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RESUMO

Objetivo: avaliar mecanismos de expressao da resposta imune inata através da expressao
de mediadores inflamatorios soliveis (sCD40, sCD40L e sCD62p) em pacientes com
meningite aguda bacteriana e viral. Método: corte transversal, translacional e
exploratdrio realizado na Emergéncia do Hospital Correia Picango e no Laboratorio de
Pesquisa Translacional do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira, Recife,
Brasil, de outubro/2018 a dezembro/2019. Incluidos adultos entre 18 ¢ 50 anos com
diagnéstico de infeccdo aguda (até sete dias) do sistema nervoso central, com meningite
bacteriana e viral diagnosticadas por critérios clinicos de sinais meningeos e laboratoriais.
Excluidos os pacientes com diagnéstico prévio de imunodeficiéncia; uso de drogas
imunossupressoras; meningites secundarias e processos infecciosos contiguos.
Resultados: avaliados 30 pacientes e 10 controles saudaveis (CS). Nao houve 6bitos.
Verificou-se que as concentracdes de sCD62p nos grupos de pacientes com meningite
bacteriana e viral foram significativamente mais baixas em comparacdo aos CS. Niveis
significativamente mais elevados de sCD40 foram observados nos pacientes com
meningite bacteriana e viral comparados aos CS. Observou-se correlagdo positiva alta
entre os niveis de sSCD40L e sCD40 tanto na meningite bacteriana, quanto na meningite
viral. Conclusdo: em adultos com meningite aguda bacteriana ou viral moléculas
sCD62p, sCD40 e sCD40L ndo sdo bons biomarcadores para diferenciar a meningite
aguda bacteriana da viral.

Palavras chave: meningite bacteriana, meningite viral, imunidade inata, biomarcadores,

ativacao plaquetaria.



ABSTRACT

Objective: To evaluate expression mechanisms of the innate immune response through
the expression of soluble inflammatory mediators (sCD40, sCD40L and sCD62p) in
patients with acute bacterial and viral meningitis. Method: cross-sectional, translational
and exploratory section carried out at the Emergency Department of Hospital Correia
Picango and at the Translational Research Laboratory of Instituto de Medicina Integral
Prof. Fernando Figueira, Recife, Brazil, from October/2018 to December/2019. Adults
aged between 18 and 50 years with a diagnosis of acute infection (up to seven days) of
the central nervous system, with bacterial and viral meningitis diagnosed by clinical
criteria of meningeal and laboratory signs were included. Patients with a previous
diagnosis of immunodeficiency were excluded; use of immunosuppressive drugs;
secondary meningitis and contiguous infectious processes. Results: 30 patients and 10
healthy controls (CS) were evaluated. There were no deaths. It was found that sCD62p
concentrations in the groups of patients with bacterial and viral meningitis were
significantly lower compared to CS. Significantly higher levels of sCD40 were observed
in patients with bacterial and viral meningitis compared to CS. There was a high positive
correlation between sCD40L and sCD40 levels in both bacterial and viral meningitis.
Conclusion: in adults with acute bacterial or viral meningitis sCD62p, sCD40 and
sCD40L molecules are not good biomarkers to differentiate acute bacterial from viral
meningitis.

Key words: bacterial meningitis, viral meningitis, innate immunity, biomarkers, platelet

activation.



INTRODUCAO

Diversas proteinas na forma de receptores de membrana ou soluveis no plasma
tém sido investigadas em pacientes com doengas infecciosas agudas e em processo
inflamatorio cronico, como nas doengas autoimunes e cancer. Algumas dessas proteinas
sdo reguladoras do sistema imunologico e fazem parte das moléculas do check point
imune !5,

O receptor CD40 e seu ligante CD40 (CD40L) tém sido investigados e a via
CD40-CD40L ¢ considerada critica para a resposta imune inata. CD40 e CD40L sao
membros da superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF), uma proteina
transmembrana tipo 2 que pode ser clivada para produzir uma forma solivel bioativa,
chamada CD40 soltavel (sCD40) e CD40L solavel (sCD40L) 7. As plaquetas ativadas
expressam altos niveis de CD40L, sendo mais de 90% do sCD40L circulante derivado de
plaquetas ativadas %19, O sCD40L ¢ uma citocina essencial para ativagdo de células do
sistema imunologico .

As plaquetas promovem a morte direta de patdogenos bacterianos e o aumento
das atividades microbicidas de macrofagos !! e neutrofilos 12 13, A ativagdo das plaquetas
aumenta os mecanismos funcionais dos leucdcitos pela liberagio de sCD40L 4. As
plaquetas participam diretamente na modulagdo da fungdo das células imunes pela
liberagdo de microvesiculas que secretam mediadores lipidicos, citocinas e quimiocinas
de resposta de células imunes inatas, entre elas a molécula do CD62p 31617, Seus efeitos

mais amplos sdo na diferenciagdo, migracdo, formagio de armadilhas extracelulares %17

e depuragdo de patogenos ! 1617,
Algumas proteinas tém sido investigadas para avaliar o risco de infeccao

bacteriana e sdo preditivas de progndstico, como a pré-calcitonina (PCT) e a proteina C

reativa (PCR) 2°. Além disso, os achados de novas proteinas de resposta imune, como



citocinas e quimiocinas, marcadores de coagulacdo intravascular, proteinas na forma de
receptores de membrana ou soliveis no plasma e mediadores plaquetarios, foram
investigados em pacientes com doengas autoimunes, cancer e infec¢ao bacteriana e viral
1-6,21-24.

A neuroinflamacgao tem sido relacionada a um desfecho neuroldgico e funcional
desfavoravel em muitas doengas cerebrovasculares. Os check point imunes sao regulados
positivamente no contexto de lesdo cerebral traumatica, hemorragia intracerebral,
acidente vascular cerebral isquémico, vasculite do sistema nervoso central e vasoespasmo
pos-hemorragico e sio mediadores potenciais de inflamagdo patoldgica 3. O objetivo do
estudo foi avaliar mecanismos de expressdo da resposta imune inata através da expressao
de mediadores inflamatorios soliveis (sCD40, sCD40L e sCD62p) em pacientes com

meningite aguda bacteriana e viral.

METODOS

Estudo do tipo corte transversal, translacional e exploratdrio realizado no Servigo
de Emergéncia do Hospital Correia Picango (HCP) e no Laboratério de Pesquisa
Translacional do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP), Recife,
Brasil, de outubro de 2018 a dezembro de 2019. O Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do IMIP aprovou a pesquisa e a coleta de dados foi iniciada somente apds a
obtenc¢do do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dos participantes.

Foram incluidos no estudo adultos entre 18 e 50 anos de idade, de ambos os sexos,
com diagnostico de infec¢do aguda (até sete dias de evolugao) do sistema nervoso central,

pelos seguintes critérios: a. Meningite bacteriana: diagnosticada por critérios clinicos de

sinais meningeos (cefaléia, alteragcdo do nivel de consciéncia, positividade de sinais como

rigidez nucal, Kernig, Brudzinski ou Laségue) e laboratoriais no LCR: aumento



caracteristico de celularidade predominantemente a custa de polimorfonucleares e
identificacdo de cocos Gram negativos ou positivos e/ou identificagdo de patdgeno

especifico na cultura, por reagcdo de cadeia da polimerase (PCR) ou através do latex. b.

Meningite viral: diagnosticada pelos mesmos critérios clinicos de sinais meningeos e
critérios  laboratoriais no LCR: aumento caracteristico de celularidade
predominantemente a custa de linfomononucleares e auséncia de cocos Gram negativos
ou positivos e/ou identifica¢dao de patdgeno especifico na cultura, por Reagdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) ou através do latex. Dez individuos denominados de controles
saudaveis (CS) foram incluidos no estudo para comparagdo interna na andlise dos
mediadores inflamatorios soluveis.

Foram excluidos os pacientes com diagnostico prévio de imunodeficiéncia; uso
de drogas imunossupressoras; transfusdo de plaquetas ou plasma fresco nos ultimos sete
dias; meningites secundarias a procedimentos neurocirurgicos e processos infecciosos
contiguos (otomastoidite e sinusite). As varidveis estudadas foram demograficas, clinicas,
laboratoriais (sangue e liquor) e mediadores imunes (sCD62p, sCD40 e sCD40L).

Um volume de 4 mL de sangue total foi coletado de pacientes e CS em tubos com
anticoagulante EDTA até 24 horas de admissdo. Para analises dos mediadores sCD62p,
sCD40 e sCD40L o sangue total foi centrifugado a 300 G por 5 minutos a uma
temperatura de 4°C para obter plasma rico em plaquetas. Posteriormente, o plasma foi
separado em aliquotas de 1 mL e centrifugado a 14.000 G por 10 minutos para obten¢ao
de plasma pobre em plaquetas. Aliquotas de 500 uL. armazenadas em microtubos foram
congeladas em freezer a -80°C até a realizagdo do Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA).

Os kits de ELISA usados foram o kit Human CD40/TNFRSF5 DuoSet Elisa, kit

Human CD40L DuoSet Elisa ¢ o kit Human P-Selectin/CD62P DuoSet Elisa (R&D,



Minneapolis, MN. EUA). Para realizagdo das dosagens sCD62p, sCD40 e sCD40L, foi
seguido o manual dos kits, conforme recomendagdo do fabricante. De acordo com as
informagdes do fabricante, o limite de deteccdo de CD40 humano soluvel definido como
a concentracdo de analito resultando em uma absorcdo significativa maior que foi
determinada como 1,3 pg/mL e o de detec¢do de CD62p humana foi determinado como
0,20 ng/mL.

A estatistica descritiva das variaveis categéricas foi representada em tabelas com
distribui¢do das frequéncias absolutas e relativas, sendo a idade apresentada em mediana
e interquartil (IQR: 25-75). Para andlises das variaveis categoricas, foi utilizado o teste
de qui quadrado com o teste exato de Fisher quando pertinente. O teste de Shapiro Wilk
foi utilizado para avaliar a distribuicdo das varidveis continuas. Para verificacdo da
existéncia de associacdo entre variaveis continuas paramétricas foi usado os testes t ou de
ANOVA. Para variaveis nao paramétricas, foi utilizado o teste de Mann-Whitney para
analise entre dois grupos, e de Kruskall-Wallis para andlise de trés ou mais grupos. A
analise dos dados foi realizada pelo software GraphPad Prism v8.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA). Foi utilizado o teste de Correlagao de Spearman e os niveis de correlacao
foram classificados pelo valor de coeficiente (r) em desprezivel (entre 0,00 e 0,3), baixo
(entre 0,30 ¢ 0,50), moderado (entre 0,50 e 0,70), alto (entre 0,70 ¢ 0,90) e muito alto

(entre 0,90 e 1,00) °. Para as analises, considerou-se significativo um valor de p< 0,05.

RESULTADOS
As variaveis clinicas dos pacientes (n = 30) e dos controles saudaveis (n = 10),
sdo apresentadas na Tabela 1. A mediana de idade dos dois grupos foi de 24 anos. O

tempo de hospitalizagdo do grupo de pacientes com meningite viral (sete dias) foi



significativamente menor, quando comparado ao grupo com meningite bacteriana que foi
de 10 dias (p = 0,008). Nao houve 6bitos na amostra estudada.

As varidveis laboratoriais durante a internagdo sao apresentadas na Tabela 2. Em
relacdo ao hemograma, as concentragdes de leucdcitos, neutréfilos e mondceitos foram
mais elevadas no grupo de pacientes com meningite bacteriana aguda, quando comparado
ao grupo com meningite viral (p = 0,02; p = 0,02; p = 0,001, respectivamente). Verificou-
se concentracdes mais elevadas de linfocitos na meningite bacteriana aguda em
comparagdo com a meningite viral (p = 0,01).

Em relagdo as variaveis do liquido cefalorraquidiano (LCR), as concentragdes de
leucocitos, neutrofilos e de proteinas estiveram elevadas e foram significativamente
maiores no grupo de pacientes com meningite bacteriana aguda, quando comparado ao
grupo de pacientes com meningite viral (p=0,045, p=0,0002, p=0,042, respectivamente).
Os niveis de glicose no LCR estavam abaixo dos valores normais nos dois grupos de
pacientes com meningite, no entanto, a glicorraquia no grupo de pacientes com meningite
bacteriana foi significativamente mais baixa quando comparado ao grupo com meningite
viral (p = 0,046).

As anélises dos niveis soluveis de sCD62P, sCD40L e sCD40 no sangue periférico
entre os grupos de pacientes com meningite bacteriana, meningite viral e controle
saudavel sdo apresentadas na Figura 1. Verificou-se que as concentragdes de sCD62p nos
grupos de pacientes com meningite bacteriana e viral foram significativamente mais
baixas em comparagdo aos controles saudaveis (p < 0,0001, p < 0,0001, respectivamente)
[Figura 1a]. Quanto aos niveis de sCD40L, ndo houve diferenca significativa entre os trés
grupos avaliados (Figura 1b). Niveis significativamente mais elevados de sCD40 foram
observados nos grupos dos pacientes com meningite bacteriana e viral quando

comparados ao grupo de controles saudaveis (Figura 1c). Nao houve diferenca



significativa quanto aos mediadores inflamatérios sCD62P, sCD40L e sCD40 avaliados
entre os grupos de pacientes com meningite bacteriana e viral.

Nas andlises de correlagdo dos grupos de pacientes com meningite bacteriana e
viral, verificaram-se correlagdo positiva alta entre os niveis de sSCD40L e sCDA40 tanto na
meningite bacteriana (r=0,89, p=0,001) [Figura 2b], quanto na meningite viral (r=0,87,
p=0,0008) [Figura 3b]. Nao houve correlagdo entre os niveis de mediadores de sCD62p
versus sCD40 e entre sCD40L versus sCD62p nas meningites bacteriana e viral (Figuras

2a e 2c; Figuras 3a e 3b, respectivamente).

DISCUSSAO

Este estudo investigou mecanismos de desregulagdo da resposta imune inata
através da expressdo de mediadores inflamatdrios soltveis (sCD40, sCD40L e sCD62p)
relacionados as plaquetas em adultos com meningite bacteriana e viral aguda confirmada
por comprovagao bacterioldgica.

Os dados mostram que as concentragdes de sCD62p nos grupos de pacientes com
meningite bacteriana e viral foram significativamente mais baixas em comparagdo aos
controles saudaveis, sem diferenga estatistica entre os tipos de meningite aguda. Niveis
significativamente mais elevados de sCD40 foram observados nos grupos dos pacientes
com meningite bacteriana e viral, quando comparados ao grupo de controles saudaveis,
também sem diferenga estatistica entre os tipos de meningite aguda. Além disso,
verificou-se correlagdo positiva alta entre os niveis de sCD40L e sCD40 tanto no grupo
de pacientes com meningite bacteriana, quanto na meningite viral.

As plaquetas sdo tradicionalmente descritas como fundamentais no processo de
trombose e de hemostasia, e estudos sobre o papel das plaquetas na imunoinflamagao sao

recentes e escassos, em especial nas infec¢gdes do SNC. Estudos descrevem que as



plaquetas interagem com diversas células do sistema imune, como neutrofilos, linfocitos
e mondcitos, através de multiplas interagdes em condi¢des inflamatorias e infecciosas,
além de atuarem no processo de reparo e injaria tecidual '-17-27-3% Ag plaquetas ativadas
expressam grandes quantidades de sCD62P e sCD40L soluveis. Por isso, essas moléculas
tém sido investigadas como marcadores de ativagdo plaquetaria do processo infeccioso
agudo 6.

Estudos mostram que quanto menor a concentragdo de CD62P soluvel no sangue,
maior a ativagdo plaquetaria, devido ao fato das plaquetas ativadas aderirem-se a
superficie do endotélio vascular (molécula de adesdo) !> 2730, No presente estudo
observou-se que os niveis soluveis de sCD62p nos grupos de pacientes com meningite
bacteriana e viral foram significativamente mais baixas em compara¢ido aos controles
saudaveis, sem diferenca estatistica entre os grupos de meningite. Portanto, apesar da
molécula de sCD62p poder ser um marcador de inflamacao aguda, ela ndo pode ser
considerada um bom biomarcador para diferenciar a meningite aguda bacteriana da viral.

No presente estudo, os achados dos niveis significativamente mais elevados de
sCD40 nos grupos dos pacientes com meningite bacteriana e viral em relagdo aos CS
podem ser explicados devido ao processo de ativagdo plaquetaria frente ao processo
infeccioso agudo. O sCD40 ¢ consumido no endotélio da membrana, nas interagdes célula
a célula e no endotélio vascular. Da mesma forma da molécula de sCD62p, sCD40 ndo
se mostrou um bom biomarcador para diferenciar a meningite aguda bacteriana da viral.

Quanto aos niveis de sCD40L, esse estudo ndo verificou diferenga significativa
entre os grupos avaliados. Esse fato pode refletir que esse biomarcador estd mais
associado a processo inflamatério cronico.

Outro achado interessante foi a correlagdo positiva alta da via sCD40-sCD40L

tanto na meningite bacteriana quanto na viral demonstrando mecanismos dependentes.



Apesar da importancia do presente estudo, merece ser destacado que se trata de
uma pesquisa exploratoéria com uma amostra pequena de pacientes de baixa gravidade
onde se avaliou os potenciais biomarcadores apenas em um momento. Apesar das
limitagdes referidas, esse estudo representa ao nosso conhecimento o primeiro a explorar
esse tema. Portanto, pode-se concluir que em adultos com meningite aguda bacteriana ou
viral as moléculas sCD62p, sCD40 e sCD40L ndo sdo bons biomarcadores para

diferenciar a meningite aguda bacteriana da viral.
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FIGURAS E TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas clinicas.

Meningites
Variaveis Bacteriana Viral *P-value
(n=20) (n=10)
Idade (anos)
. 24,0 24,0 #
Kk s ’
Mediana (IIQ) (22,0 -35.5) (20,0 —30.2) 0,33
Género N (%) 1,00
Masculino 9 (45,0) 5(50,0)
Feminino 11 (55,0) 5(50,0)
Hospitalizacio (dias) 0,008
10 7
Mediana (I1Q) (7 - 49) (4-15)

Teste de MannWhitney; IIR

: Intervalo Interquartil 25-75; *Teste exato de Fisher; *p<0.05



Tabela 2. Variaveis laboratoriais

Meningites
Bacteriana Viral *p-valor
Variaveis
(n=20) (n=10)
Sangue periférico
Mediana (IIQ%) Mediana (I1Q)
Leucocitos /uL 16.550 11.350 0.02
(11.325-21.978) (8.625 — 14.478) ’
Neutrofilos /uL 11.510 7.291 0.02
(7.388 — 18.901) (5.603 — 10.890) ’
Linfocitos /pL 1.712 2.550 0.01
(913 - 2.360) (1.372 - 3.810) ’
Monbcitos/ pLL 965 489
0,001
(631 - 1.236) (226 - 654)
Plaquetas (10°/uL) 221.0 257.0 031
(179 — 254) (174 -321) ’
Hemoglobina (g/dL) 13,3 12,9 0.61
(12,8 — 14,0) (11,8-14,4) ’
Liquor Cefalorraquidiano (LCR)
Mediana (I1Q) Mediana (I1Q)
Leucocitos /uL 1.536 460
0,045
(459 - 3.800) (344 - 672)
Neutrofilos /uL 1118 150
0,0002
(342 - 3.420) (67 -232)
Glicose (mg/L) 44,5 57
0,046
(30,2 -52,7) (48,7—-178.5)
Proteinas (mg/L) 163 133.5
0,042
(133 -269) (85-166)

4IR: Intervalo Interquartil 25-75; *Teste exato de Fisher; *p<0.05



Figura 1. Andlises de associagdo dos niveis soltiveis de sCD62P, sCD40L e sCD40 no
sangue periférico em adultos com meningite bacteriana, meningite viral e controle

saudavel.
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Os graficos sdo representados com mediana e interquartil (IIQ: 25-75). O teste de Kruskal-
Wallis foi realizado para analise entre os grupos. P < 0,05. ns: ndo significativo.



Figura 2. Analises de correlacdo dos niveis soltveis de sCD62P, sCD40L e sCD40 em
adultos com meningite bacteriana.
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Teste de correlagdo de Spearman's. p < 0,05

Figura 3. Andlises de correlagdo dos niveis soluveis de sCD62P, sCD40L e sCD40 em

adultos com meningite viral.
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