim s&o a do Ficoll-
Hypaque com sedimentacdo pelo dextran, a de gradientes pelo Percoll e o
método de resolucdo no meio Mono-poli (M-RPM).

Os trés produtos Uutilizados s&o quimicamente indutores de
pseudopddeo nos neutrdfilos sendo, porém, o percoll que induz,
significativamente, menor formagéo de pseudopddeo. A média fica em torno de
40% das células (p<0.05). O Ficoll e 0 M-RPM atingem, em média, 57 e 63%
das células, respectivamente (VENAILLE, J.T. ef al., 1994).

No presente estudo, utilizou-se o Ficoll-Hypaque com duplo gradiente

em todos os protocolos.

A técnica utilizada para avaliar a migracdo de PMNs em microcamara
de quimiotaxia através de um sistema de filtro com microporos descrita por
Zigmond et al.,(1973) tem sido bastante utilizada devido a sua praticidade e alta

preciséo.

Algumas duvidas porém, tém sido levantadas quanto ao tipo de filtro
empregado. Em estudos realizados in vivo a locomogdo dos neutrdfilos é
fortemente influenciada pelo grau de aderéncia celular ao substrato (KELLER et
al., 1983; MARKS & MAXFIELD, 1990). Se a arquitetura do filtro oferecer muita
resisténcia a célula, o resultado final podera ser falso e inconclusivo, visto que

a locomocéo podera ser lenta nessas circunstancias.
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Os neutréfilos se movimentam através do tecido conjuntivo in vivo
utilizando prolongamentos do citoplasma que interagem, contornando as fibrilas
de coladgeno e outros obstaculos fixos do tecido. Para tal locomogéo, o
neutréfilo usa a minima aderéncia possivel, de tal forma que possa locomover-
se interagindo com o substrato em 3 dimensdes. A maioria dos estudos tém

desconsiderado o fator aderéncia.

O principio ativo do método é o de submeter uma populagéo de
neutrofilos em concentragBo estabelecida através de um gradiente positivo,
diante de um estimulo indutor de quimiotaxia, interposto por um meio semi-
sélido, uma matriz que representa o filtro, separando ambas as solugdes. No
filtro, as células tornam-se polarizadas, com orientagéo para a fonte indutora de
quimiotaxia que esta sendo utilizada (CATERINA & DEVREOTES., 1991).

No momento, um dos filtros que parece se adaptar melhor a este tipo de
estudo é o filtro com gel de colageno, composto de fibras dispostas em trés
dimensdes, favorecendo o minimo de atrito (SCHMALSTIEG et a/., 1986).

Entretanto, o filtro de nitrocelulose utilizado nesta pesquisa, com poros
medindo 5 micras, continua sendo valido, desde que se obedeca as orientagbes
estipuladas pelo fornecedor, tais como tempo de validade, conservacdo em
temperatura ambiente, umidade, tempo de permanéncia do meio de cultura, etc.
Os testes realizados por AZZARA, A. et al.(1995) recentemente publicados,
confirmaram uma hipotese que por muito tempo carecia de confirmagao. No
processo de locomogéo através do filtro, tanto quando se trata de migragéo
espontanea como de estimulos quimiotaticos, a relagdo existente entre
contagem de polimorfonucleares e profundidade percorrida no filtro, ambas
estdo definidas por uma curva de Gauss, isto &, com distribuigao normal.
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Os agentes quimiotaticos induzem rapidamente a uma elevagao do
contelido do filamento actina, no interior do neutréfilo, responsavel por
alteracdes morfologicas dinamicas que ndo dependem do conteudo total de F-
actina como se acreditou por muito tempo, e sim da concentragdo do
agente(EHRENGRUBER &t af., 1995).

O presente estudo demonstra in vifro que a leucotaxia, isto &, a
movimentacdo unidirecional de polimorfonucleares (PMNs) em relacdo ao
estimulo quimiotatico que neles estd sendo aplicado, esta preservada mesmo
em criancas com comprometimento sistémico, gravemente enfermas.

No ensaio de quimiotaxia in vitro realizado com 18 pacientes e dez
controles referidos no protocolo “A”, ndo se evidenciou diferenca significativa
quando se compara a media de migracao (céldlas!campo) entre os PMNs de
controles e os de pacientes, ambos submetidos a um longo processo de
preparo e incubacio com LPS de E. coli a 10%. O indice de quimiotaxia, um
indicador inespecifico da migrac&o in vifro, mostrou a proximidade existente
entre estes dois grupos. Provavelmente a concentragdo de LPS representou um
forte estimulo para ambos, ndo sendo possivel avaliar mais detalhadamente o
inicio dessa resposta, a sua velocidade gradativa até atingir um pico maximo e
a sua permanéncia no mesmo. Tanto os PMNs de pacientes quanto os de

controles responderam rapidamente ao estimulo quimiotatico.

A quimiotaxia de PMNs incubados em soros contendo LPS 10%, foi
consideravelmente maior do gue a migragdo esponténea (ME) no meio de
cultura. Este aumento atingiu a ordem de 100% em relagdo aos valores obtidos
no meio, indicando que o LPS foi capaz de gerar fatores quimiotaticos nos
soros de pacientes e controles, com a mesma intensidade acionando a cascata
de complemento com formacéo de fragdes. Estes resultados sugerem que ha

integridade do sistema do complemento.
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Ao avaliar a acéo do soro de pacientes sobre a quimiotaxia dos PMNs
controle, a anélise nao paramétrica rejeitou a hipdtese de haver diferengas
significativas em relagdc aos PMNs de pacientes. Este resultado, entretanto,
ndo se observa com a analise paraméfrica, também aplicada, em fungdo da
normalidade de distribuicdo desses dois grupos, cujo valor foi significativo.
Estes fatos sugerem que exista algim componente no soro de pacientes, capaz
de inibir a quimiotaxia in vifro de PMNs de individuos sadios. A analise deste
tipo de ensaio, utilizando-se varios periodos de incubagéo, provaveimente deva

esclarecer esses achados.

A quimiotaxia de PMNs de pacientes incubados em soro de controles
ativado, a0 ser comparada com a quimioctaxia em seu proprio soro, nao foi
significativa. O efeito esperado era que no soro de controles esses PMNs
migrassem mais. O fato pode também estar relacionado, com o tempo de

incubagdo, como referido anteriormente.

Quando a quimiotaxia de PMNs de pacientes incubados em soro com
LPS 10% ou néo foi estudada, ndo se observou diferenga significativa (p=0.07).
Isto sugere que, de fato, j& existe uma ativagéo intrinseca dos neutrofilos
nesses individuos, onde independente do estimulo, ocorre migragao. Em
contrapartida, a diferenga € extremamente significativa, ao se comparar a
quimiotaxia de PMNs de controfes e de pacientes, incubados em seus SOros
respectivos sem LPS. Esta diferencga atinge mais de 100%. E como se existisse

um priming nos PMNs de pacientes.

OPDAHL (1993), defende a existéncia de um priming secundério a
processos infecciosos. Ele demonstrou em pacientes sépticos, a presenca de
agentes quimiotaticos plasméticos circulantes, capazes de ativarem os
polimorfonucieares, exacerbando, assim, a sua resposta diante de estimulos de

quimiotaxia especificos.
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A analise final da quimiotaxia in vitro do protocolo “A” se completa ao
correlacionar migrac&o de PMNs de pacienfes com as faixas etarias e com o
tipo de doengas. Em ambos os casos, ndo se observaram diferencas
significativas. Por tanto, ndo € possivel afirmar que os lactentes e criangas
menores, que representam quase 50% da populagdo estudada (1-5 anos),
possuam neutréfilos com menor capacidade de locomogéo, do que criancas
acima dessa faixa etaria. Mesmo no subgrupo de pacientes com patologias
infecciosas, formado por 5 casos de septicemia, 80% destes tinham quimiotaxia
acima da média. Poderia até existir um comportamento bimodal nessa
populacéo, porém em fungéo do limitado nimero de casos, essa hipdtese ndo

pode ser confirmada.

O paciente com meningite bacteriana por S. pneumoniae, tinha niveis
de quimiotaxia abaixo da normalidade, que visto isoladamente, € um dado

totalmente inconclusivo.

SHIN et al.,(1968) utilizando porquinhos da India, in vivo, observou que
em poucos minutos, o LPS foi capaz de ativar o sistema complemento,
desencadeando o aparecimento stibito da atividade quimiotatica.

Foi demonstrado que a via alternativa do complemento pode ser ativada
por varios polissacérides, endotoxinas bacterianas (LPS), alguns fatores
contidos em veneno de cobra e por componentes intracelulares expostos

durante a lesaoc celular.

Ha evidéncias de que in vitro, em condicdo ideal de temperatura
(incubacdo a 37°C), a interagdo entre o complemento e outras proteinas
plasméaticas é favoravel, desde que o sistema do comptemento esteja integro.
As 2 vias sdo ativadas por um mecanismo que ndo utiliza anticorpos contra a
molécula de LPS(MORRISON & KLINE, 1977).
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Embora os resultados obtidos de C3c e C4 de pacientes estivessem
dentro da faixa de normalidade, somente quando se comparou 0s niveis de C4
entre os dois grupos, controles e pacientes, € que se observou uma tendéncia
para niveis mais baixos nos pacientes, sendo significativo com *p<0.028 (t-
Student).

E provavel que essa tendéncia seja decorrente de um maior consumo
de C4. Vale citar que 48.3% dos pacientes manteve niveis normais de C3c,
32% com niveis acima do normal e 20%, com valores abaixo. Esta variagao

ampla entre os pacientes faz supor que:

s Doencas agudas, na maioria auto-limitadas, ndo consomem a priofi,
abruptamente, os estoques de C3c ao ponto de serem
significativamente alterados. Entretanto, ha consenso na literatura
de que exista, de fato, um aumento transitorio do consumo em certas

doencas agudas, com retornoe lento e gradativo aos niveis basais,

e A agresséo da doenga poderia estimular a sintese protéica com
maior formacdo de C3 até se atingir um ponto no qual n&o haveria
mais clivagem, dependente em grande parte, da duracéo e da
magnitude da agressao (infecgdo, trauma).

e O fato de ser detectada uma populagéo com niveis menores aos de
referéncia, representa apenas 19.3% dessa mesma populacéo (6/31),
pode ser considerado apenas uma variacéo dentro da populagéao, ja
que existe bastante disperséo na amostra. Nao se detectou clinica de
hipocomplementenemia nesses 6 pacientes ou histéria de infec¢bes
recorrentes, sendo o menor nivel detectado em torno de 30mg/dL,0
gue & um valor relativamente proximo ao normal, sem interesse

clinico.
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¢ Relativamente ac C4, & provavel que, como acontece com pacientes
com queimaduras extensas -com imediata ativacao do complemento-,
haja apés uma primeira fase, uma deplecéo desses niveis gue nos
gueimados persiste em torno de 10 dias ou mais, dependendo da

extens&o corporal queimada.

Neste estudo foi feita somente uma colheita de cada fragdo. Por isso

n&o se pode tracar um perfil que caracterize a evolugdo sérica.

No caso do unico pacienfe queimado incluido neste estudo, ele
apresentava niveis subnormais da fragdo C3c. A fragdo C4, embora normal,
estava préoxima do nivel inferior de normalidade.

Os resultados do C4 obtidos nesta casuistica, foram também
observados por GOYA et al.(1994) que ndo detectou qualquer decréscimo em
onze pacientes estudados, portadores de insuficiéncia de maltiplos 6rgéos.

No ensaio de quimiotaxia, no qual PMNs de individuos sadios foram
incubados com soro de controles efou de pacientes (protocolo “B”™), observou-
se um aumento progressivo da migragdo de PMNs até atingir-se a
concentracdo a 3% de LPS, a partir da qual observa-se um declinio também
gradativo e lento. Existe concordancia entre os valores achados em ambos os
grupos. Se o pico de migragdo maxima ocorreu na concentragéo a 3% de LPS,
por qué em concentragdes maiores ndo se obteve resposta, maior ou ao

menos, semelhante?
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Alguns fatos poderiam explicar a observagio acima registrada:
¢ Presenca de receptores na superficie dos neutréfilos?

Atualmente existe consenso na literatura de que na superficie de
neutrofilos ha uma diversidade de estruturas que favorecem o contato célula-
célula. Estas estruturas, hoje denominadas moléculas de adesdo, s&o
responsaveis pelo reconhecimento e ligacdo a outras células, a componentes
extracelulares ou mesmo a superficies sintéticas, ja que essas estruturas estéo
ligadas ao citoesqueleto celular através de prolongamentos citoplasmaticos e
comportam-se como intermediarios de um didlogo em ambas as diregoes

através da membrana celular.

Embora inicialmente tenha-se usado os termos "receptores de adesao”
referindo-se as moléculas de adesdo, hoje apenas se aceita esse Ultimo, que
inclui outras classes bioquimicas como as integrinas, imunoglobutinas,
selectinas, fosfolipides e carboidratos, cuja discussdo foge aos propositos
dessa abordagem. Apenas citamos o papel das integrinas para enfatizar a
participacdo da melécula de adesdo MAC-1, antigamente conhecida como
receptor de complemento 3 ou CR3 que, inclusive, é a que permite ao neutréfilo
ligar-se a endotoxing, LPS de E. coli (RAMPART, 1894).

E provavel que em concentragdes crescentes, os locais de ligagao vao
se esgotando, ao ponto de se estabelecer uma condigdo de saturagao.
Entretanto, persiste certa atividade migratéria, o neutrdfilo ainda sofre
locomogédo, e em nenhum momento observou-se abolicdo total de sua
motilidade. O movimento dos polimorfonucleares € dose-dependente e pode
inibir-se quando o agente quimiotatico se encontra em altas concentragdes
(WILKINSON & HASTON, 1988; GONZALEZ et a., 1995).
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N&o hé evidéncias de que havendo saturacdo desses locais, implique
em perda da fung&o leucocitaria, com diminuigdo na capacidade fagocitaria,
liberacdo de enzimas liticas e outras fungbes inerentes ao neutrdfilo
(CREAMER et al.,1991). Por outro lado, como acontece na fibrose cistica em
que o ndmero de receptores para LPS permanece inalterado, até que ponto
isto também ¢ vélido para pacientes com outras doencas sisiémicas graves? A
andlise feita por DAl et al.(1994), com 18 pacientes e 13 controles, analisa in
vitro a lentiddo da resposta migratéria de neutréfilos em pacientes com fibrose
cistica. Os agentes quimiotaticos utilizados foram a interleucina(lL.-8) e o formil-
metionil-leucil-fenilalanina (f-MLP). Foi constatado que havia diminuicao da
locomog&o do neutrdfilo exclusivamente & IL-8, inclusive com reducéo do
nuimero de receptores para IL-8, em relagdo aos controles. Na fibrose cistica
confirmou-se que hé niveis circulantes constantemente elevados de IL-8 nesses
pacientes, gerando um mecanismo que inibe a regulagdo, até da propria
expressao do receptor na superficie do neutréfilo(*down-regulation”), ao qual se
atribue a menor resposta migratoria.

«Déficit na capacidade de ligagdo do neutrdfilo a nivel de receptor para
LPS?

O local onde ocorre esta ligagdo € ao nivel do lipidio A na molecula de
LPS. E bem provavel que condicdes externas a célula, possam aumentar o
consumo de oxigénio intracelular, esgotar as reservas energéticas na forma de
glicose, devido ao estado de catabolismo celular, e inibir a ligagéo neutrofilo-
lipidio A. Um exemplo dessas condi¢bes externas & o caso de uma infecgao
localizada que se torna sistémica com comprometimento de multiplos rgaos. A
partir dessa vis8o levanta-se a hipdtese de uma perda de afinidade desse
complexo, caracterizada por “dessensibilizagéo” a nivel de receptor para LPS,
podendo ser reversivel ou n&o, dependendo da resposta do hospedeiro a

injaria.



Supbe-se que ao reduzir a afinidade, atenue-se a resposta do neutrdfilo

ao estimulo quimiotatico, até atingir a concentracéo de 10%.

e/nibicdo da migragdo por componentes do soro do paciente?

A presenca de substancias que inibem a migracdo de PMNs, foi
confirmada em varias situagdes em humanos e animais experimentais. E o caso
de pacientes com queimaduras extensas (WARDEN ef al.,1974; SANNOMIYA,
P.,1992), diabéticos (SANNOMIYA, P.; PEREIRA, MA A & GARCIA-LEME, J.,
1990), idade avancada (MELLO, S.B.V. ef &/,1992), imunodeprimidos, etc.
Tratando-se de uma substancia inibidora, perguntariamos sobre sua natureza.
Teria ou ndo efeito reversivel ao se realizar uma segunda incubagéo, e se apos
lavagem das células incubadas em soro de pacienfes, essas mesmas células

fossem reincubadas, com o soro de controles?

No protocolo “B” demonstrou-se que o soro de pacientes inibe a
migracéo de PMNS de individuos sadios, significativamente, ac ser comparada
com a incubacgdo desses mesmos neutrdfilos em soro de  confroles. Nao foi
possivel verificar se o efeito & ou n&o reversivel. A recuperacdo de neutrofilos
de confroles apoés terem sido incubados no soro de pacienfes e lavados no
meio de cultura (ME), tendem a cair quando se faz uma segunda incubagéo,
seguida de uma ultima lavagem. Em funcéo da baixa celularidade observada,

torna-se impossivel alcangar a concentragio padréo utilizada neste estudo, da

ordem de 4x 10° células/mL.

E possivel que tenha havido aderéncia dos PMNs as paredes do tubo.
Talvez seja recomendavel trabalhar com maior volume de soro, da ordem de
30-50 mL para se obter uma recuperacéo maior de células e verificar se a
inibicdo & reversivel ou ndo. SANNOMIYA (1992), trabaihando com plasma
humano, verificou também que neutrofilos sadios pré-incubados com plasma de
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pacientes migravam menos que os incubados em soro de controles (*p<0.001).
Essas descobertas foram validas em pacientes com queimaduras extensas,
ap6s o terceiro dia de internagéo e também em ratos diabéticos. Convém
ressaltar aqui que, além da inibigdo gerada por componentes do plasma de
pacientes, existe no queimado um compenente imunologico deficitario que se
sobrep&e (DEITCH & McDONALD, 1982, BRAQUET ef a/., 1985).

Nos diabéticos o "fator inibidor" é terme-labil, destruido pela tripsina e
separado por didlise parecendo interagir com o receptor Csa na superficie do
neutréfilo (SANNOMIYA, PEREIRA, GARCIA LEME, 1990).

O fator "estresse”, resultante das condicbes em que o paciente esta
submetido numa UTIP, talvez seja o denominador comum para todos os

pacientes admitidos neste estudo.

Alguns parametros, inclusive varidveis enddcrinas, tém sido propostos
em diversos trabalhos, até para fins de prognéstico de mortalidade em

pacientes criticos.

Neste estudo observou-se niveis de cortisol sérico mais elevados nos
pacientes, sendo 52% destes, com niveis acima de 20ug/dL, enquanto apenas 2
pacientes (7.4%) apresentaram niveis abaixo de 5.5ug/dL. Um dos pacientes
encontrava-se em pés-operatério de glioma de tecto mesencefalico associada a
hidrocefalia, o outro era vitima de traumatismo cranioencefélico grave com
hipertenso intracraniana. Ambos estavam sob uso de dexametasona na dose
de 0.5mg/Kg/dia. Apenas 40.7% (11/27) dos pacientes tinham niveis normais.
Por outro lado, a dosagem de cortisol de 16 confroles demonstrou que 94%
(15/16) dos individuos tinham niveis normais (5.5-20ug/dL), nenhum com niveis
abaixo de 5.5ug/dL e apenas 1 individuo (6%) com niveis elevados acima de
20ug/dL. O horério da coleta, conservagéo do material, kit utilizado e método
de dosagem entre pacientes e controles fol 0 mesmo.
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Os dados confirmam as descobertas de JAREK et al(1993), que
também detectou, em humanos, elevacdo dos niveis de cortisol em adultos,
internados em Unidade de Terapia Intensiva, onde no 2° dia de internacgéo,
havia elevacdo significativa dos niveis de cortisol quando comparados com
valores normais de referéncia. Esses autores ainda conseguiram correlacionar
um maior numero de obitos com os pacientes que tinham niveis de cortisol
sérico mais elevados. COIMBRA ef al{1992), em experiéncia com ratos
parcialmente hepatectomizados, verificou elevacao dos niveis de corticosterona
circulante, eocsinopenia, leucocitose e reducdo da capacidade de resposta

inflamatéria, com recuperacgio total por volta do 20° dia de p6s-operatoério.

Diversos trabalhos demonstram que a administragao de glicocorticoides
inibe a mobilizacdo de neutrdfilos na inflamacdo (FARSKY et al, 1995,
SCHLEIMER et al, 1989). CUNHA & FERREIRA (1988) observaram que
animais previamente tratados com dexametasona, apresentavam diminuicdo
importante do ndmero de neutréfilos no local da inflamacdo (cavidade
peritoneal) e inibiam a liberagdo de um fator quimiotatico liberado por
macrofagos previamente estimulados com LPS de E. coli. O bloquéio da acdo
de outras citocinas, como a IL-8, com comprovada acdo quimiotatica, também
foil observado com o uso de glicocorticoides, que parecem agir indiretamente
blogueando a liberagdo de substancias quimiotaticas liberadas pelas ceélulas
residentes (RIBEIRO ef al., 1991).

Ha evidéncias de gue a locomocéo de neulrdfilos permanece inalterada
guando as células entram em contato dirsto com corticosterdides. Porém,
observa-se menor acumulo delas na area da inflamagéao, provavelmente por um
mecanismo indireto, através do bloqueio na producido de eicosanoides,
particularmente das citocinas, envolvidas no processo de recrutamento.
(KNUDSEN ef a/,1987; BOCHNER et al, 1987; DINARELLO ef al, 1989,
FACCIOL! ef al., 1990).
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A experiéncia de MITCHELSON et a/.(1994), estudando as alteracbes
endocrinas de pacientes com doencas agudas graves, observou que em altas
concentracdes do hormdnio cortisol, os receptores ocupados sdo os de tipo 1
ou também chamados de classicos. Em baixas concentracdes, os tipo | {ou
receptores de mineralocorticdides) s&o acionados tendo, inclusive, alta
afinidade com o cortisol. Discute-se ainda por que em altas concentracdes de
cortisol, onde deveria haver supressio total do eixo hipotalamo-hipofisario,
ainda pode existir ativagdo do mesmo. Ao que parece, 0 mais provavel é gue,
ao invés da inducdo do hormbnio |iberador de corticotropina (CRH) acionar a
secrecao do ACTH na hipdfise, haveria secrecao de ACTH por uma outra via,
por indugdo via arginina-vasopressina gque nao sao substancias sujeitas ao
“feed-back" cortisol-dependente.

Em ratos (Cs7/B) submetidos a ruido (100 db) diario, a partir de meia
noite durante 5 segundos em cada minutc por 1 a 3 horas continuas,
apresentavam niveis de cortisol persistentemente elevados até o 10° dia. Apos
0 qual se observava uma queda gradual, tendendo aos niveis basais. No pico
de elevacdo maxima ocorria uma depressao da resposta imune, com reducio
da linfocitotoxicidade e diminui¢do global do numero de células nucleadas a
nivel de bago (MONJAN & COLLECTOR, 1977).

No presente estudo foi realizada uma Unica dosagem de cortisol, &
exce¢ao de um paciente do qual a segunda amostra, coletada treze dias apos a
primeira, observou-se uma queda dos niveis séricos em torno de 30% do valor
inicial (de 13ug/dL para 9.5ug/dL). E possivel que ocorra uma reducio, através
de um mecanismo que pode estar sendo mediado por outra via diferente da
hipotalamo-hipofisaria (MITCHELSON et af., 1994).
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Em criangas gravemente enfermas esse mecanismo, somente poderia
ser confirmado através da confecgao de uma curva com repetidas dosagens em
uma populacao, representando os niveis de cortisol em func¢do dos dias de
evolugdo da doenga. Entretanto, ainda existe a possibilidade de que a liberagéo
do cortisol enddgeno seja dependente do “estresse’. Isto significa que,
conforme vai ocorrendo a recuperagdo clinica do paciente, havera uma
tendéncia a diminuicéo espontanea. Em vista da heterogeneidade de doencgas
entre a populagao estudada, a redugdo do cortisol pode variar amplamente.

Foi possivel demonstrar na casuistica em foco, que os niveis elevados
de cortisol em criangas graves ndo influenciam a resposta quimiotatica dos
PMNs. Em trés dos quatro oébitos relatados foi possivel determinar a
quimiotaxia, sendo normal em um paciente e inferior ao normal, em dois. No
entanto, amostras maiores serdo necessarias para poder correlacionar

mortalidade com quimiotaxia.

Nao havia relato entre os pacientes que evoluiram a dbito de terem sido
submetidos a transfusao recente com plasma congelado fresco (nas 24 horas
prévias a coleta) ou historia de imunodeficiéncias. A transfusdo com plasma
nesse periodo, poderia modificar a resposta quimiotatica, devido a um
clearance relativo de fatores inibidores plasmaticos do préprio enfermo. Apenas
2 pacientes tinham sido transfundidos com plasma humano nas 24 horas
anteriores. Um deles com migracdo abaixo do normal e outro, acima da
normalidade. O soro deste dltimo paciente, ao ser incubado com 0os PMNs do
controle, foi capaz de inibir a locomogao destes.

Trabalhos em pacientes com queimaduras extensas, analisando-se o
clearance plasmatico decorrente de transfusdes a que esses individuos foram
submetidos, constataram in vitro que ao se adicionar 80% de plasma humano
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do queimadc a 20% de plasma humano normal, occorre uma reversao parcial do
efeito inibitério ao pré-incubar neutréfilos de doadores-controles.  Este
fendmeno, porém, ndo se observa quando a transfus&o é feita com concentrado
de hemacias (BJORNSON ef a/,1980). Efeito semelhante observou-se em um
caso descrito de um portador da Sindrome de hiperimunogiobulina E, que
sendo submetido a plasmaferese apresentou melhora transitéria da resposta
quimiotatica, sugerindo que tenha havido retirada parcial do fator inibidor sérico
desse paciente (YAMADA ef al., 1995).

A contagem absoluta de leucocitos em pacientes, dosados também uma
Gnica vez, mostrou niveis superiores aos encontrados em controles.
Certamente, a leucocitose corria paralelamente a fase aguda da doencga, no
exato momento em que a ruptura da homeostasia estava prestes a atingir sua
pior fase. A elevacdo conjunta dos niveis de cortisol e do numero absoluto de
leucocitos observada neste estudo também foi demonstrada em revisdes de
literatura (PARRILLO & FAUCI, 1979; WILLIAMS et a/.,1990).



VI. CONCLUSOES
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Casuisticas maiores as selecionadas no presente estudo,
provavelmente, permitiriam organizar conclusbes, referentes a quimiotaxia
de polimorfonucleares in vitro, numa populagdo mais homogeénea.

Entretanto, as observages encontradas, com base nas andlises estatisticas,

sugerem que:

A quimiotaxia in vitro de polimorfonucleares de criangas portadoras
de patologias agudas graves, infecciosas ou ndo, provavelmente esta

preservada.

Os polimorfonucleares de pacientes, mesmo em sorc né&o incubado
com LPS a 10%, s&oc capazes de se locomoverem tdo bem quanto o

neutréfilo que foi ativado pelo soro incubado com LPS.

Provavelmente existam componentes no soro de pacientes, capazes

de exercerem um efeito inibitdrio sobre os polimorfonucieares de individuos

sadios.

As variaveis aqui estudadas, niveis de cortisol, fracbes C3c e C4 e
leucocitos totais, se comportam como variaveis totalmente independentes da

quimiotaxia.

A elevacdo dos niveis de cortisol séricos entre os pacientes,
caracterizou as condi¢des de estrese a que estavam submetidos mostrando
também, que existe uma dependéncia significativa entre niveis elevados e

presenca de doenca.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

PROTOCOLO “A”

¢ Selecionar um maior numero de pacientes, com patologias
definidas, para caracterizar a migracéo referente a uma patologia

ouU a3 um grupo especifico.

« Avaliar a liberacéo de anions superdxidos correlacionando-a com
a migrac&o nos pacientes. Ha relatos onde a incubagéo de
polimorfonucleares com LPS, mesmo em baixas concentragdes,
de 0.01 pg/mL, resuliou em aumento da liberagéo de énions
superdxidos em resposta ac estimulo com n-formil-metionil-leucil-
fenilalanina (FMLP), HASLETT, et a/.(1985).

e Avaliar a acdo do 6xido nitrico como mediador e indutor de
guimiotaxia e de outros agentes quimiotaticos.
BEAUVAIS, ef a/(1995), trabalhando com sangue humano,
verificaram o efeito do 6xido nitrico exdgeno como indutor de
guimiotaxia em neutréfilos in vifro. Estes resultados sugerem que
no individuo in vivo, provavelmente, o mesmo fendmeno seja

observado.

e Estudar a fungéo fagocitaria de neutréfilos de pacientes,

comparativamente com individuos normais.
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PROTOCOLO “B”

+ Avaliar se o efeito inibidor observado no soro de pacientes e

reversivel ou irreversivel.

o Testar nos estudos de inibicdo dos soros, se os PMNs de
pacientes, nas mesmas circunstancias dos controles, sofrem a
ac&o inibitéria do proprio soro do paciente; assim sendo, aplicar o

item anterior.

» Verificar o efeito inibitdrio do soro de pacientes sobre 0s PMNs vs.
tempo (min) de incubacgéo, avaliando se existe alguma correlagio

que possa ser atribuida a permanéncia em contato com o soro.



VII. RESUMO
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RESUMO

O proposito deste estudo foi de avaliar a quimiotaxia de leucocitos
polimorfonucleares (PMNs) in vitro em criangas graves, internadas em uma
Unidade de Terapia Iniensiva Pediatrica.

Organizamos o estudo em trés fases: uma fase inicial, composta por 8
pacientes e 8 controles, na qual implantamos a metodologia a ser seguida; a
segunda, referida como protocolo “A”, constituida de 18 pacientes e 10
controles, onde comparamos a quimiotaxia por grupos diante do agente
indutor de quimiotaxia, E. coli {(100ug/mL) e a terceira, o protocolo “B”,
com 7 pacientes e 6 controfes onde se avalia a existéncia de fatores
inibidores no soro de pacientes (SP).

A coleta de amostras em todos os protocolos ocorreu no mesmo horario. O
isolamento dos PMNs foi baseado na técnica de separacdo por gradientes
com dupla densidade (1119 e 1077). Cinco mililitros de sangue periférico
foram acrescentados a coluna de gradientes em tubos limpos e
centrifugados a 500 x g durante 30 min a 25°C. Feita a separag&o de
células, estas eram lavadas, ressuspendidas 2 vezes numa solugao tampao,
e a seguir contadas na camara de Neubauer para serem suspendidas
novamente {4 x 10° células/mL). A salucdo tampao com pH 7.2, contendo
0.1 g% albumina, HEPES e o meio minimo essencial de Eagle foi utilizada
para a lavagem das células. Na fase inicial trabalhamos exclusivamente com
soros ndo tratados. A incubacdo foi realizada em uma microcamara de 48
pocos, composta de dois compartimentos, separadas por um filtro de
nitrocelulose de 5 micra. Em cima, no nivel superior foram colocados 50uL
de células de pacientes e controles, e no inferior 27uL do tampéo e dos
soros respectivos. Apés 60 minutos de incubagdo a 37°C, em atmosfera
umidificada com 5% CQ, a microcamara foi retirada, o filtro corado e em
sequida fixado em lamina de microscopia, estando apto para ser realizada a
lettura,

No protocolo “A* a pré-incubacdo foi feita com soros ativados com

lipopolissacaride de E. coli, ao invés de soros ndo tratados.
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No protocolo “B” foram isolados somente os PMNs de controles, conforme
a técnica referida anteriormente. Essas células foram incubadas em soros
puros, sendo utilizado o mesmo agente indutor de quimiotaxia, porém em 3
concentracoes diferentes e a solugéo tampéo foi o indicador da migragéo
espontanea.

Aliquotas de soro de pacientes e controles foram estocadas para dosagem
do cortisol e das fracdes C3c e C4 do complemento sérico. Niveis elevados
de cortisol foram observados entre os pacientes (*p<0.01), néo existindo
porém, correlagéo com a quimiotaxia dos PMNs. As fragbes de C3c e C4 do
complemento foram normais entre os pacientes, porém o C4 foi
significativamente menor nos pacientes do que nos controles (*p<0.05). Vinte
por cento dos pacientes apresentaram niveis de C3c inferiores ao normal. A
contagem de leucdcitos foi maior nos pacientes que nos controles, sem

correlacdo com a atividade migratoria (*p<0.09).

O protocolo “A” sugere que a quimiotaxia de criancas graves, tanto de
patologias infecciosas quanto de ndo infecciosas estd preservada, nao
sendo detectadas diferencas significativas entre confroles e pacientes.

O protocolo “B” sugere que exista algum “fator’ no soro de pacientes,
capaz de reduzir a locomog&o de neutrdfilos de individuos sadios.

Estudos posteriores e maiores casuisticas, certamente serdo de extrema
utilidade para caracterizar melhor os fendmenos observados in vifro e sua

correlagdo com modelos in vivo em criancas graves.



VIII. SUMMARY
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SUMMARY

This study examined the in vitfro chemotaxis of polymorphonuclear
leukocytes (PMNs) obtained from critical care children admitted to a pediatric
intensive care unit. The investigation was carried out in three stages. In the
first, cells from eight patients and eight healthy volunteers were used to
standardize the conditions for the chemotaxis assay. For this experiment,
only non-activated sera from both the patients and the controls were used. In
the second stage (Protocol A), the migration of PMNs from 17 patients and
ten healthy individuals in response to E. coli lipopolysaccharide (100ug/mL)
was studied, and in the third and final stage {Protocol B}, the presence of
chemotaxis inhibitors in the sera of seven patients was determined. For this,
PMNs from 6 selected donors were incubated with sera from patients and
healthy individuals in the presence of a chemo-atiractant (E. coli
lipopolisaccharide, 10ug/mi, 30pg/mL and 100pg/mL). Blood sampling for
the determination of white blood cell counts and for the quantification of
cortisol, C3c and C4 complement fraction levels were obtained from most
patients and healthy individuals. In all cases, the blood samples were
collected at the same time of day. PMNs were isolated using a double
discontinuous Ficoll-Histopague gradient and then washed twice in 5 mL of a
balanced salt solution containing Eagles minimum essential medium, HEPES
{0.85g%) and albumin (0.1g%), pH 7.2 (adjusted with NaOH). The cells were
centrifuged at 400 g for 10 min at room temperature between washes and
then re-suspended to a concentration of 4 x 10%/mL prior to use. The viability
of these cells was >90% as determined by vital staining with Turk’s solution.
Chemotaxis was studied using a 48-well micro-chemotaxis chamber. The
bottom chamber of each well contained 25ul of the desired chemo-attractant
or serum while the upper chamber contained 50ulL of the appropriate PMN
suspension. PMN migration was allowed to proceed for 1 hr at 37°C in
humidified air containing 5% C0,. At the end of this period, the chambers
were disassembled and the filter removed, stained, and the number of

migrating cells counted.
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There was no significant difference in the migration of neutrophils
obtained from patients and normal individuals in Protocol A (14.0+2.1 vs
11.241.0, respectively, counted in ten high power fields).

Protocol B showed that the sera of most patients contained a
factor(s) capable of significantly {p<0.05) inhibiting the migration of PMNs
from healthy donors. The effect of this inhibitor sera factor(s) was definitely
significant (p<0.05), being observed in all the concentrations of LPS
mentioned above. The cortisol levels in the patients (20.6x1.7pg/dL),
including the three stages, were significantly (p<0.05) greater than in healthy
donors (13.16+1.7pg/dl) but did not correlate with the ability of inhibit
migration. Likewise, whole leukocyte counts were also higher in patients
(9270+2470) than in donors (4400+253). The C3c and C4 complement levels
were generally normal in most of the patients, but 20%(6/31) had C3c levels
under normality. No significant differences were observed between patients
and donors C3c levels. On the other side, although both groups had C4
normal levels, the patients levels (23.37+1.9mg/dL) were significantly
(p<0.05) lower than in donors (32.344+3.5mg/dL).

Based on the above results, we conclude that the ability of PMN from
critical care children to migrate following stimulation is unimpaired but that
sera from these individuals contain a factor(s) capable of inhibiting the
migration of PMN from normal donors. Hormonal levels, white blood cell

counts and complement fraction levels failed to correlate with PMN migration.
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ANEXO 1. FICHA DE CADASTRAMENTO REFERENTE A
PACIENTES DO PROTOCOLO “A”

DADOS PESSOAIS

Nome: Idade:
DN: / /

Enderego:

124

Conirole ( ) n° Registro: HC-
Nome; Idade:

Paciente { ) n° Registro: HC- Data de Internagdo:  /  /

Data do experimento: __ / [/

PROCEDIMENTOS:

Controles Pacientes

Contagem de células
(camara de Neubauer)

Leitura apos fixagio
(duplicatas- 5 campos) células/campo células/campo

M. ESPONTANEA (ME)

SORO ATIVADO CONT.

SORO ATIVADO PAC.

1/2



EXAMES COMPLEMENTARES:

Controle Paciente

Hb./Hic.

leucécitos _
bast. _ _ i
seg. | |
tinf_ . __ |
mon - N
bas. B
trans. plasma <24h.

OBSERVACOES:

272



ANEXO 2. FICHA DE CADASTRAMENTO DE PACIENTES INCUBADOS

EM SOROS NAO ATIVADOS COM LPS 10% (PROTOCOLO

“PILOTO)
DADOS PESSOAIS
Nome: Idade:
DN: / /

Endereco:

126

Controle ( ) n° Registro: HC-

Nome:

Idade:

Paciente { ) n° Registro: HC-

Data do experimento:  /_ /

PROCEDIMENTOS:

Controles

Data de Internagdo: _ /

Pacientes

Contagem de células
(cimara de Neubauer)

Leitura apos fixa¢do
(duplicatas- 5 campos) células/campo

células/campo

ME

S. PURO DO CONTROLE

S. PURO DO PACIENTE

CORTISOL (png/dL)

C3c¢ (mg/dL)

C4 (mg/dL)

172

/



EXAMES COMPLEMENTARES:

|Controle

" [Paciente

Hb./Htc.

leucocitos

baSt' PR

seg.

finf

mon.

eos.
bas.

‘trans. plasma <24h.

OBSERVACOES:

2/2

127



ANEXO 3. FICHA DE CADASTRAMENTO REFERENTE A
PACIENTES DO PROTOCOLO “B”

128

DADOS PESSOAIS

Nome: Idade:
DN: / /

Endereco:

Controle { ) n° Registro: HC- Nome:

Paciente {( ) n° Registro: HC-
_

Data do experimento:

PROCEDIMENTOS:

Data de Internagdo:.  /  /

Controles

Contagem de células
{cAmara de Neubauer)

Leitura apés fixagio
(duplicatas- 5 campos)

(um)

MNEM

LPS 1%

LPS 3%

LPS 10%

CORTISOL(ug/dL)

C3c (mg/dL)

C4 (mg/dL)
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ANEXO 4. NIVEIS SERICOS DE CORTISOL DE CONTROLES E PACIENTES

Controles Pacientes
N° Protocolo pg/dl  nmol/l Protocola pg/dl. nmol/L
1 A 114 31452 P 29,8 822,18
2 A 10,7 28521 A 33,31 918,79
3 A 7,8 21521 A 16,4 452 .47
4 A 92 25382 A 21,62 595,94
5 A 18,3 53248 A 33,3 910,47
6 A 11,8 325,58 A 9,2 253,82
7 A 10,5 289,69 A 28,5 813,91
8 A 158 435,92 A 12 331,08
9 A 57 898639 A 3,9 107,62
10 A 12,2 336,59 A 13,5 372,46
11 B 165 455,23 A 9,5 262,12
12 B 14,8 408,33 A 27,5 758,72
13 B 333 91874 A 16,8 483,51
14 B 85 242,01 A 26,5 731,13
15 B 96 918,74 A 17,8 491 11
16 B 13,7 377,98 A 333 218,78
17 A 1,22 33,11
18 A 13,22 384,18
1% A 25,2 698,26
20 A 24 4 645,61
21 B 206 568,35
22 B 33,31 910,47
23 B 24,2 667,67
24 B 15,2 419,36
23 B 20 551,81
26 B 13,7 376,75
27 P 24,8 684,23

niveis de coitisol (1ug/dL= 27,59 nmol/l)
controles(n=18), pacientes{n=27)
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ANEXO 5. NIVEIS SERICOS DAS FRACOES C3c E C4 DO COMPLEMENTO
EM 14 CONTROLES E 31 PACIENTES

| Ne CONTROLES ) PACIENTES
,| C3c(mg/dL) C4{mg/dL) C3c¢(mg/dL) | C4(mg/dL}
|
E 74,2 284 62,3 328 |
2 112 48,4 42,2 2%
3 55,1 19,1 62,6 20,6 |'
4 107 36,5 79,8 26 |
5 55,3 11,9 68,5 226
6 } 75 25,8 81,6 19,6
7 ; 84 28,3 109 344
8 83 44 115 53 |
9 i1 62,8 100 288 |
|' 10 64,3 21,4 83,4 24|
'! 11 81 41,4 48,9 167 |
L 12 105 31,4 52,5 13,3
'| 13 101 32,5 64,9 132
14 83,9 20,9 113 288
15 112 19,4 'i
16 102 35,6 .l
17 29,9 11
18 54,5 12,5
19 112 23,7
20 37,7 10,1
21 72,5 16,5
] 22 67 159 |
! 23 52,9 174
24 106 457 .
25 35,9 7,91 !
26 454 196 |
27 56,8 13,7 f
28 52,2 20 |
29 79,7 30,8
30 101 39,7
31 91,3 253




ANEXO 6. INDICE DE QUIMIOTAXIA DE 10 CONTROLES
E 18 PACIENTES - PROTOCOLO “A”

INDICE DE QUIMIOTAXI
|

Ne 1Qc IQp }
.. | —]

1 256,2 4076 |

2 3233 | 140 ¢

3 99,96 4074 |
4 106,8 1691
5 11275 | 1777 |

8 311,5 1955 ¢

7 260 | 1035 | ]
8 2064 5944 |
9 203 720 |
10 216,5 3127 !
" 287,35

12 348,1
13 72 |
14 1257
15 1404 |

16 314
17 1976 |
18 1803 |

iQc= Indice de quimiotaxia de controles |

1Qp= indice de quimiotaxia de pacientes |
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ANEXO 7a. QUIMIOTAXIA DE POLIMORFONUCLEARES DE CONTRO-
LES E PACIENTES INCUBADOS EM MEIO DE CULTURA
(ME) E EM SEUS RESPECTIVOS SOROS INCUBADOS COM

LPS 10%
PACIENTES | INCUBAGAO EM MEIIO - INCUBAGAO EM LP|S 10%
" TN |PMNs Controle|PMNs_Pacientes PMNs Controle|PMNs Pacientes
I |7 n=10 | n=18 | n=10 n=18
| . .
! B4 1,3 16,4 5,3
375 10 11215 14 |
14,1 5.4 14,1 22
7,45 13,3 8 2255 ,
085 | 153 | 107 27,2 !
4,1 | 158 1215 | 305 | |
5,5 | 251 14,3 26
325 | 18 | 685 | 107 _
4,4 . 15 [ 9,05 108 B
41 55 ! 8.4 17,2
, | B 16 46
| 13 _ | 45
2,2 17
35 44
8,4 | 118 _ ,.
i _ 218
I 4,3 _ {85
| 51 L |92




ANEXO 7b. INCUBACAO DE POLIMORFONUCLEARES DE CONTROLES

133

E PACIENTES, EM SORO CONTROLE ATIVADO COM LPS 10%.

INCUBAGAO EM SORO DO coNfRouT ATIVADO COM LPS 10%
N PMNs de Controle | PMNs de Pacientes
1 16,4 'l 9,1
2 1215 | 12 )
3 X 17
4 8 i 18,5
5 10,7 ] 19,1
6 12,15 i 21
7 14,3 | 7.1
8 6,85 t 10,1 |
9 9,05 | 9.4
10 8,4 | 6,8
11 { 12,1
12 | 44
13 |' 2,5
14 | 81
15 [ 12,5
16 | 16
|17 7
[ 18 | 10,8




ANEXO 7e. INCUBACAO DE POLIMORFONUCLEARES DE CONTROLES
E PACIENTES, EM SORO DO PACIENTE ATIVADO COM LPS

10%

_INCUBA(}f\_O EM SORO DO PACIENTE ATIVADO COM LPS 10%:

N PMNs de Controle PMNs de Pacientes
1 '[ ” 16 I 53
2 11 1 14
‘ 3| 9.6 22
:I_ 4 154 22,5
5 19,1 _ 272
8 8,6 30,5
7 4,7 2% |
8 10,1 _ 10,7
9 04 10,8
10 121 17,2
11 53 46
12 15,5 45
13 7,6 il 17 B
| 14 6,4 ) 4.4 ]
15 51 11,8
\_ 16 8.4 21,8 o
‘d 17 9,2 85
18 7.1 _ 9,2




ANEXO 8. QUIMIOTAXIA DE POLIMORFONUCLEARES DE 18
PACIENTES DO PROTOCOLO “A’, CLASSIFICADOS

POR TIPO DE PATOLOGIAS AO SEREM ADMITIDOS
NA UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA PEDIATRICA

B PATOLOGIAS | B
| E
PACIENTES |INFECCIOSAS NAQ INFECCIOSAS
N C/C ciC
|
|
R 53 | 14
2 2 27,2
/ 3 1225 % i
! 4 I 305 10,8
s 107 172 |
[ 46 1,7
7 45 11,8
8 44 | -
9 21,8 i |
10 85 | ]
Ik g2 |
| | | : |
'C/C= Células por campo(unidade de quimiotaxia) _ J
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ANEXO 9, QUIMIOTAXIA DE POLIMORFONUCLEARES DE 18
PACIENTES DO PROTOCOLO “A”, CLASSIFICADOS
POR FAIXAS ETARIAS.

- FAIXAS ETARIAS
Pacientes 1-5a 5-9a 9-14a
ciC CiC c/C B
1 f 5,3 26 27.2 H
2 14 22 \ 10,8
3 30,5 225 44
4 10,7 45 ] 11,8
5 17,2 972 21,8
8 46 | 85
7 1,7
i! II

|C/C= Celulas por campo(uﬁidade de quimiotaxia) _ i
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ANEXO 10. INCUBACAO DE PMNs DE INDIVIDUOS SADIOS EM SORO
DE CONTROLES. O AGENTE INDUTOR DE QUIMIOTAXIA
FOI O LIPOPOLISSACARIDE DEE. COLI A 1,3 E 10%

| SORO DE CONTROLES |
G ‘ME LPS 1% | LPS 3% | LPS 10%
um Hm um um__

1 74 86 99 106

2 67 67 70 842 |

3 42 60 47 4a

4 86 102 96 76

5 66 76 75 72

6 57 68 91 70 |
o 42 83 81 60
.8 41 61 80 so |
9 14 21 27 28 |

10 57 72 60 18
11 21 39 36 21
ME= Migrag#io espontanea ] N
LPS= Concentracbes de lipopolissacaride (E.coli)
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ANEXO 11. INCUBACAQ DE PMNs DE INDIVIDUOS SADIOS EM SORO
DE PACIENTES. O AGENTE INDUTOR DE QUIMIOTAXIA
FOI O LIPOPOLISSACARIDE DEE. COLI A 1, 3, E 10%

SOR? DE PACIENTES
Ne ME | LPS1% | LPS 3% | LPS 10%
_pm | pm pm__ | um
) | | | .
1 . 60 53 554 | 564 |
2 | 2 32 | 46 51 |
3 40 4 | 80 21
4 58 L 48
5 53 87 67 55
6 27 27 39 45
7 30 63 72 36
8 38 | 48 58 22
9 g | 10 19 | 13
10 33 | 51 63 36
M1 . 0 15 | 1 11
| |
'ME= Migragéo espontanea ]
| LPS= Concentragdes de lipopolissacaride (E.coli)




ANEXO 12. NIVEIS DE CORTISOL SERICOS EM 16 CONTROLES
E 27 PACIENTES. AS DOSAGENS INCLUEM INDIVI
DUOS QUE PARTICIPARAM DOS TRES PROTOCO-

ND

0= ®HNn e WON =

25
26
27

LOS CLINICOS

Controles
Protocole  pg/dL

Pacientes
nmoifL Protocolo pg/dL

nmol/L

(oo w e eI e i -~ e e - e e

11,4
10,7
7.8
9,2
19,3
11,8
10,5
15,8
5,7
12,2
16,5
14,8
33,3
8,5
9,6
13,7

314,32
28521
21521
253,82
532,48
325,56
282,69
435,92
896,39
336,59
455,23
408,33
918,74
24201
918,74
377,98

TODODWOOWOrErrrrrrrrerrrrrrrrrr 0

29,8
33,3
16,4
21,62
333
8.2
29,5
12
3,9
13.5
9,3
275
16,8
26,5
17,8
333
1,22
13,22
25,2
24,4
20,6
33,31
242
15,2
20
13,7
248

822,18
918,78
452,47
595,04
910,47
253,82
813,91
331,08
107,62
372,46
262,12
758,72
463,51
731,13
491,11
918,78

33,11
364,18
698,26
645,61
568,35
910,47
667,67
419,38
551,81
376,75
684,23

niveis de cortisol (1pg/dL= 27,59 nmol/l)
controles(n=16), pacientes(n=27)
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