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RESUMO

Objetivo: avaliar as concentragdes séricas de citocinas em criangas e adolescentes internados no
Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP) com diagnostico de sepse e
pneumonia comunitarias. Método: estudo prospectivo, tipo corte transversal. A coleta de dados
foi realizada no periodo de agosto de 2012 a setembro de 2013. Foram incluidos no estudo
criangas com idade maior de 29 dias a 14 anos com diagnostico clinico de pneumonia e/ou sepse
comunitarias, dentro das primeiras 48 horas de internamento no IMIP. Foram excluidos as
portadoras de imunodeficiéncia primaria ou secunddria, de cardiopatias congénitas complexas,
anemia falciforme, com ma-formagdes intra e extratoracicas, de sindrome nefrética, as que foram
internadas previamente nos ultimos 30 dias. O critério de sepse seguiu as recomendacdes do
Consenso Internacional de Sepse Pediatrica e pneumonia foi definida por critério clinico baseado
na presenca de febre, tosse e/ou dificuldade respiratéria e taquipneia. A mensuracdo das
concentragdes sanguineas de citocinas foi realizada pelo BD™ CBA - kit inflamatério humano
IL-10 e IL-17 subunidades A e F através da citometria de fluxo. Foi realizada analise descritiva
(distribuicao de frequéncia, mediana e intervalo interquartil - I1Qs.75) e andlise estatistica dos
dados, utilizando-se testes ndo paramétricos (Mann Whitney U test) para comparagdo dos dois
grupos (pneumonia e sepse). Resultados: 58 criangas foram avaliadas, sendo 17 pneumonias e
41 sepse. Em relagdo a IL-17, as concentragdes da subunidade IL-17F foram mais elevadas,
quando comparadas as da subunidade de IL-17A, tanto nas criangas com pneumonia quanto nas
com sepse (p=0.0001). Nao se verificou diferenca nas concentragdes de IL-10 e IL-17 nos grupos
de criangas com pneumonia e sepse. Conclusdo: o estudo demonstrou que em criangas com
pneumonia ou sepse a mediana da concentragdo da subunidade IL-17F foi mais elevada, quando
comparada a da subunidade de [L-17A.

Palavras-chave: citocinas; IL-17; imunidade, infec¢des bacterianas; pneumonia; sepse.



ABSTRACT

Objective: To evaluate blood levels of cytokines in children and adolescents admitted to
Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP) diagnosed with sepsis and/or
community acquired pneumonia. Methods: a prospective cross-sectional study was performed
between August 2012 and September 2013. Children were enrolled if older than 28 days and
younger than 14 years with a clinical diagnosis of pneumonia and/or sepsis within 48 hours of
hospital admission. Exclusion criteria were a previous diagnosis of primary or secondary
immunodeficiency, congenital heart disease hemodynamically significant, sickle cell disease and
chronic encephalopathy, nephrotic syndrome, those who were previously hospitalized in the last
30 days. Sepsis diagnosis followed recommendations of the International Pediatric Sepsis
Consensus and pneumonia was defined by clinical criteria based on the occurrence of fever,
cough and/or respiratory distress and tachypnea. Blood levels of cytokines were measured by
flow cytometry using BD™ CBA — human inflammatory kit IL-10 e IL-17 (subunits A e F).
Descriptive analysis was performed (frequency distribution, median and interquartile range).
Additionally, statistical analysis was undertaken using non-parametric tests (Mann Whitney test),
in order to compare cytokines levels between the two groups (pneumonia and sepsis). Results:
58 children were evaluated, 17 had pneumonia and 41 sepsis. Considering IL-17, blood levels of
subunit IL-17F were higher, when compared to subunit IL-17A, in both groups of children with
pneumonia and sepsis (p=0.0001). There was no difference on blood levels of cyotkines in
children with pneumonia and sepsis. Conclusion: in children with pneumonia or sepsis, blood
levels of subunit IL-17F were higher, when compared to subunit IL-17A.

Key words: citokynes; IL-17; immunity, bacterial infections; pneumonia; sepsis.



INTRODUCAO

As infecgdes bacterianas invasivas na crianga representam um problema de saude publica
mundial. Estima-se que as infec¢des respiratorias agudas causam mais de 4 milhdes de mortes
em criancas menores de 5 anos, anualmente, em todo o mundo, sendo mais de 2 milhoes
decorrentes de pneumonias!??. A sepse é a maior causa de morbimortalidade em criangas, sendo
a sepse grave responsavel por mais de 4.300 mortes anualmente nos Estados Unidos,
representando cerca de 7% de mortes infantis®.

As infecgdes bacterianas invasivas desencadeiam uma resposta inflamatoria a qual varia
de intensidade dependendo de interagdes microbiologicas, fatores genéticos do hospedeiro e/ou
ambientais®>. A desregulagdo da resposta imune do hospedeiro pode propiciar uma resposta

inflamatédria exacerbada®’-8.

Estudos em adultos com infec¢do pulmonar demonstraram aumento do nivel sérico de
alguns mediadores inflamatdrios como proteina C reativa (PCR), fator de necrose tumoral alfa
(TNFa), interleucina (IL) 6, IL-10 e antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra)>»>°. Rivers et al.,
2013, em estudo de revisao em adultos demonstrou que hd um pico inicial nos niveis de IL-1,
IL-6 e IL-10 na pneumonia, sepse grave e choque séptico, tais niveis se mensurados
precocemente poderiam antecipar a terapéutica mais adequada a gravidade e contribuir para a
diminuigdo de indices de mortalidade nesta populagdo!®. O mesmo autor relata ainda que niveis
de IL-10 elevados e sustentados possuem valor prognostico quanto a mortalidade em casos de
sepse >!9. Tais achados sdo bem descritos para a populagdo adulta, porém em criangas verifica-se
uma escassez de dados sobre a expressao de citocinas na pneumonia e sepse.

Um dos poucos estudos que analisou exclusivamente a populacdo pediatrica incluiu

criangas com sepse que evoluiram com coagulagdo intravascular disseminada (CIVD) e verificou



na admissdo niveis aumentados de IL-6, IL-8 e IL-10a, assim como, valores logaritimicos
maiores de IL-6, IL-8 e IL-10 nos individuos que foram a o6bito quando comparados aos
sobreviventes!!. Outro estudo verificou niveis de IL-10 e TNF-a. significantemente mais altos em
pacientes pediatricos que foram a 6bito quando comparados ao grupo controle!2.

Mais recentemente, a IL-17 tem sido investigada no contexto de doengas autoimunes e
inflamatorias em criangas, mas a contribui¢do desta citocina na patogénese de doengas ainda
permanece pouca esclarecida'’. No entanto, ha poucos estudos sobre o papel da IL-17 em
infecgdes bacterianas do trato gastrointestinal e escassez em infecgdes bacterianas do trato
respiratorio'4.

Estudos evidenciam que IL-17 promove a ativagdo e migracao de neutrofilos para o sitio
da infec¢do por induzir, fortemente, a expressdo da quimiocina IL-8'3. A subunidade IL-17A
destaca-se nas funcdes de aumentar a producdo de peptideo antimicrobiano (Pdefensina-2),
participar da formagao de iBALT (definicao), aumentar a expressao do receptor de imunoglobina
polimérica nas células epiteliais da mucosa de vias aéreas 1413, Estudo experimental em ratos
mostrou que a inibicdo da IL17 estd associada com aumento da mortalidade na infeccdo
pulmonar bacteriana'®.

O presente estudo tem como objetivo avaliar a expressdo de citocinas IL-10 e IL-17

(subunidades A e F) em criangas internadas com infecgdo bacteriana invasiva.

METODOS

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP) (No. 3817/13). Trata-

se de um estudo prospectivo, exploratdrio translacional no qual foram incluidas criangas e



adolescentes com idade maior que 29 dias a 14 anos admitidos no IMIP com diagndstico clinico
de sepse de acordo com o Consenso Internacional de Sepse Pediatrica* ou de pneumonia baseado
na presenca de febre, tosse e/ou dificuldade respiratdria e taquipneia idade-especifica em anos
conforme recomendagdes da Organiza¢do Mundial de Satde!”. Foram excluidas as criangas com
cardiopatia congénita hemodinamicamente significante, deformidades e/ou malformacdes
intratoracicas; comprometimento da funcdo pulmonar, portadores de encefalopatias cronicas ou
doencas neuromusculares; imunodeficiéncia primaria ou secundéria previamente diagnosticada;
parada cardiorrespiratoria submetida a manobra de ressuscitacdo cardiopulmonar; anemia
falciforme; sindrome nefrotica; imunodepressao induzida por drogas.

A coleta de dados foi realizada no periodo de agosto de 2012 a setembro de 2013 nas
criangas com até 48 horas de internamento no IMIP ou quando transferido de outro hospital. As
variaveis avaliadas foram idade, sexo, sindrome clinica, concentracdo sérica de citocinas ¢
leucograma dos pacientes. Inicialmente os responsaveis pelas criangas assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e entdo, responderam um questiondrio com as
variaveis de interesse do estudo e, em seguida, foi coletada a amostra do sangue periférico, a
qual foi processada para separagdo de plasma e posterior analise de citocinas.

Para determinagdo da concentragdo da citocina IL-10 foi utilizado BD ™ CBA — Human
inflamatory kit (1L-10) e BD ™ CBA TH1/TH2/TH17 (IL-10), conforme instru¢do do fabricante.
A determinagdo da concentracdo foi realizada por citometria de fluxo (FACSVERSE®, Becton
Dickinson, Sunnyvale, CA). A andlise foi realizada no FCAP Array software (BD
BIOSCIENCES, CA). A concentragao sérica da citocina IL-17 F foi determinada nas amostras
de soro dos pacientes por enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), utilizando o Human IL-

17 Duoset ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). A leitura da absorbancia foi



realizada com a leitora de placas HumaReader HS (Human, Wiesbaden, Germany) e a analise foi
realizada com o software Graphpad Prism e as concentragdes expressas em pg/mL.

As informagdes obtidas foram digitadas em um banco de dados criado no Excel de
dominio publico. Foi realizada andlise descritiva (distribui¢do de frequéncia, mediana e intervalo
interquartil - 11Qs5.75). A comparagdo das medianas das citocinas IL-10 e IL-17 entre os dois
grupos (pneumonia e sepse) foi realizada pelo teste t ndo paramétrico de Mann-Whitney através

do programa GraphPadPrism 5. Foi adotado o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

No estudo, foram avaliadas 58 criancas, destas 17 compuseram o grupo de pneumonia
representando 29,3%, enquanto que 41 criangas formaram o grupo de sepse, representando
70,7% das criangas. A idade das criangas variou entre um e 156 meses com mediana de 22
meses. Em relagdo ao género, o mais frequente foi o sexo masculino com 54,3% dos casos.
Quanto a contagem de leucdcitos totais, a mediana foi de 11.600 células variando de 4.300 a
36.200 células/mm? (vide Tabela 1).

Em relacdo a IL-17, as concentragdes da subunidade IL-17F foram mais elevadas, quando
comparadas as da subunidade de IL-17A, tanto nas criangas com pneumonia, quanto nas com
sepse (p=0.0001). Entretanto, ndo foi verificada diferenca significativamente estatistica em

relagdo as IL-10 e IL-17, subunidades A ¢ F, entre as duas sindromes clinicas (vide Tabela 2).

DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a expressdo sérica das citocinas IL-10 e IL-17 (subunidades A

e F) em criancas e adolescentes com diagndstico de sepse € pneumonia comunitédria. Estudos



anteriores evidenciaram a importancia de biomarcadores no diagndstico e prognostico dos
pacientes com infecgdes bacterianas invasivas, destacando-se as citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6,
IL-8, IL-10%1319,

Interleucina 17 ¢ uma citocina pro-inflamatdria recentemente descrita (1995/6), que pode
ter um papel importante na auto-imunidade e na infecgdo?’. Dado de interesse no presente estudo
foi o aumento da mediana das concentragdes da subunidade IL-17F, quando comparada a
mediana da IL-17A, tanto nas criangas com pneumonia, quanto nas com sepse. Na literatura
pesquisada ndo se encontrou outro estudo sobre esta questdo. No entanto, sabe-se que a
subunidade IL-17F apresenta 55% de sua molécula homologa a subunidade IL-17A e possuindo
funcdes semelhantes, porém em menores extensdes, sendo favorecida por sinergismo com TNF-
a, 0 que os tornam equivalentes a IL-17A13,

No presente estudo ndo se verificou diferenga nas concentragdes de citocinas IL-10 e IL-
17 nos grupos de criangas com pneumonia e sepse comunitaria. Em relagdo a IL-10, estudo de
revisdo que avaliou citocinas nas zero, trés, seis, 12, 24, 48, 60 e 72 horas mostrou niveis mais
elevados de IL-6, IL-10 e IL-1B na apresentagdo inicial (zero hora)!?. Além disso, verificou que
niveis elevados e mantidos de IL-10 foram preditores de gravidade ¢ mortalidade na sepse '°2!.
Os achados do presente estudo podem ser justificados pela realizacdo de apenas uma coleta de
sangue, sendo esta, nas primeiras 48 horas de internamento e por poucas criangas terem sido
classificadas como sepse grave/choque séptico.

Apesar da importancia do presente estudo, faz-se necessario destacar algumas limitagdes:
primeiro, o tamanho amostral pequeno. Segundo, a maioria das criangas avaliadas com sepse foi
de foco pulmonar e devido a baixa especificidade dos critérios diagndsticos adotados pelo

consenso internacional de sepse pediatrica ndo foi possivel demonstrar diferenga entre os grupos.



Terceiro, a dificuldade de se incluir criangas muito graves, uma vez que os casos de choque

séptico ndo puderam ser arrolados. Apesar de o IMIP ser considerado hospital tercidrio de

referéncia ele recebe pacientes graves transferidos de outros servigos, com mais de 48 horas de

internamento, portanto inelegiveis a participar do estudo.
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TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas de 58 criangas com pneumonia e sepse comunitaria internadas no
Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP), 2012 a 2013.

Variaveis

Idade (Mediana e amplitude) 22 meses 1 a 156 meses
Sexo

Feminino (N, %), 45,7%

Masculino (N, %) 54,3%

Sindrome clinica (N, %)

Pneumonia 17 29,3%
Sepse 41 70,7%
Leucdcito total (Mediana e amplitude) 11.600 4.300 a 36.200
Fonte: IMIP.

Tabela 2. Concentragdes de citocinas em 58 criangas com pneumonia € sepse comunitaria
internadas no Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP), 2012 a 2013.

Pneumonia (n=17) Sepse (n=41)
N (%) Citocina pg/ml N (%) Citocina pg/ml pr
(Med; 1Q)* (Med; 11Q)

Citocinas TH2

IL-10 17 2,8(1,2-4,4) 41 1,8 (0,5-3,5) >0,05
Citocinas Th-17

IL-17A 17 23,9 (15,3-28,3) 41 15,2 (0-27,8) >0,05
IL17F 5 5112 (3074-9984) 16 3043 (1809-7310) >0,05

*n (%): frequéncia absoluta e relativa dos pacientes nos quais as citocinas foram detectadas. **Med; I1Q — mediana e
intervalo interquartil. ***Mann-Whitney U test.



