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Resumo

Objetivos: Avaliar a eficdcia do fator estimulador recombinante
humano de col6nias de granuldcitos (rhG-CSF) no tratamento da sepse de
inicio precoce em recém-nascidos prematuros (RNP).

Material e métodos: Foi desenvolvido um estudo randomizado,
duplo-cego, controlado por placebo em 44 RNP que tinham um “diagnds-
tico clinico” de sepse de inicio precoce. O grupo tratado (n=22) recebeu
10pg/kg/d de rhG-CSF, IV, uma vez ao dia, por 3 dias consecutivos, e o
grupo placebo (n=22) recebeu 0 mesmo volume de uma solugdo, visual-
mente, indistingiiivel. Antes da primeira dose, antes da segunda e da
terceira doses, e, novamente, 10 dias apds a primeira dose, nés medimos o
fator de necrose tumoral-a, a interleucina-6, o fator estimulador de coldnias
de granuldcito-macréfago, o G-CSF, a contagem de leucdcitos, acontagem
absoluta de neutréfilos, a relacdo neutréfilos imaturos/total, a contagem de
plaquetas e a concentracdo de hemoglobina. Uma aspiracdo da medula
dssea foi realizada sete dias apds a primeira dose, e, na seqiiéncia, medimos
o percentual do estoque de reserva medular de neutréfilos (NSP) e arelagao
NSP/NPP (NPP= estoque proliferativo medular de neutréfilos).

Resultados: Os grupos tratado e placebo eram semelhantes: idade
gestacional (29 £2 vs 31 + 3 semanas) e peso ao nascer (1376 £491 vs 1404
+ 508 gramas). Eles apresentaram os mesmos escores de Apgar e SNAP de
24 horas. Nao houve nenhum ébito durante a primeira semana de vida no
grupo tratado, enquanto que ocorreram trés 6bitos no grupo placebo. A
administracdo de rhG-CSF ndo modificou as concentragdes plasmaticas
das citocinas, exceto a citocina G-CSF. Os niveis plasmaticos da G-CSF,
contagem de leucécitos, contagem absoluta de neutréfilos, percentuais de
NSP e relacio NSP/NPP foram maiores no grupo tratado 24 horas e 72
horas apds a primeira administra¢do. A ocorrénciade infecgdes subseqiien-
tes, por um periodo de até 28 dias de vida, seguindo a administracao, foi
significativamente menor no grupo tratado (n=2) do que no grupo placebo
(n=9; p<0,02, RR 0,19 [IC 95% 0,05-0,78]). A taxa de mortalidade total
nio foi diferente entre o grupo tratado e o grupo placebo.

Conclusoes: A administracdo de rhG-CSF no RNP, com diagnéstico
clinico de sepse de inicio precoce, foi associado com uma menor incidéncia
de infecc¢do de aquisicio hospitalar no periodo de trés semanas subseqiien-
tes ao tratamento, mas que ndo modificaram a taxa total de mortalidade.

J. pediatr. (Rio J.). 2000; 76(3): 193-199: fator estimulador de
coldnias de granuldcitos, neutropenia, sepse.

Abstract

Objective: To evaluate the efficacy of the recombinant human granu-
locyte colony-stimulating factor (thG-CSF) in the treatment of early-onset
neonatal sepsis among premature infants.

Materials and Methods: A double-blind, randomized, placebo-con-
trolled trial was performed among forty-four preterm neonates who had
“clinical diagnosis” of early-onset sepsis. The treatment group (n=22)
received 10pg/kg/d of rhG-CSF, IV once daily for three consecutive days,
and the placebo group (n=22) received the same volume of a visually-
indistinguishable vehicle. Prior to the first dose, and prior to the second and
third doses, and again 10 days after the first dose, we measured tumor
necrosis factor-a, interleukin-6, granulocyte-macrophagocyte colony-stimu-
lating factor, G-CSF, leukocyte count, absolute neutrophil count, imma-
ture/total neutrophil ratio, platelet count, and hemoglobin concentration. A
bone marrow aspiration was performed seven days after the first dose, and
both the neutrophil storage pool (NSP) percent and the NSP/NPP (neutro-
phil proliferative pool) ratios were tabulated.

Results: The treatment and placebo groups were of similar gestational
age (29+ 3 vs 31+ 3 weeks) and birth weight (1376 + 491 vs 1404 + 508
grams). They had similar Apgar scores and 24 hour SNAP scores. No
deaths occurred during the first week of life among the treatment group
while three deaths occurred in the placebo group. RhG-CSF treatment did
not alter the serum concentrations of the cytokines measured (except for G-
CSF). Serum G-CSF levels, blood leukocyte counts, absolute neutrophil
counts, NSP percentages, and NSP/NPP ratios were higher in the treatment
group 24 hours and 72 hours after dosing. The occurrence of a subsequent
infection over the two week period following dosing was significantly
lower in the treatment group (n=2) than in the placebo group (n=9; p<0.02,
RR 0.19 [0.05-0.78]). The overall mortality rate during the entire
hospitalization was not different between treatment and placebo groups.

Conclusions: Administration of rhG-CSF to premature neonates with
the clinical diagnosis of early-onset sepsis was associated with lower
incidence of nosocomial infection over the ensuing three weeks period, but
it did not change the overall mortality rate.

J. pediatr. (Rio J.). 2000; 76(3): 193-199: recombinant human
granulocyte colony-stimulating factor, neutropenia, sepsis.
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Abreviaturas: rhG-CSF, fator estimulador de colonias de
granuléceitos; GM-CSF, fator estimulador de colonias de
macréfago-granuldcitos; TNF-a, fator de necrose tumoral-a;
IL-6, interleucina-6; LC, contagem de leucécitos; CAN, con-
tagem absoluta de neutrdfilos; PT, contagem de plaquetas;
NSP, estoque de reserva de neutréfilos; NPP, estoque proli-
ferativo de neutré6filos; SNAP, escore fisiolgico agudo neo-
natal.

Introducao

O sistema de defesa antiinfeccioso neonatal é caracteri-
zado pelaimaturidade no desenvolvimento humoral e celu-
lar. Deficiéncias qualitativa e quantitativa dos neutrdfilos
sdo reproduziveis e incluem reduzido estoque de reserva de
neutréfilos (NSP=soma de leucdcitos polimorfonucleares,
neutréfilos bastonados e metamieldcitos), deficiéncia na
producdo de neutréfilos apés a inoculagdo bacteriana e
reducio das fungdes dos neutréfilos!2. A neutropenia,
durante a sepse, resultante do reduzido NSP, estd associada
com uma alta taxa de 6bitos e comprometimento de multi-
plos 6rgaos por sepse bacteriana fulminante e infec¢do
hospitalar3-.

O fator estimulador de coldnias de granuldcitos (G-
CSF) € o regulador fisiolégico da producao e funcao dos
neutrdfilos, sua acdo bioldgica consiste na estimulagdo da
proliferag@o dos precursores dos neutréfilos e no aumento
da quimiotaxia, fagocitose, produc¢ao de superéxido e ativi-
dade bactericida®’. A produgdo de G-CSF é relativamente
pobre a partir de mondcitos obtidos no RN comparado com
os obtidos no adulto8-10. Esses dados levam a especulacio
que a administra¢do de thG-CSF poderia melhorar o prog-
néstico de neonatos infectados ou poderia diminuir a sua
incidéncia de infecgdo hospitalar-11. Além disso, a admi-
nistracdo de rhG-CSF, em modelos animais com sepse
neonatal, tem demonstrado aumento de sobrevida!Z-14,
Dois estudos de fase I/II sobre a administragao de thG-CSF,
em neonatos com suspeita de sepse, mostraram um aumento
dose-dependente na contagem de neutrdfilos no sangue
periférico e na medula Gsseald, e trés estudos clinicos
descreveram resultados geralmente positivos dos efeitos do
rhG-CSFnasobrevida, exceto de Schibler!6-18, Entretanto,
esses trés trabalhos envolveram pequeno grupo de pacien-
tes, e dois deles utilizaram controles historicos. O estudo de
Schibler foi randomizado, duplo-cego e controlado por
tratamento com placebo e ndo mostrou aumento nos neutré-
filos circulantes, nem aumento da reserva de neutroéfilos.

Nossa hipétese foi de que a administracao de rhG-CSF,
em RNP com diagnéstico clinico de sepse de inicio preco-
ce, poderiareduzir a taxa de mortalidade por sepse precoce,
bem como reduzir a incidéncia de infec¢do hospitalar nas
trés semanas subseqiientes, seguindo a udltima dose do
medicamento. Foi usado um modelo clinico experimental,
randomizado, duplo-cego e controlado por placebo.
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Métodos

Critérios de selecdo dos pacientes: foram selecionados
todos os RNs com peso, ao nascer, compreendido entre SO0
a 2.000 gramas, idade gestacional menor de 37 semanas,
que tivessem menos de 5 dias de vida e que apresentassem
o diagndstico clinico de sepse internados na Unidade Neo-
natal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), no
periodorelativoa 1°dejulho de 1996 a 30 de junho de 1997.
Foi uniformizada para o diagndstico de “sepse clinica” a
presenca de pelo menos trés dos seguintes itens neonatais,
com um ou mais fator de risco materno para a sepse
neonatal, associado com pelo menos um dos reagentes de
fase aguda de infecgio alterado!. Os itens neonatais foram
1) febre (acima de 38°C) ou hipotermia (abaixo de 36,5°C),
2) disfuncgdo respiratéria (apnéia e taquipnéia), 3) disfun-
¢do neuroldgica (convulsdo ou hipotonia), 4) sinais gastro-
intestinais (vomitos ou distensdo abdominal), 5) hiperbilir-
rubinemia idiopdtica (sem causa explicdvel sendo pela
sepse), 6) choque e 7) sangramento inexplicdvel. Os fatores
de risco materno para infec¢ao neonatal foram 1) febre, 2)
infeccao intra-amniética, 3) ruptura prematura de membra-
nas, 4) ruptura prolongada de membranas > 24 horas e 5)
infec¢do urindria. Os dados laboratoriais considerados fo-
ram 1) neutropenia, definido como uma contagem absoluta
de neutrdfilos (CAN) < 1500/uL, 2) relacdo neutréfilos
imaturos em relacdo a neutrdfilos totais (I/T) maior que
0,219, 3) IL-6 plasmatico maior que 32 pg/mL2°, 4) TNF-
a plasmitico maior que 12 pg/ml2!. Exclufram-se os casos
em que a mae tinha recebido duas ou mais doses de
antibidticos antes do parto e os RN com malformagao grave
e asfixia severa, isto €, sem ventilagdo espontanea, hipoati-
va, bradicardia apds as manobras de reanimacdo. Foi con-
siderado RNP com infec¢do hospitalar quando, apds o
sétimo dia de vida, o RN apresentasse sinal clinico de sepse
associado a hemocultura positiva ou enterocolite necrosan-
te com sinais radiogrificos de pneumatose intestinal ou
confirmacao pelo exame andtomo-patolégico. Este projeto
foi aprovado pelo Grupo de Pesquisa e de P6s-Graduacao
e Comité de Etica do hospital, e, para cada caso, foi obtido
o consentimento escrito dos pais do RN.

Protocolo do tratamento

No protocolo, 0os RN, no grupo tratamento (GT), rece-
beram rhG-CSF (Granulokine, Roche-Amgen, Thousand
Oaks, CA)intravenoso (IV),nadose de 10 ug/kg diluidoem
10 mlde soro glicosado a 5% mais 0,2% de albumina (2 mg/
ml) e infundido em bomba de infusdo em 30 minutos, uma
vez ao dia, por 3 dias consecutivos. Os RN pertencentes ao
grupo placebo (GP) receberam um volume idéntico I'V sem
rhG-CSF; ambas as solugdes eram indistinguiveis. Todos
0s RN selecionados foram distribuidos ao acaso para rece-
ber G-CSF ou placebo, através de um critério de sorteio
simples (44 envelopes com 22 GT e 22 GP) e de conheci-
mento exclusivo da farmacéutica da Unidade de Quimiote-
rapia. Os participantes, os investigadores e o pessoal res-
ponsdvel pelos cuidados dos RN foram cegados e, conse-
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glientemente, desconheciam qual o tratamento empregado.
Os critérios de suspensdo do estudo foram contagem abso-
luta de neutréfilos (CAN) superior a 60.000 células, para-

efeitos imediatos a administracio do medicamento ou,
ainda, quando retirada do consentimento pelos pais.

Avaliag¢do Laboratorial Hematoldgica

Foram mensuradas contagem de leucdcitos (CL), conta-
gem absoluta de neutréfilos (CAN), contagem de mondci-
tos, eosinéfilos e linfécitos, relacdo neutréfilos imaturos/
neutréfilos total (I/T), concentragdo de hemoglobina (Hb)
e contagem de plaquetas (CP) no momento da entrada, antes
da administragdo da primeira dose do thG-CSF ou placebo,
24 horas, 72 horas e 10 dias apds a primeira dose do
tratamento. Essa avaliacdo hematolégica do sangue perifé-
rico foi realizada em contador eletronico Cobas Minus, € a
contagem diferencial de leucécitos fez-se, manualmente,
em lamina corada pelo método May-Grunwald-Giemsa.
Sete dias apds a administragdo da primeira dose do rhG-
CSF ou placebo, os pacientes foram submetidos a aspiragdo
medular na tibia. A contagem total de células foi executada,
também manualmente, em contador eletronico Cobas Mi-
nus, e a contagem diferencial de células foi feita em 1dmina
corada pelo método May-Grunwald-Giemsa. Foram avali-
ados o percentual da soma de células nucleadas identifica-
das como mieloblastos; promielécitos e mieldcitos foram
chamados de NPP (estoque proliferativo de neutréfilos); o
percentual da soma de células nucleadas identificadas como
metamieldcitos, neutréfilos bastonados e neutréfilos seg-
mentados foi chamado de NSP (estoque de reserva de
neutréfilos); e a relacdo mieléide/eritréide medular (M/E).
Todos os resultados dos componentes hematoldgicos circu-
latérios e medulares foram executados pela mesma hema-
tologista.

Avaliacdo Laboratorial das Citocinas

Foram obtidas amostras sangiiineas para determinar as
citocinas hematopoiéticas G-CSF, GM-CSF, IL-6 e TNF-a
imediatamente antes da administracao da primeira dose do
rhG-CSF ou placebo, 24 horas apds e imediatamente antes
da administragdo da segunda dose do rhG-CSF ou placebo,
72 horas ap6s a administragdo da primeira dose dorhG-CSF
ou placebo e 10 dias apds a primeira administra¢do do rhG-
CSF ou placebo. Essas citocinas foram medidas no plasma
por método sanduiche ELISA (enzimo-imunoabsorvente-
ensaio, Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, MN) de
acordo com a orienta¢d@o do fabricante. As amostras foram
armazenadas a —70° C e posteriormente foram analisadas
simultaneamente. Os valores minimo e maximo foram
respectivamente para o G-CSF, 11 pg/ml e 6000 pg/ ml;
GM-CSF, 3 pg/ml e 13 pg/ml; IL-6, 1 pg/l e 1437 pg/ml; e
para o TNF-a,11 pg/ml e 62 pg/ml, respectivamente.

Avaliagdo da Severidade da Doenga

A severidade dos casos estudados foi avaliada pelo
método do escore fisioldégico agudo neonatal (SNAP) no
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momento da entrada dos pacientes?2. A mortalidade e a
morbidade foram analisadas como medidas de desenlace.
As complicagdes relacionadas a sepse e a prematuridade
foram hemorragia intraventricular, periodo de tempo em
ventilacdo mecanica, periodo de tempo em oxigénio, ente-
rocolite necrosante, meningite e a ocorréncia de um episo-
dio de sepse subseqiiente durante a hospitalizacdo.

Tamanho da Amostra e Andlise Estatistica

O estudo foi desenvolvido para testar a hipdtese de que
o uso de rhG-CSF poderia reduzir a mortalidade por sepse
e aincidéncia de infec¢do hospitalar em 50%. Na primeira
fase do estudo, nds estudamos 26 RNP, quando ocorreram
3 6bitos, em 13 casos (23%), no GT e 6 ébitos, em 13 casos
(46%), no GP. A andlise estatistica interina mostrou que
seriam necessarios 42 pacientes a serem tratados nessas
condi¢des para se provar uma diferenca estatisticamente
significativa do efeito protetor do thG-CSF (p<0,05). Uti-
lizamos, como poder do estudo, um intervalo de confianga
de 90% que resultava num risco relativo (RR) de 0,5 (0,2-
0,99). Os dados demogréficos foram comparados por mé-
todos paramétrico t de Student, exato de Fisher (mortalida-
de e infec¢@o hospitalar) e ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis. A mediana dos niveis das citocinas (G-CSF, GM-
CSF, IL-6, TNF-a), a contagem completa sangiiinea (CL,
CAN, I/T, linfécitos, mondcitos, eosindfilos, CP, Hb) e a
contagem neutrofilica da medula 6ssea (NSP, NPP, M/E)
foram comparadas em cada momento por andlise de varian-
cia, usando o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.
Foram considerados significativos os valores de p< 0,05.

Resultados

Quarenta e quatro RNP foram incluidos no estudo,
dividido em dois grupos: 22 no GT e 22 no GP. Dois casos
foram excluidos por falta de consentimento dos pais. As
caracteristicas clinicas demogréficas da amostra estudada
nao mostraram diferencas significativas em rela¢do a peso
médio ao nascer, idade gestacional média, mediana do
escore de Apgar no 5° minuto de vida, mediana do escore
SNAP no dia de entrada no estudo, nimero de RN neutro-
pénicos (CAN < 1500/c), tempo de hospitalizag¢do, tempo
de administracdo de oxigénio e de ventilacio mecanica
(Tabela 1). Trinta casos foram admitidos no primeiro dia de
vida, 10 casos no segundo dia de vida e outros 4 casos até
quatro dias de vida.

Na entrada do estudo, foram isolados os seguintes
agentes patogénicos: Streptococcus do grupo B (1 caso,
GT), Staphylococcus aureus (2 casos, GT e GP), Staphylo-
coccus epidermis (1 caso, GP), E coli (1 caso, GT) e Bacilo
gram-negativo ndo identificado (1 caso, GT).

Antes do tratamento, os niveis de G-CSF eram de leve
a marcadamente aumentados no GP (mediana 141 pg/ml;
varia¢do 18-4985), bem como no GT (mediana 154 pg/ml;
variacdo 23-4047). Vinte e quatro horas apds a primeira
dose (imediatamente antes da segunda dose), os niveis de
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Tabela 1 - Dados clinicos e resultados de 44 recém-nascidos
prematuros com diagndstico clinico de sepse de
inicio precoce

Placebo rhG-CSF

(n=22) n=22)
Peso (gramas, média + DP) 1404 £ 508 1376 + 491
Idade Gestacional (sem, média + DP) 31+ 3 20+ 3
Masculino 14 9
Feminino 8 13
Apgar 5° min (mediana, variacio) 8 (1-10) 73 -10)
SNAP (mediana, variagdo) 9 (0-23) 8 (3-28)
Obitos < 7 dias de vida 3 0
Obitos 8-28 dias de vida 3 5
Infec¢do hospitalar * 9 2

*P=0,02 RR= 0,19 IC 95% 0,05-0,78

G-CSF foram significativamente maiores no GT (mediana
2568 pg/mL; variagcdo 30-6000) do que no GP (mediana 56
pg/mL; variagdo 19-2289, p < 0,00001). Setenta e duas
horas apds a primeira dose de rhG-CSF (imediatamente
antes da terceira dose), no GT, os niveis de G-CSF perma-
neceram significativamente maiores no GT (mediana de
129 pg/mL; variagdo 28-6000) do que no GP (mediana 37
pg/mL; variacdo 19-1608, p <0,007). Dez dias ap6s o inicio
do tratamento, os niveis de G-SF foram similares em ambos
os grupos (Tabela 2). Os niveis plasmaticos do GM-CSF,
TNF-a eIL-6 ndo foram diferentes ap6s a administragio de
rhG-CSF entre o GT e o GP.

Antes do tratamento, as contagens dos leucécitos e da
contagem absoluta de neutréfilos foram similares em am-
bos os grupos. Entretanto, 24 e 72 horas apés, ambos
estavam significativamente mais elevados no GT do que no
GP (Tabela 3). Dez dias apés o inicio do tratamento, ndo
havia mais diferencas em ambos os grupos. Nao foram
observadas diferencas entre os dois grupos em relago as
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diferencas nas contagens da relagdo de neutréfilos I/T (GT,
0,18 na entrada, 0,19 com 24 horas, 0,13 com 72 horas e
0,09 com 10 dias, e no GP, 0,18 na entrada, 0,14 com 24
horas, 0,13 com 72 horas e 0,09 com 10 dias). Ndo ocorre-
ram mudangas nas contagens absolutas de eosinéfilos,
linfécitos e plaquetas. Houve um aumento significativo na
contagem absoluta de mondcitos, com 72 horas apds o
inicio do tratamento, no GT (1 178/mm?, variac¢do 0-5291)
do que no GP (481/mm?3, variacio 86-1158, p < 0,0002). O
aspirado de medula 6ssea foi realizado sete dias apds o
inicio do tratamento em 36 pacientes (3 foram a dbito antes
do sétimo dia, 5 ndo estavam em boas condicdes). O NSP
e arelagdo NSP/NPP foram significativamente maiores no
GT do que no GP (Tabela 4).

Durante a primeira semana de vida ndo ocorreram
obitos no GT, enquanto que no GP ocorreram trés 6bitos.
Estudos de necrdpsia foram feitos nos trés casos e a causa
de morte foi hemorragia intraventricular de grau IV.

Onze casos de sepse hospitalar ocorreram durante as
trés semanas subseqiientes ao tratamento: 9/19 (47,3%) no
grupo placebo e 2/22 (9,1%) no grupo thG-CSF (p < 0,02;
RR 0,191C95% 0,05-0,78). Nove desses onze casos foram
identificados por hemocultura e dois casos de enterocolite
necrosante foram diagnosticados por estudos radiograficos
e anatomo-patoldgicos (GP). Os seguintes agentes bacte-
rianos foram isolados: Staphylococcus aureus (4 casos, 2
GT e 2 GP), Staphylococcus epidermis (4 casos, GP) e
Staphylococcus hemolyticus (1 caso, GP).

Foram trés 6bitos no GP na fase tardia. Um caso morreu
no pés-operatério de obstrucdo intestinal por pancreas
anular no 24° dia de vida, e dois 6bitos foram devido a
enterocolite necrosante, respectivamente no 22° e 24° dia
de vida. Cinco 6bitos ocorreram no GT; dois tiveram
hemorragia intraventricular grau I1I, respectivamente no 8°
e 13°dia de vida; dois foram a 6bito, tendo como causa de
morte hemorragia pulmonar e doenga de membrana hialina,
ambos com 14 dias de vida; e o quinto 6bito ocorreu no 25°
dia de vida por insuficiéncia renal aguda.

Tabela 2 - Concentracio plasmatica de G-CSF, GM-CSF, TNF-a e IL-6 nos neonatos estudados antes (0 hora), 24 horas (imediatamente
antes da segunda dose), 72 horas (imediatamente antes da dose final) e 10 dias apds a administra¢do de rhG-CSF ou placebo

CITOCINAS 0 hora 24 horas 72 horas 10 dias
(mediana,
variac¢io) Placebo rhG-CSF Placebo rhG-CSF Placebo rhG-CSF Placebo rhG-CSF
G-CSF pg/mL 141 154 56 2568 37 129 29 39
(18-4985) (23-4047) (19-2289) | (30-6000) * | (19-1608) |(28-6000) ** (23-355) (20-4258)
GM-CSF pg/mL| 5,5 (4-12) 5,5 (4-13) 5 (4-10) 5(4-13) 5(3-8) 5 (4-8) 5(3-11) 5(4-9)
TNF-a pg/mL 14 (11-23) 13 (11-29) 14 (12-18) 14 (12-23) | 14 (12-17) | 14 (12-20) | 14,5 (12-21) | 14 (12-62)
IL-6 pg/mL 27,5 (1-1453)| 20,5 (6-1500) | 12 (5-1295) | 15(5-363) | 11 (3-867) | 11 (3-104) | 11,5 (3-620) | 6 (4-1034)

*p <0,00001 vs placebo

** p <0,007 vs placebo
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Tabela 3 — Valores hematolégicos antes (0 horas), 24 horas (imediatamente antes da segunda dose), 72 horas (imediatamente antes da
dose final) e 10 dias apds a administracdo do rhG-CSF ou placebo

Valores Placebo (n= 22) rhG-CSF (n= 22)
Hematolégicos

Antes 24 horas 72 horas 10 dias Antes 24 horas 72 horas 10 dias
Leucdcitos /ul. 8.750 8.100 9.250 12.000 11.300 15.200 23.100 13.050

(1.900-34.000)

(1.400-27.100)

(2.000-21.000)

(7.000-32.900)

(2.700-29.600)

(4.400-65.300)*

(9.500-48.100)F

(9.100-30.200)

Absoluto de 5.316 4.526 4.703 5.049 7.076 9.522 16.843 8.446
Neutréfilos /uL (748-22.440) (918-24.932) (1.537-15.540) | (2.856-23.688) (1.458-20.424) | (2.948-50.281)F | (6.270-35.113)§ | (18.18-17.818)
Linfécitos /uL 2.571 2.349 3.272 4.002 2.604 3.886 4.037 4.320
(114-3.288) (42-7.560) (220-6.364) (1.602-8.721) (616-9.360) (540-13.713) (984-7.600) (900-10.268)
Monécitos /uL 386 405 481 615 387 665 1.178 720
(38-1.450) (58-1.494) (86-1.158) (70-2.632) (116-2.664) (88-3.140) 0-529D 19 (182-2.250)
Plaquetas X103/uL 207 (58-332) 126 (35-281) 160 (41-331) 306 (28-611) 217 (126-380) 181 (118-359) 187 (65-428) 315 (75-828)
Hemoglobina g/dL 14,7+2.2 14,7+24 13,9 +2.8 122+1,8 13,8+2,8 14,5+2.2 15,1 £2,0 13,6 1,6

*p < 0,006 vs placebo 1 p < 0,00002 vs placebo

As principais afericdes medidas como complicagdes
distribuiram-se de forma semelhante entre os dois grupos:
média do tempo de hospitalizacido 35 vs 40 dias (P=0,5),
oxigenioterapia 11,5 vs 12,8 dias (P=0,8), CPAP 5,8 vs 4,3
dias (P=0,3), ventilacdo mecénica 10,6 vs 8,1 dias (P=0,4).

Discussao

A sepse bacteriana continua sendo um problema de
grande importincia na neonatologia clinica. A sepse de
inicio precoce e a infeccdo hospitalar sao as grandes res-
ponsaveis pela mortalidade, morbidade, tempo de perma-
néncia hospitalar e altos custos nas unidades de terapia
intensiva3. A imaturidade de certas defesas antibacteria-
nas, particularmente no sistema neutrofilico, constitui uma
parte da razdo para esse problema'-2. Com a disponibilida-
de do rhG-CSF e a descoberta de seu papel na producio e
funcionamento de neutréfilos e com o entendimento que a
producao de G-CSFérelativamente limitadaem RNP, pode
ser especulado que a administra¢do de thG-CSF pode ser

Tabela 4 - Valores hematoldgicos (mediana e variagdo) na
medula 6ssea da reserva de neutréfilos nos neonatos
estudados, sete dias apds a administracao de placebo

F p <0,005 vs placebo

ou rhG-CSF
Placebo rhG-CSF p Kruskal-
(n=18) (n=18) Wallis
NSP (%) 51,5 (19 - 62) 61 (43 -70) 0,003
NPP (%) 17,5 (12 - 57) 16 (7 — 48) 0,3
NSP/NPP 2,9 (0,3 -4,5) 3,7 (0,9 -9,4) 0,05
M/E 11 (2 - 44) 19,5 (7 - 80) 0,06

§ p <0,00002 vs placebo 9 p <0,0002 vs placebo

um valioso adjuvante da antibioticoterapia e dos cuidados
intensivos$:11.

Foi claramente demonstrado, desde o primeiro estudo,
publicado por Gillan et al.!1, que a administracdo de rhG-
CSF tem essencialmente os mesmos efeitos bioldgicos no
RN que no adulto. Isto €, ele induz a producao de neutréfilos
provenientes do NSP e subseqiientemente causa um aumen-
to dose-dependente na produgdo, na circulagdo e nareserva
medular de neutréfilos. Gillan et al.!d estudaram 42 RN que
tinham “sepse presumivel”, trataram com placebo (n=9) ou
rhG-CSF nas doses que variaram de 1,0 a 20,0 pg/kg/dia
por trés dias consecutivos. Embora esse estudo ndo avalias-
se seu impacto sobre a mortalidade, foi observado que
nenhum dos 42 neonatos morreram, refletindo uma amostra
composta predominantemente por pacientes nao-criticos.

Posteriormente, Kocherlakota et al.!® descreveram os
resultados de 27 neonatos, 14 que receberam rhG-CSFe 13
controles concomitantes. Somente ocorreu uma morte pre-
coce no grupo thG-CSF comparado com trés 6bitos no
grupo controle. Durante toda a hospitaliza¢do, houve mais
um 6bito no grupo rhG-CSF e mais seis no grupo controle.
Schibler et al.!” realizaram um estudo randomizado com 10
RNP com sepse de inicio precoce para receber rhG-CSF e
10 para receber placebo e houve dois dbitos durante o
estudo em cada grupo. As complica¢des como hemorragia
intaventricular, displasia broncopulmonar e infec¢io hos-
pitalar se distribuiram de forma semelhante entre os dois
grupos. Barak et al.!8 trataram 14 RNP que tinham sepse
presumivel com rhG-CSF e observou somente um 6bito de
forma precoce, comparado com nove 6bitos entre 24 casos-
histéricos que ndo foram tratados com rhG-CSF. Similar-
mente aos dados de Kocherlakota, Schibler e Barak, nds
ndo observamos nenhum 6bito precoce entre os receptores
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de rthG-CSF contra trés 6bitos que ocorreram no grupo
placebo. E possivel que esse fato seja relevante, uma vez
que Klein descreveu que 72% dos 6bitos devidos a sepse de
inicio precoce ocorrem nas primeiras 48 horas seguindo o
diagnéstico?®. Quando os dados de mortes precoce do
presente estudo sdo adicionados aos descritos por Gillan,
Kocherlakota, Schibler e Barak, observamos que houve
somente dois dbitos em 93 receptores de rhG-CSF (2,2%)
contra 18 ébitos de 76 controles (23,7%). Quando é conso-
lidado o total de 6bitos (precoce e tardio) dos quatro
estudos, observou-se que ocorreram 11 6bitos de 93 recep-
tores de rhG-CSF (11,7%) contra 27 ébitos de 76 neonatos
controle (36,8%). Nos ressaltamos que os cinco estudos
provém de diferentes amostras de pacientes e que os resul-
tados nao podem ser interpretados com confianga. Por
exemplo, no presente estudo, os niveis relativamente bai-
xos prévios de G-CSF, TNF-a, IL-6, e ainda na relacao I/T
indicam que nossos pacientes eram menos criticamente
doentes do que os pacientes estudados por Schibler!8. Os
estudos descritos por Gessler?4, Kennon? indicam que os
neonatos com sepse grave tém geralmente elevados niveis
de G-CSF enddgeno, enquanto que nossos pacientes tive-
ram somente niveis prévios de normais a moderadamente
elevados de G-CSF endégeno. E necessdrio aguardar ou-
tros estudos de metodologia semelhante para serem subme-
tidos a um estudo de metandlise.

Nenhum dos trés estudos citados estudaram de forma
prospectiva, o efeito da aplicacao de thG-CSF na incidén-
cia de infeccdo hospitalar. Gillan et al.!> citaram um poten-
cial efeito salutar, isto é, que o tratamento com rhG-CSF
resultou em um considerdvel aumento no tamanho do NSP.
Nos observamos o mesmo efeito em nosso estudo, bem
como observamos uma menor incidéncia de infecc¢ao hos-
pitalar entre o grupo tratado com rhG-CSF. N6s especula-
mos que a menor incidéncia de infec¢do hospitalar pode ser
devido ao maior estoque de NSP, o qual persiste por um
indeterminado periodo de tempo, seguindo a cessagcdo da
administracdo de thG-CSF. Ou, ainda, que talvez a melho-
ria do funcionamento dos neutréfilos (quimiotaxia e fago-
citose), persistindo por um periodo de tempo, uma vez
cessada a aplicagdo de rhG-CSF, ou a combinac¢ido nos
efeitos quantitativos e qualitativos nos neutréfilos.

Recentemente, Cairo et al.2® publicaram um estudo
randomizado, controlado por placebo sobre a incidéncia de
infeccdo hospitalar apds a aplicacdo profildtica de thGM-
CSFem RNMBP. Eles estudaram 264 neonatos com menos
de 72 horas de vida; 134 casos receberam rhGM-CSF na
dose de 8 pg/kg/dia, IV, diariamente por sete dias, e apds
alternando cada dia até 21 dias; 130 receberam placebo.
Nao encontraram diferencas na incidéncia de infeccdo
hospitalar entre ambos os grupos. Entretanto, foi observado
um aumento na ANC nos dias 7, 14 € 21, um aumento na
expressdo de receptores C3bi e uma elevada concentragdo
de células progenitoras no sangue periférico no dia 8 no
grupo thGM-CSF. Carr et al.2” usando o mesmo rhGM-
CSF profilaticamente por 5 dias, em um estudo randomiza-
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do, controlado por placebo em 72 neonatos prematuros nas
primeiras 72 horas de vida, produziram um desaparecimen-
to da neutropenia no grupo tratado, comparado com uma
incidéncia de 40% de neutropenia no grupo controle. Nao
ocorreram diferengas na mortalidade entre ambos os gru-
pos e uma tendéncia de menor nimero de casos de infec¢ao
hospitalar no grupo tratado: 11/36 vs 18/39 (OR 0,51, IC
95% 0,20-1,31).

Nos observamos que os niveis de TNF-a e IL-6 eram
levemente elevados na entrada do estudo, e ambos podem
ser titeis marcadores de sepse neonatal20-21:28:29 Embora
os niveis de GM-CSF, TNF-a e IL-6 nio mostrassem
diferengas apds a administracdo de rhG-CSF, Gorgen et
al.30 mostraram uma redugio na mortalidade e supressio da
atividade do TNF-a ap6s a aplicagdo de altas doses de rhG-
CSF (250 mg/kg) em ratos com sepse por gram-negativo.
De forma similar, em ratos com sepse experimental, Lund-
bland et al.2% mostraram uma reducdo na mortalidade,
contagem de bactérias, TNF-a e endotelina-1 apds a apli-
cacdo de altas doses de rhG-CSF.

Nenhum dos estudos prévios com a administragio de
rhG-CSF, em RN humanos infectados, mostraram efeitos
adversos a curto prazo e a longo prazo. De maneira similar,
nés ndo observamos nenhum efeito adverso em nossos
pacientes. Potencialmente, pode ocorrer uma lesio endote-
lial pulmonar produzida pela administra¢do de thG-CSF e
que pode ser manifestada por necessidades crescente de
oxigénio e por um periodo maior de ventilacio mecani-
ca31:32, N6s ndo observamos nenhum desses efeitos, e
podemos concluir que ndo foram observados efeitos dano-
sos pulmonares. Detectamos um aumento na concentragao
de mondcitos, a semelhanca dos dados descritos por Gi-
llan!S, Schibler!”, Kocherlakotal® e Bedford-Russell33,
entretanto a trombocitopenia descrita por Bedford-Russell,
e ndo descrita por Gillan, Schibler e Kocherlakota também
ndo foi observada em nosso estudo.

Em conclusao, nds observamos que a administragao de
rhG-CSF aos neonatos prematuros que tém diagndstico
clinico de sepse de inicio precoce ndo alterou a mortalida-
de, porém produziu um aumento na concentragdo de neu-
tréfilos no sangue periférico e na medula 6ssea. Houve
também uma reducdo significativa na infec¢ao hospitalar
nas trés semanas subseqiientes.
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