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RESUMO

A Circulagdo Extracorporea (CEC) induz uma reacéo sistémica inflamatéria, que
aumenta a morbimortalidade nas cirurgias cardiacas. Os neonatos e lactentes s&o
especialmente suscetiveis a essa reagcao e ao desenvolvimento da Sindrome do
Vazamento Capilar pés-operatéria (SVC). A SVC resulta na perda da integridade
endotelial, com extravasamento de grandes volumes de plasma e seus constituintes
no espago extracelular. Uma sindrome similar a SVC é desencadeada pela
Interleucina-2, através de um possivel mecanismo de apoptose, mediado pela
molécula de adesao CD44. A ativagao da CD44, em leucécitos na CEC, pode mediar
a SVC em criangas de baixo peso. Na presente investigagdo, foi avaliada a
expressdo da CD44 em linfécitos T, células NK e demais leucécitos do sangue total,
de um grupo consecutivo de 17 criangas submetidas a cirurgia cardiaca com CEC,
nos dez primeiros meses de vida. Foi, também, avaliado o comportamento de
células TCD4+ e TCD8+, no que se refere a frequéncia de células no pds-operatério
imediato. Duas criangas evoluiram para 6bito precoce e foram excluidas do estudo.
A pesquisa foi realizada em amostras de sangue arterial coletadas no inicio e no fim
da cirurgia e, no poés-operatorio, de quatro em quatro horas, em cerca de dez
amostras por paciente. Os leucdcitos isolados foram marcados com anticorpos
monoclonais (antiCD44, antiCD3, antiCD56 e antiCD8) e as células separadas por
citometria de fluxo. Foi observado aumento significante na freqiéncia de células
CD44+ e CD3- até oito horas do final da cirurgia, e deplecao significante de linfocitos
T (CD3+ e CD44+) e células NK (CD56+ e CD44+), com pico na quarta hora, pos-
operatdria . Os resultados mostram também diminuigcado de linfécitos TCD4+ duas
vezes maior do que de TCD8+. Pode-se concluir que existe um estado de
imunossupressdo com pico na quarta hora de pos-operatorio, que envolve as células
T e NK, ambas CD44+; enquanto as demais células brancas (CD44+ e CD3-)

apresentam aumento na frequéncia nas primeiras oito horas.

Descritores: Sindrome do Vazamento Capilar, Circulagcdo Extracorporea,

Interleucina-2, CD44, Hialuronan.



e
L=3
e

4‘ Hazin SMV Expressao da CD44 em células brancas do sangue total de neonatos e lactentes...

ABSTRACT

Cardiopulmonary bypass induce a systemic inflammatory reaction which increases
the morbi-mortality in children submitted to cardiac surgery. Neonates and infants
are especially affected by this reaction and by the development of Capillary Leak
Syndrome. (CLS). CLS results in loss of integrity of endothelial wall and
extravasation of plasma and its components in the extravascular space. Interleukin
2 induces a syndrome similar to CLS probably through a mechanism of apoptosis
mediated by the adhesion molecule CD44. CLS in low weight children can result
from activation of CD44 in leucocytes by CPB. This investigation was done to
evaluate the expression of CD44 in T lymphocytes, NK cells (Natural Killer) and the
other white cells in the whole blood of 17 consecutive children up to 10 months of
age who were submitted to cardiac surgery with cardiopulmonary bypass. TCD4+
and TCD8 + cells were also evaluated for their frequency in the immediate post-
operative period. Among this group 2 died early and were excluded from the study.
The research was done in samples of arterial whole blood obtained immediately
before ,and in the and of surgery .It was also collected during the post-operative
period every four hours with a total of 10 samples per patient and the white cells
selected. The cells were marked with monoclonal antibody (anti-CD44, anti-CD3,
anti-CD56 and anti-CD8) and the cells determined by flow cytometry. A significant
increase in the frequency of CD44+ CD3- cells was observed until the eighth hour of
surgery. A decrease in the frequency of lymphocytes (CD3+ CD44+) and NK cells
(CD56+ CD44+) was also observed which peaked four hours after surgery. The
results also showed a decrease twice as high in TCD4+ cells than in TCD8+. It can
be concluded that there is a state of immunosuppression involving CD44+ cells,
including T lymphocytes and NK cells, which peaked in the 4™ postoperative hour
while the other white cells CD44+ increased during the first eight hours after the

procedure.

Keywords: Capillary Leak Syndrome, Cardiopulmonary Bypass, Interleukin 2, CD44,

Hialuronan.
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A circulagao extracorpérea (CEC) induz uma reacgao sistémica inflamatéria
com ativagdo de varios mediadores incluindo componentes da cascata de
complemento, ativagcdo de neutréfilos e plaquetas, resultando na producéo local e
sistémica de citocinas e moléculas de ades&o’. Os recém-nascidos e as criancas
pequenas respondem a esse procedimento de maneira mais dramatica e sao
particularmente vulneraveis as moléculas vasoativas e ao desenvolvimento da
sindrome do vazamento capilar (SVC) p6s-CEC?.

A SVC tem diferentes etiologias, mas termina em uma via final comum,
com perda da integridade endotelial. O resultado é o extravasamento de grandes
volumes de plasma e seus constituintes no espaco extracelular?.

Uma sindrome similar a SVC tem sido produzida administrando-se
grandes quantidades de Interleucina-2 (IL-2) a animais e pacientes com cancer®. A
IL-2 € um polipeptideo produzido pelas células T ativadas. Entre suas propriedades
imunomoduladoras, incluem-se a proliferacao e a diferenciagao das células TeB e o
aumento da citotoxicidade contra uma variedade de células-alvo com aumento da
atividade das células NK (Natural Killer)*.

Além dessas propriedades, a IL-2 faz também os linfécitos ativados se
ligarem e destruirem células endoteliais, por um possivel mecanismo de apoptose®.
A habilidade de lisar as células endoteliais pode ser mediada pela CD44 (Cluster of
Differentiation 44)*, a qual representa uma familia de glicoproteinas presente na
superficie de linfécitos, macrofagos e células epiteliais, sendo mediadora da
aderéncia celular, da ativagdo de leucécitos, da migracdo de linfocitos, além de
receptora especifica para o hialuronan, um dos principais componentes da matriz

extracelular®.
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A estimulagdo dos receptores da célula T induz a ativagdo da CD44* . A
ativacao do hialuronan no endotélio da microvasculatura por citocinas como fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) e a ativacdo da CD44 em neutrdfilos e linfocitos pela
CEC abrem uma nova possibilidade de investigacdo na etiologia da sindrome
inflamatdria pds-circulacédo extracorpoérea.

A SVC é importante para cirurgides cardiacos, principalmente para
aqueles que se dedicam a cardiopatias congénitas complexas, que precisam ser
corrigidas em uma idade precoce e demandam a utilizagdo da bomba de CEC por
periodos de tempo mais prolongados. Qualquer informagao que esclarega um pouco
mais e diminua as consequéncias da reagao imunolégica a CEC tera um impacto na
morbidade e mortalidade imensuravel.

O presente trabalho tem como objetivo geral o de avaliar a possibilidade
de a CD44 estar envolvida na SVC pés-CEC em neonatos e lactentes, e como
objetivo especifico o de verificar a expressdo da CD44 em linfocitos, leucdcitos
polimorfonucleares e células NK de forma seriada, utilizando anticorpos monoclonais
e citometria de fluxo no periodo pds-operatorio imediato de recém-nascidos e

lactentes que se submeteram a CEC.
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2.1 Resposta inflamatéria sistémica ap0s cirurgia cardiaca com circulacéo

extracorpodrea

Cirurgia cardiaca pediatrica quase sempre necessita da CEC, a qual
desencadeia uma resposta inflamatéria sistémica com uma sequéncia complexa de
eventos e ativagdo do sistema complemento e da coagulagdo, além da ativagédo de
citocinas, moléculas de ades3o, neutréfilos, plaquetas e disfuncdo endotelial®. Essas
mudancgas estao associadas ao aumento do risco pés-operatério, da morbidade e da
mortalidade’.

Alguns pacientes podem apresentar uma resposta exagerada, com
aumento da permeabilidade capilar, ou SVC8. Essa sindrome é caracterizada por
depleg¢do do volume intravascular, extravasamento macico dos constituintes
plasmaticos para o0 espaco extravascular e consequente edema, choque
hipovolémico e disfungdo de multiplos 6rgdos. A SVC esta relacionada ao baixo
peso e a pouca idade, ao tempo prolongado de perfusdo e a hipotermia. A base
fisiolégica dessa sindrome é complexa®.

A sindrome é bifasica: em uma primeira fase, ela é caracterizada por
instabilidade hemodindmica, necessitando durante algumas horas de reposigao
volémica e inotropicos; numa segunda fase, € caracterizada pelo desenvolvimento
gradual da disfuncdo em diferentes 6rgdos e acumulo de liquido no espaco
extravascular. Essa segunda fase dura aproximadamente 48 horas'®.

Demonstrou-se, em 40 pacientes submetidos a CEC, um aumento
transitorio na permeabilidade vascular sistémica, cuja intensidade foi associada a

disfungdo renal e pulmonar, mesmo em cirurgias ndo complicadas. N&o se
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conheciam os mecanismos envolvidos, nem se eles poderiam ser modulados.
Entretanto, foi sugerido que a protecdo microvascular pudesse produzir impacto na
morbidade e mortalidade operatérias’”.

A cirurgia cardiaca leva a mudangas importantes no sistema imunoldgico,
devido a combinagdo do trauma local com a CEC e a reperfusdo cardiaca e

pulmonar®'?,

Durante a CEC, ocorre ativagdo do sistema de contato, que é
composto da cinina-calicreina, fibrindlise-coagulagao e do sistema complemento. O
fator Xl é ativado pelo contato do sangue com superficies artificiais do circuito da
CEC, levando a formacao da bradicinina. As cininas sdo potentes vasodilatadores,
que também participam da inflamacao, levando ao aumento da permeabilidade e
quimiotaxia de neutrdfilos, além de se ligarem a receptores de células endoteliais,
produzindo substancias vasoativas, como prostaglandinas e 6xido nitrico™™.

Estdo também relacionados a CEC o sistema complemento e a liberagao
de citocinas. A ativacdo do complemento ocorre pela via alternativa, levando a
formacao de anafilatoxinas C3a e C5a. O imunocomplexo protamina-heparina pode
ativar a via classica com o fator C4a e C2'°.

As citocinas sao proteinas sintetizadas por células que afetam outras
células. Sao produzidas por mondcitos, macrofagos, linfécitos e células endoteliais.
As citocinas produzidas por linfocitos sdo chamadas de ‘linfocinas’, ou ‘interleucinas’
(IL). Sua produgédo na cirurgia cardiaca € estimulada pela isquemia-reperfusao,
ativacao de complemento, liberacido de endotoxinas e, ainda, ampliada pela acéao de
outras citocinas. Sua liberacdo € mediada através dos fatores de transcrigcao
intracelular FN-KB (Fator nuclear-KB)®®.

As citocinas mais importantes produzidas durante a CEC sido os mediadores

pro-inflamatérios TNF-a, interleucina-1 [IL-1], interleucina-6 [IL-6] e interleucina-8 [IL-
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8]) e antiinflamatdrio (interleucina 10 [IL-10]). Todos potenciais participantes da
sindrome inflamatéria pos-CEC®1%17

Vinte e nove pacientes adultos que se submeteram a CEC tiveram seus
niveis plasmaticos de mediadores da inflamagdo (TNF-a, IL-6, IL-8, elastase,
histamina, complemento C5a e C3a) medidos antes, durante e depois da CEC.
Essas substancias apresentaram um pico na quarta hora apés a CEC (exceto o
TNF-a) e retornaram a linha basal ou diminuiram consideravelmente apés 24 horas.
Foi concluido que pacientes com resposta exagerada a CEC apresentam tendéncia
para maior sangramento, demonstram maior aumento na permeabilidade capilar
(aumento maior de peso) e necessitam de maior suporte respiratério do que os
pacientes com pequena resposta inflamatoéria. A intensidade da resposta inflamatoria
influencia a resposta clinica®.

Para avaliar a reagdo imune nas cirurgias de revascularizagdo com e sem
CEC, foram medidos os niveis sanglineos das citocinas proé-inflamatérias IL-6, IL-8
e TNF-a no pds-operatorio. A IL-2R (receptor para IL-2) foi estudada para avaliar
especificamente a reacdo proliferativa a ativacado linfocitaria ou resposta imune
adaptativa. Os niveis séricos da IL-6 aumentaram de forma significante no pos-
operatdrio imediato e, entre as primeiras 4-6h. Os niveis da IL-8 apresentaram um
pico. Os niveis sanguineos da IL-2R aumentaram de forma significante no primeiro
dia e permaneceram elevados até o quinto dia. A presenca ou a auséncia da CEC
nao causou diferenga significante em nenhum dos casos. Os niveis da TNF-a
foram inconclusivos'®.

Foi demonstrado também que a IL-2R estava aumentada nas cirurgias

coronarianas com ou sem CEC; pdérem, nas cirurgias com CEC, com valores

elevados de forma significante™®.
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A IL-6, que atua na diferenciagdo das células B e estimula hepatdcitos a
produzir proteinas da fase aguda inflamatéria®®, comeca a aumentar perto do fim da
CEC, permanecendo elevada nas primeiras horas da cirurgia.

Niveis de IL-8, a qual contribui para a inflamacao dos tecidos, ativando e
promovendo a migragcao de neutrofilos, estdo aumentados no sangue de pacientes
pediatricos que se submetem a CEC. Foi demonstrado que a IL-8 é produzida pelos
tecidos, e nao somente pelas células inflamatérias invasoras. Endotélio e midcitos
podem também ser fontes celulares do m RNA (RNA mensageiro) da IL-8".

A IL-10 e a IL-1ra (antagonista do receptor IL-1) sdo as citocinas
antiinflamatdrias mais consistentemente liberadas durante e apds a cirurgia cardiaca
com CEC, tanto em criangas quanto em adultos’?2. No entanto, dados da literatura
indicam que a idade das criancas tem papel fundamental no mecanismo de
liberacdo da IL-10 e no tipo de células envolvidas, que podem incluir monécitos ou
uma resposta especifica de células T'".

Foi observado também um aumento significante nos niveis circulantes do
TNF-a em pacientes que se submeteram a cirurgia de revascularizagdo do miocardio
com CEC. Os maiores niveis foram observados durante a isquemia cardiaca e
durante a reperfusdo. Foi possivel concluir que a CEC pode induzir uma resposta

2223 Os niveis de TNF-a também

inflamatdria através da liberacdo do TNF-a
aumentaram entre o comego e até duas horas do fim da CEC em criancas®.

A capacidade de prever, no periodo pré-operatério, quais os pacientes de
maior risco € muito importante para que se tomem medidas profilaticas. Um sistema
imunoldgico ja ativado antes da cirurgia poderia amplificar, em muito, a resposta

imunoldgica ao trauma. Para avaliar essa hipotese, foram selecionados indicadores

da inflamacdo como indicadores de risco. Elevagdes pré-operatdrias dos niveis
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sanguineos de componentes de complemento C3 e C5, do TNF-a e de neutrofilos,
além do peso corporal e da diminuicdo de linfécitos, foram relacionadas a criangas
que desenvolveram edema pés-operatdrio”.

A cirurgia cardiaca causa ativagcao de células hematopoiéticas circulantes,
incluindo neutrofilos e mondcitos. Foi realizado um estudo para identificar a ativagao
local e sistémica de neutroéfilos e a expressdo de moléculas de adesdo em pacientes
submetidos a cirurgia de revascularizagao do miocardio com CEC. A expressao da
CD11 b (cluster differentiation 11) em neutrdéfilos circulantes aumentou durante a
CEC e apresentou um pico de 145% do nivel basal na reperfusdo, diminuindo a
niveis insignificantes, acima do basal, ja em 20 minutos do término da CEC. Apesar
de haver uma perda de neutrdfilos, sugerindo sequestragdo, nao foi possivel
demonstrar ativagdo de neutrdfilos no coracdo e no pulmao, apds a reperfusio®.

A resposta imunolégica celular nas cirurgias coronarias com e sem CEC
foi avaliada utilizando-se anticorpos monoclonais e citometria de fluxo. Os pacientes
que receberam transfusdo sanguinea foram excluidos. As células TCD4 (célula T,
co-receptor CD4) +diminuiram significantemente logo apés a CEC, assim como as
células TCD8 + (célula T, co-receptor CD8), mas nao tdo tanto quanto a TCD4+.
Nos pacientes sem CEC, essas mudancgas nao foram estatisticamente significantes.
Os niveis de células NK também diminuiram de forma significante apés a CEC, mas
0 grau de ativagao aumentou. A resposta mostrou a real possibilidade da ativagao
da imunidade nao especifica na CEC, apesar da diminuicdo das células NK em
nimeros absolutos %°.

Em estudo prospectivo, realizado em 40 pacientes adultos, no qual se
pretendia verificar a hipotese de um fator dilucional, foi encontrado resultado um

pouco diferente, com aumento inicial da contagem de linfécitos imediatamente
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depois da cirurgia, os quais cairam para um minimo no primeiro dia do poés-
operatorio. As células TCD4+, apesar da redugdo numérica, estavam mais ativas no
primeiro dia, quando comparadas com as de qualquer outro dia do pos-operatorio.
No estudo, foi possivel concluir que uma alteragdo funcional parecia ser a
responsavel. No entanto, para confirmagcado dessa hipdétese, mais pesquisa seria
necessaria®’.

Outros fatores, como a endotoxina, o lipopolissacarideo da parede celular
de bactérias Gram-negativas e estimulo importante no desenvolvimento da sindrome
inflamatéria sistémica, foram encontrados em niveis mais elevados, de forma
significante, nos pacientes que se submeteram a CEC, comparados aos sem CEC. A
patogénese desse fendbmeno ndo é clara, mas hipotermia, hipoperfusdo e outras
causas de isquemia intestinal tém sido responsabilizadas'®%,

Foi também estudada a expresséo de genes na CEC, tendo sido concluido
que a CEC e a parada cardiaca por cardioplegia ndo causam uma mudanga
indiscriminada na expressao dos genes, mas mudangas em caminhos especificos:
um aumento nos genes ativadores da inflamagcao e transcricdo de genes
relacionados a apoptose, e uma diminuicao das imunoglobulinas29 )

Um outro estudo verificou que a deficiéncia herdada de C4 aumenta a
ativagdo do complemento pelo complexo protamina-heparina. A C4 ativada se liga
de forma mais efetiva a imunocomplexos e, portanto, tem papel importante na
eliminagdo dos mesmos. A sua deficiéncia pode permitir que complexo protamina-
heparina circulem por mais tempo, ativando ainda mais o complemento®.

Cirurgia cardiaca, em particular com CEC e cardioplegia, desencadeia
inflamacédo do miocardio e apoptose ou morte celular programada. A duragdo do

processo de apoptose € de 12 a 24 horas, mas mudangas da morfologia celular ja
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sao vistas com menos de duas horas. Sinalizadores de membrana, mediadores
liberados pela mitocondria, o balango entre a expressao de substancias proé-
apoptose bax (Bcl-2 associated x protein) e antiapoptose Bcl-2 (B cell lymphoma 2)
e ativagdo da caspase estdao envolvidos. A ligagdo entre isquemia/reperfusédo e
apoptose sugere que apoptose pode ser um dos fatores mais importantes na
disfuncdo do miocardio pés-CEC®'.

Disfungao mitocondrial relacionada a apoptose (DMRA) descreve o
conjunto de mudancas funcionais e estruturais da mitocéndria pré-apoptose. O
coragao neonatal é especialmente vulneravel a apoptose. A CEC esta associada a
liberacdo de moléculas pro-apoptose, como o TNF-a. Foi também demonstrado um
aumento na bax, proteina com capacidade para formagdo de poros na membrana
mitocondrial com liberagao do citocromo C. DMRA esta presente precocemente no
periodo pos-operatdrio em cordeiros na fase neonatal®?,

Em um estudo, o sangue de pacientes que se submeteram a CEC pode
exercer forte apoptose em células endoteliais humanas. Aumento da apoptose
endotelial foi observado com sangue obtido apés uma hora e, principalmente, apos
seis horas passadas da CEC. A proporcao de células endoteliais em apoptose foi
5,6 vezes maior em culturas incubadas com sangue obtido seis horas apds a saida
da CEC, comparado com sangue obtido no periodo pré-operatério. Morte por
apoptose das células endoteliais, seis horas apds a CEC, pode ser responsavel pelo
aumento da permeabilidade vascular, disfuncdo dos 6rgaos e, inclusive, pelo
aumento da permeabilidade capilar **.

A sindrome inflamatéria foi e continua sendo exaustivamente estudada.
Até hoje, ndo ha uma conclusao definitiva sobre o processo, mas, ao que tudo

indica, um mecanismo imunolégico esta envolvido.
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2.2 CD44 e hialuronan

Durante a década de 80, grupos internacionais interessados na
diferenciacdo de antigenos leucocitarios humanos relacionaram as incontaveis
proteinas presentes na superficie de leucdocitos em familias ou conjuntos de
diferenciacao (“Clusters of Differentiation” [CD]). Essas sao moléculas de superficie
celular, identificadas por anticorpos monoclonais. Uma das familias definidas por
esse grupo foi a da CD44>,

A CD44 representa uma familia de glicoproteinas transmembrana
expressa na superficie de uma variedade de células, como linfécitos, macrofagos e
células epiteliais. Ela € receptora especifica para o hialuronan, um dos principais
componentes da matriz extracelular, e a interacdo CD44-hialuronan esta implicada
em processos fisiologicos complexos de aderéncia celular, ativagao de leucécitos e
migracéo de linfécitos™®.

A CD44, com peso molecular de 85-200KD, pode ser dividida
funcionalmente em trés dominios: a porgcdo extracelular distal é a regido
primariamente responsavel pela ligagdo da CD44 com o hialuronan; a porgao
extracelular proximal é o sitio primario de divisdes alternadas no mRNA, que produz
as muitas isoformas da CD44, sendo responsavel por uma das principais funcoes
da CD44, que € mediar a migragao de linfocitos para o tecido linféide intestinal;
uma porgao intracitoplasmatica com capacidade para interagir com o citoesqueleto,
além do potencial para sinalizacao intracelular; e a porgao transmembrana, que é
uma das mais tipicas, mas associacbes com proteinas de membrana podem

provocar modulacdes na interacdo com o hialuronan®*.
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O hialuronan é um polissacarideo linear com a seguinte estrutura: B 1,4 D-
acido glucurénico B 1,3 N-acetil D-glicosamina. Apesar de o hialuronan ser um
polimero composto pela repeticdo de um simples dissacarideo, esta implicado direta
ou indiretamente em fenbmenos de superficie celular de alta especificidade, mesmo
em diluicdes muito baixas>®.

O hialuronan esta distribuido na matriz extracelular, sendo proeminente na
maioria das membranas basais, ao redor de vasos pulmonares e em varios outros
tecidos®’.

A CD44 reconhece a sequéncia dos seis residuos de agucar do
hialuronan. Na superficie celular, o receptor se liga ao hialuronan de uma forma
cooperativa, na qual duas ou mais moléculas do CD44 se ligam a uma s6 de
hialuronan, resultando em maior afinidade®’.

Embora a CD44 funcione como receptor de superficie celular para o
hialuronan em algumas linhagens celulares, a maioria das células hematopoiéticas
que expressam a CD44 néo se ligam ao hialuronan. Alguns anticorpos monoclonais
especificos antiCD44 podem, no entanto, rapidamente induzir a ligacdo entre o
hialuronan e a CD44 em células T normais. Esse fato sugere a existéncia de um
mecanismo “in vivo”, capaz de ativar a fungao de receptor para o hialuronan em
células T normais®.

Foi demonstrado que a ligacao entre a CD44 dos linfécitos e seu receptor,
o hialuronan, pode mediar a aderéncia primaria de linfocitos ao endotélio vascular,
e que essa ligacao apresenta forga suficiente para suportar a for¢a do fluxo e para
suportar, portanto, as etapas iniciais do extravasamento dos linfocitos>®.

A expressao do hialuronan na superficie de células endoteliais é induzida

por citocinas pro-inflamatdrias, TNF-a e IL-1B, assim como pelo lipopolissacarideo
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bacteriano, criando locais receptivos para interacdo CD44/hialuronan e
extravasamento de células inflamatorias®®. Essa capacidade de indugdo da
expressao do hialuronan parece restrita ao endotélio microvascular, ndo ocorrendo
em vasos de grande calibre*'. Depois do fator TNF-a, a ativacdo da CD44 é o maior
ativador da expressao do hialuronan na superficie endotelial*®.

Tanto a posicao estratégica do hialuronan no endotélio como a da CD44
em ambos, endotélio e linfocitos, sugerem que essa molécula pode ter participagcao
no mecanismo pelo qual linfécitos circulantes sdo recrutados pelo endotélio.
Utilizando microscopia intravital, foi demonstrado que ambos os linfocitos Th1 (T
helper 1) e Th2 (T helper 2) usam a CD44 para rolar e aderir a microvasculatura
ativada pelo fator de necrose tumoral-a. O hialuronan também foi necessario para
que ocorresse essa interagao*?.

A ativacdo das células T aumenta a ligagdo delas com o hialuronan,
mediando o rolamento de linfocitos. Ainda a estimulacdo de CD44 com anticorpo
monoclonal (mAbs) aumenta a atividade citotoxica de células NK e linfécitos
citotoxicos, e induz a liberagdo de TNF-a e de IL-1B em mondcitos*.

A expressao da CD44 aumenta rapidamente em neutrdfilos e nas células
endoteliais de capilares na lesao de isquemia e reperfusdo renal, o que provoca o
recrutamento de neutrofilos para esses tecidos isquémicos e a consequente
disfuncdo renal. Experimentos com transferéncia de neutrofilos marcados em
animais demonstram que a CD44 endotelial, e ndo a CD44 dos neutréfilos, medeia
a migragao. A ativagao dos neutréfilos aumenta a expressao do hialuronan*.

As células NK em repouso expressam CD44 que ndo se liga ao
hialuronan. Apos a infeccdo, a populacdo de células CD44 ativadas aparece e a

sinalizagdo através da CD44 aumenta a atividade citotoxica dessas células. As
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citocinas pro-inflamatdrias IL-2 e IL-15 (Interleucina 15) tém um importante papel na
ativagao da CD44 em células NK. Quando usadas em combinagdo com o hialuronan
de baixo peso molecular, a célula NK ativada € um potente indutor da producao de
interferon-5 (IFN-8)*°.

O IFN-6 é critico para uma resposta imune inata contra infecgoes. A
combinagao de citocinas, IL-2 derivadas de linfécitos T ativados e IL-12, IL-15 de
mondcitos, induzem a uma 6tima produgao de IFN-3 pelas células NK, e de forma
subseqiiente induzem a apoptose dessas células*®.

Evidéncias sugerem que o hialuronan pode induzir expressao de genes
inflamatorios em macréofagos de ratos. Hialuronan existe na sua forma nativa como
um grande polimero, mas é encontrado em pequenos fragmentos em condigbes
inflamatédrias. A reducdo no peso molecular do hialuronan pode ser resultado da
despolimerizagao provocada por radicais livres de oxigénio, quebra enzimatica e/ou
sintese alterada®’.

Foram examinados os efeitos de fragmentos de hialuronan de alto e baixo
peso molecular na ativagdo do NF-kB de macrofagos de ratos. O NF-kB é um fator
de transcrigdo envolvido na regulagdo de muitos genes pro-inflamatérios, sendo
ativado por estimulos, como IL-1, TNF-a e radicais livres de oxigénio. Foi possivel
concluir que somente pequenos fragmentos sado capazes de ativar a ligagdo ao DNA
da NF-kB®%*.

O hialuronan, administrado conjuntamente com a IL-2, age como agonista
e ativa células citotoxicas a mediarem a destruicdo de células-alvo. Estudos
histopatoldégicos demonstraram em animais, nos quais a IL-2 e o hialuronan foram

associados, um maior infiltrado linfocitario perivascular e um aumento de edema nos
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pulmdes e no figado. No entanto, ndo se pode precisar 0 mecanismo através do qual

o hialuronan aumenta a atividade litica de células citotoxicas*®.

2.3 Linfécitos T, células NK

A proliferacao e a diferenciagado das células T sdo orientadas por um fator
de crescimento protéico, ou citocina, chamada IL-2, que é produzida pela prépria
célula T ativada. A IL-2 tem trés cadeias: alfa, beta e gama. As células T em repouso
expressam um receptor de IL-2 de baixa afinidade (beta e gama). A associagao
dessas cadeias com a cadeia alfa cria um receptor com afinidade muito mais
elevada para a IL-2, permitindo que a célula responda a quantidades muito baixas
dessa citocina®.

A natureza e a duragao da estimulagdo antigénica, através da produgéao
de IL-2, regulam a autonomia da expansdo dos linfécitos toxicos. Linfocitos que
sofrem uma estimulagéo prolongada produzem mais IL-2 e por um periodo mais
prolongado que os submetidos a uma estimulacéo rapida. A IL-2 produzida é
essencial a proliferacdo celular. Se a estimulagdo for de curta duragdo, os
linfécitos sofrem um processo abortivo e apoptose®*®’.

A IL-2 é capaz de induzir morte aos linfocitos, assim como seu
crescimento. Talvez a atividade promotora de crescimento dessa citocina seja
dominante na fase precoce da resposta imunolégica, mas, se a estimulagdo das
células T persistirem ou a |IL-2 aumentar acima do limiar, o potencial para a ativagao

da morte celular (apoptose) se tornara dominante e os linfécitos cometerao suicidio

ou fratricidio®2.
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Ambas as células TCD4+ e TCD8+ produzem grandes quantidades de
IL-2. Foi demonstrado que a TCD8+ pode iniciar a producgao de IL-2 seis horas apos
a infeccdo e antes da divisao celular “in vivo”. O pico de producédo de IL-2 foi
alcangado precocemente na resposta imunoldgica e antes do pico proliferativo™.

“Ativacao da morte celular induzida” (AMCI) é uma forma de apoptose
induzida pela estimulacdo repetida de linfécitos e um mecanismo importante de
autotolerancia. Em células TCD4, é mediada por FAS (CD95) (membro da familia de
receptores do TNF-a) e aumentada pela IL-2. Células T se tornam sensibilizadas
para AMCI apoés ativacdo antigénica e pela IL-2, que aumenta a transcricdo e a
expressao de superficie do ligante FAS (FASL) e suprime a transcricdo e a
expressado do FLIP (FADD Like Ice Inhibitory Protein), o inibidor de apoptose®?.

Foi demonstrado que a CD44 também tem papel importante na morte
celular induzida. E conhecido que a ativacdo de células T aumenta a expressao da
CD44. A sinalizacdo através da CD44 leva ao aumento da apoptose nas células T
(TCR) ativadas, mas nao nas células T em repouso. A CD44 pode tornar-se um
novo caminho na inducdo de apoptose em células T ativadas e, assim, tratar
doengas auto-imunes, rejeicdo de alo-enxertos e a doengca do enxerto-versus-
hospedeiro®.

As células TCD8+ citotoxicas produzem citdlise de células infectadas. As
TCD4+ se diferenciam em células Th1 ou Th2. A ativagao seletiva da Th1 leva a
imunidade mediada por células (ativacdo de macréfagos para eliminagdo de
microorganismos intracelulares), ao passo que a ativagdo seletiva da Th2
proporciona a imunidade humoral (ativa a produgédo de anticorpos). A ativagao das
células T modifica a expressdo de varias moléculas de superficie, como, por

exemplo, densidades mais altas da molécula de adesdo CD44%°.
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Células NK sao células grandes, granulares, semelhantes aos linfocitos e
consideradas células efetoras da imunidade inata. Sua atividade & descrita como
nao-adaptativa e irrestrita para o complexo de histocompatibilidade principal (MHC -
“Major Histocompatibility Complex”)°°.

Hoje, estd bem estabelecido que sua fungao litica € regulada por um
complexo de citocinas que atuam independentemente ou de forma sinérgica.
Evidéncias também indicam que células NK, ativadas pela IL-2, adquirem a
capacidade de aderir ao endotélio vascular. Esse processo € extremamente seletivo
e se correlaciona com o processo de morte celular. Analise de fluxo citométrica
revela uma suscetibilidade seletiva pela acao citotoxica do TNF-a. A microscopia
confocal demonstra que a interagao entre as células NK e o endotélio induz a
liberacdo do citocromo c¢ e translocagdes de células alvo, indicando envolvimento
mitocondrial na inducdo da morte celular®.

Linfocitos citotdxicos e células NK sao considerados células efetoras da
imunidade, mediada por células e inata, respectivamente, com papel critico na
defesa precoce contra infecgdes virais e transformagdes malignas. Essas células
usam o mesmo mecanismo basico para destruir seus alvos, embora as respostas
sejam desencadeadas por receptores distintos®®. Células TCD8+ dependem do
receptor de células T (TCR) para reconhecimento de antigeno e fungao. Entretanto,
células TCD8+ podem, quando ativadas, expressar receptores da imunidade
inata®’.

Foi examinada a expressdao de receptores NK em células TCD8 de
camundongos normais que também expressavam niveis elevados da CD44 (CD44
alta). Essas células T, diferentemente das de memdria convencionais, proliferam e

se tornam ativadas através da IL-2, via um mecanismo dependente da CD48/CD2.



2y
w Hazin SMV Expressao da CD44 em células brancas do sangue total de neonatos e lactentes...

Antes de serem ativadas, apresentam niveis baixos ou inexistentes de receptores
NK, mas, quando ativadas pela IL-2, apresentam niveis elevados. Essas células
demonstram preferéncia por tumores de células préprias. Ainda, células TCD8+
(CD44 alta) expressam moléculas de adaptagdo que normalmente s6 estao
expressas em células NK*',

Linfécitos citotoxicos e células NK destroem seus alvos através da
exocitose de granulos liticos (granzima e perforina) ou por se relacionarem com o
grupo de receptores de superficie para morte celular, como o receptor de necrose
tumoral-a, incluindo a FAS. Apds o reconhecimento da célula alvo, ha a liberagao
de grénulos citotdxicos e seu conteudo na sinapse imunoldgica, entre a célula alvo e
a célula toxica, com inducéo de apoptose. Apoptose (ou morte celular induzida) tem
um papel critico no desenvolvimento e na homeostasia de linfocitos, pois a
citotoxicidade, mediada por células, também regula e termina a resposta imune®®

Mutacdes que impecam receptores de citocinas de liberar sinais de
sobrevivéncia podem levar a uma excessiva morte celular, como na sindrome da
imunodeficiéncia combinada severa (IDCS), que € caracterizada por profunda
deplegao de células T e numero normal de células B. Ao contrario, inibicdo da

apoptose leva ao desenvolvimento de doenga auto-imune, ou linfoma®.

2.4 |IL-2, CD44 e suarelagcdo com a SVC

Linfécitos humanos, quando cultivados na presencga da IL-2 recombinante
ou nativa, adquirem a capacidade de destruir alvos tumorais NK-sensiveis ou NK-
resistentes. Essa habilidade, em geral, ndo destréi células normais ou nao-

transformadas. Devido a essa especificidade para células tumorais, varios protocolos



2y
w Hazin SMV Expressao da CD44 em células brancas do sangue total de neonatos e lactentes...

tém sido utilizados com a IL-2, na terapia contra o cancer. Entretanto, a infusdo de
altas doses dessa substancia causa toxicidade sistémica, tanto em humanos como
em animais, produzindo a SVC. Alguns aspectos dessa toxicidade sugerem
destruicdo de tecidos normais, mediada por células® .

A SVC foi induzida em camundongos com a inje¢cao seriada intraperitoneal
de IL-2. Foi demonstrado dano consideravel as células endoteliais, que
apresentavam edema citoplasmatico, vacuolos e figuras de mielina. A microscopia
eletrbnica mostrou células linfaticas presas as células endoteliais através de
microvilosidades. Algumas pareciam estar passando através de poros temporarios
no citoplasma de células endoteliais, acumulando-se no espaco perivascular. A SVC
foi associada a lesdes vasculares preferencialmente localizadas em vénulas, veias
pequenas e capilares, nos pulmdes e, de forma mais proeminente, no figadoeo.

Utilizando o mesmo método de indugcao da SVC, foi administrada a IL-2 a
uma cepa selvagem de ratos e a uma cepa sem a CD44, com o objetivo de
investigar a hipétese de linfocitos citotdxicos se utilizarem da CD44 como mediadora
de lesdo no endotélio vascular. Na microscopia eletrénica, foram observadas lesbes
extensivas celulares no endotélio do pulmao e do figado da cepa selvagem tratada
com IL-2, mas ndo na cepa sem CD44. A SVC foi também bloqueada pela
administracdo de anticorpos contra a CD44".

Considerando nao haver conclusdes definitivas sobre a implicagao das
células dos sistemas imunes inato ou adaptado na SVC induzida pela IL-2, foi
desenvolvido um modelo para analisar os eventos precoces e tardios que
caracterizam a lesdo pulmonar nessa sindrome. Foi concluido que as células NK

sao criticas, tanto nos eventos precoces como nos tardios. A resposta tardia
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(recrutamento de neutréfilos e perda protéica) foi quase totalmente abolida na
auséncia de células NK°',

Foi demonstrado, também, que a CD44 se torna uma molécula indutora de
citotoxicidade em células NK e, em menor extensdo, em células T, entre 24 e 48
horas ap6s a adicdo de IL-2 e IL-12. E provavel que a aquisicdo da capacidade
indutora de citotoxicidade envolva modificagao da propria CD44 ou de componentes
que interagem direta ou indiretamente com ela. Esses dados levantam a
possibilidade de que a expressao de receptores da CD44 em células alvo pode
desencadear a resposta litica em células NK ou em T ativadas®.

A natureza e o papel mediador das diversas isoformas da CD44,
envolvidas na citotoxicidade dos linfocitos para células endoteliais e tumorais,
também foram investigados. Tratamento de linfécitos normais com IL-2 aumenta a
expressao genética da variante CD44 V6 e V7, e induz, de forma significante, a
svc®.

Camundongos sem CD44 V6-V7 e camundongos sem CD44 V7
demonstraram uma reducio acentuada da SVC induzida pela IL-2. Nesses casos,
os linfocitos diminuiram de forma significante sua capacidade de aderir e mediar a
lise das células endoteliais, que pode ser bloqueada pela clivagem enzimatica do
hialuronan, receptor da CD44. Finalmente, anticorpos antiCD44 V7 causam uma
reducao significante tanto na aderéncia quanto na lise das células endoteliais, e
levam a supressao da SVC induzida pela IL-2. Foi sugerido que a expressao da
CD44 nas células citotoxicas tem um papel especifico na lesdo endotelial e que é

possivel reduzir especificamente a lesdo endotelial, tendo como alvo a CD44 V7%,
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3.1 Local de estudo

A presente investigacao foi realizada em pacientes do NCT (Nucleo de
Cirurgia Cardiotoracica) e em pacientes do ICP (Instituto do Coracdo de
Pernambuco), ambos localizados no Real Hospital Portugués, onde foram realizados
os procedimentos cirurgicos. Os procedimentos imunoldgicos foram realizados no
LIKA (Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami), sediado na Universidade Federal

de Pernambuco (anexo 1).

3.2 Tipo de estudo

Foi realizado um estudo prospectivo no qual se avaliou a expressao da
CD44 na amostra de sangue total de um grupo consecutivo de 17 recém-nascidos e
lactentes com cardiopatia congénita em 2007, que foram submetidos a cirurgia
cardiaca com utilizacdo da CEC nos primeiros dez meses de vida. Foram avaliados
0s seguintes grupos celulares: o dos linfocitos T e 0 agrupamento de todas as outras
células (leucdcitos polimorfonucleares e linfocitos B). Foram estudadas, em seguida,
as populacodes de linfocitos TCD4+ e TCD8+. Ademais, a expressdao da CD44 em
células NK também foi avaliada, em dez pacientes do mesmo grupo.

A pesquisa foi realizada em amostras de sangue total coletadas em tubos
de EDTA (acido etilenodiaminotetracético) e encaminhadas para exame em caixas
térmicas, no mesmo dia da coleta. As células foram marcadas com anticorpos
monoclonais (antiCD56, antiCD3, antiCD44 e antiCD8) e o fendtipo das células foi
determinado por citometria de fluxo. As amostras tiveram hemacias lisadas, e as

células leucocitarias foram selecionadas.
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3.3 Selecéo

3.3.1 Critério de incluséo
% Criancas dos sexos masculino ou feminino com cardiopatia congénita
que foram submetidas a cirurgia cardiaca com o uso da CEC, até 10

meses de vida.

3.3.2 Critério de excluséo
% Morte até as primeiras 6 horas do pds-operatério imediato, infeccéo

pré-operatoria ou outras doengas associadas.

3.4 Procedimentos

3.4.1 Procedimentos técnicos

3.4.1.1 Protocolo
Foram anotados os seguintes parametros:
Idade, peso, sexo, diagnéstico, cirurgia, tempo de CEC, tempo de

isquemia miocardica, necessidade de ventilagdo mecanica e inotropicos.

O seguinte sistema de gradacao (anotado pelo plantonista da UTI apés

24 horas da cirurgia) foi utilizado, para avaliar a presenga de edema pds-operatoério:
+ 0 - né&o apresentou edema;
+ 1 - edema de pequeno a moderado (edema bipalpebral);

+ 2 edema grave (generalizado).
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3.4.1.2 Coleta

Pré-operatorio: a primeira amostra sanguinea foi obtida por ocasido da
insergcao do cateter arterial no inicio da cirurgia. Um total de 0,5mL de sangue foi
retirado, por paciente. Antes da coleta de cada amostra, 2mL de sangue arterial
eram aspirados em uma seringa, contendo uma solug¢ao de heparina (0,5mL de SF
0,9% + heparina 1mL) e os 0,5mL retirados com outra seringa, de modo a garantir
um suprimento de sangue livre de diluicdes. Em seguida, os 2mL eram devolvidos.

Pos-operatério: foram coletados 0,5mL de sangue ao fim da cirurgia e,
em seguida, o sangue foi retirado na mesma quantidade de forma seriada (de quatro
em quatro horas), em um total de dez amostras para cada paciente, por meio do

cateter percutaneo previamente inserido durante a monitorizagao cirurgica.

3.4.2 Procedimento cirargico

Anestesia geral foi induzida com sevoflurano (concentragdo que variou de
0,75 a 1 CAM (concentracdo alveolar minima) e mantida com o mesmo agente e
com o opioide alfentanil 30 a 50ug/Kg. Relaxamento muscular foi obtido com
rocurbnio 0,6mg/Kg. Todos os pacientes foram ventilados mecanicamente e
ajustados com gasometria arterial, oximetria de pulso e capnégrafo. Monitorizagcao
invasiva incluiu cateter venoso central, cateterizacdo da artéria radial e sonda
vesical. Drogas inotropicas, como dopamina, dobutrex, adrenalina e amilrinona
foram iniciadas antes da saida da CEC, quando necessario. Cefuroxine (100mg/Kg)

foi iniciada apds a indugao da anestesia e mantida por dois dias.
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3.4.2.1 Técnica de circulacéo extracorporea

Técnica usual de circulacdo extracorporea foi realizada em todos os
pacientes. Foi utilizado o Oxigenador Liliput (Dideco), a Biopump Infantil
(Medtronic) e o Hemoconcentrador Infantil (Edwards). O circuito foi preenchido com
concentrado de hemacias (100mL), Ringer Lactato (200mL), Manitol 20% (5mL/Kg),
Bicarbonato de Sédio (8,4%, 10 mL) e Solumedrol (30mg/Kg).

A heparinizagdo foi realizada com 4mg/Kg, para manter o tempo de
coagulagdo ativado acima de 400 segundos, e foi revertida com quantidade
equivalente de sulfato de protamina. O hematdcrito foi mantido em 25+2%. A
cardioplegia utilizada foi a cristaléide (St. Thomas) 10mL/Kg e repetida a cada 40
minutos. Na maioria dos pacientes, a temperatura foi mantida a 30°C, a ndo ser no
paciente para o qual foram necessarias a hipotermia profunda (18°C) e a parada
circulatdria total. O fluxo na perfusao foi de 1,8 a 2,4L/m X Superficie Corporea. No
término do CEC, o hemoconcentrador retirou a quantidade de cristaldide
administrada.

Apds a cirurgia, as criancas foram encaminhadas a unidade de
recuperacao pos-operatoria, e os cuidados foram adaptados as necessidades

individuais. Nenhum protocolo especial foi seguido.

3.4.3 Procedimento imunologico

Foram coletadas assepticamente amostras de 500uL de sangue venoso

em tubos contendo K3sEDTA (&cido etileno diamino tetracético tripotassico) estéril. O

sangue foi mantido a uma temperatura ambiente para proceder as marcag¢des (20—
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25°C). As amostras de 10uL de sangue total foram incubadas por 30 minutos a uma
temperatura ambiente e ao abrigo da luz, com os anticorpos monoclonais nas
concentragdes de 20uL/10° células.

Os anticorpos monoclonais utilizados foram antiCD44 R-PE (BD
Pharmigen, USA) + antiCD3 PECy5 (BD Pharmigen, USA) ou antiCD44 R-PE (BD
Pharmigen, USA) + antiCD56 PECy5 (BD Pharmigen, USA), para detectar a
expressao de CD44 em linfocitos e células NK, respectivamente; e antiCD8 R-PE
(BD Pharmigen, USA) + antiCD3 PECy5 (BD Pharmigen, USA), para detectar
linfécitos citotoxicos.

Apdés a incubagdo, foi adicionada a solugdo GUAVA 1X Lysing Solution
(180 pL), para lisar os eritrocitos. Foi realizada incubag&o por 15 minutos a uma
temperatura ambiente. As amostras foram diluidas com PBS pH 7,2; 0,01M (solugéo
tampéo de Fosfato), para ajustar a sensibilidade do aparelho (500 células/ul). As
amostras foram agitadas em Vortex e, em seguida, as células foram separadas por
citometria de fluxo (Guava PCA); as populagbes de células foram avaliadas pelo

programa Cytosoft versao 2.1.4 (Guava Technologies Inc., USA).

3.4.4 Procedimentos analiticos

Os dados foram resumidos através das médias e dos desvios padrao.
Para estudar a variagdo, ao longo do tempo, das médias da percentagem de cada
tipo de célula, foram ajustados modelos de regressdo linear para dados
correlacionados. Nesses modelos, a variavel resposta foi a proporgéo de células, e a

variavel preditora foi o tempo. A significancia dos parametros do modelo de
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regressao foi avaliada pelo teste t de Student. Nesse teste, foi adotado o nivel de

significancia de 0,05. A analise estatistica foi realizada com o “software” Stata 9.2.

3.4.5 Procedimentos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em Seres
Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de
Pernambuco, Brasil (anexo 2). A investigacdo teve inicio com o protocolo de
pesquisa (anexo 3), o termo de consentimento livre e esclarecido foi obtido por

escrito dos guardides legais dos pacientes (anexo 4).
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4.1 Avaliacdao clinica

Um total de 17 criangas foram submetidas a cirurgia, sendo 09 do sexo
feminino. Quatro criangas foram a o6bito: duas nas primeiras quatro horas do inicio
dos procedimentos, que foram excluidas do estudo; e duas que evoluiram para obito
na 82 e na 20 hora do pds-operatério. Estas foram mantidas no estudo por

sobreviverem as primeiras oito horas pés-procedimento.

Foram realizadas quatro corre¢gées de comunicagao interventricular (CIV),
cinco cirurgias de correcdo anatémica da transposigao das grandes artérias (Jatene),
duas cirurgias de Damus-Kaye-Stansel (DKS) para dupla via de entrada do
ventriculo esquerdo, trés corregdes para canal atrioventricular total (CAVT) e uma
cirurgia de Norwood para hipoplasia de ventriculo esquerdo. A média dos pesos das

criangas foi de 4,3+1,3 Kg, e a média das idades foi de 4+2 meses.

Quase todas as criangas apresentaram, no pos-operatorio imediato,
disfungdo de multiplos orgaos, que variou de intensidade e demandou assisténcia
ventilatoria e suporte inotropico por mais de 24 horas. (Tabela 1)

As médias dos tempos de CEC e de isquemia cardiaca foram,
respectivamente: 109142 e 70+35 minutos. Quatro pacientes apresentaram edema
severo entre 12 e 24 horas, com média de tempo de CEC de 136+30 minutos e
média de tempo de anoxia-TA de 90+43 minutos. Cinco criangas apresentaram
edema pequeno ou moderado (CEC 75+37 minutos TA 47121 minutos) e quatro
ndo apresentaram edema (CEC 93%+40 minutos TA 70+30 minutos). Os dois
pacientes que evoluiram para obito apresentaram edema pequeno ou moderado na

oitava hora (CEC 145421 minutos TA 86.5144 minutos). (Tabela 1)
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Tabela 1. Pardmetros clinicos, cirdrgicos e de pds-operatorio

Idade Peso Diagnéstico Cirurgia TCEC' TA' Edema24h I AV
Kg
3m 3,0 Clv Clv 60 45 1 + -
4m 5,0 TGA JATENE 130 60 1 + +
3m 3,8 DVEVE DKS 135 85 2 + +
4m 3,8 CAVT CAVT 50 35 0 + +
15d 3,0 TGA JATENE 117 100 0 + +
2m 3,6 TGA JATENE 175 150 2 + +
3m 4,6 HCE NORWOOD 105 47 2 + +
6m 6,0 Clv Clv 95 75 1 + +
2m 5,2 TGA JATENE 135 90 0 + +
10m 6,0 CAVT CAVT 48 32 1 + +
10m 7,0 DVSVE DKS 130 80 2 + +
5m 5,8 CIv Clv 42 24 1 + +
m 4.8 CIv Clv 70 55 0 + +
2m 3,6 CAVT CAVT 160 118 Obito 20h1 + +
1m 3,0 TGA JATENE 130 55 Obito 08h1 + +

Diagnéstico: CIV (Comunicagao interventricular), TGA (Transposi¢éo das grandes artérias), DVEVE (Dupla via de entrada do
ventriculo Esquerdo),CAVT(Canal atrioventricular total), HCE (Hipoplasia de coragdo esquerdo), DKS (Damus — Kaye —
Stansel).

TCEC : tempo de CEC, TA: tempo de anoxia, Edema :0 sem edema,1 pequeno a moderado, 2 severo | (Inotrd) + :
utilizado,AV + :utilizada.

4.2 Expressdo da CD44 em células brancas CD44+ CD3-

Foi observado um aumento significante no percentual das células CD44+
CD3- nos pacientes, desde o pré-operatorio até oito horas do final da cirurgia. Essa
tendéncia se manteve até 32 horas, apesar de nao haver, a partir das oito horas do

pos-operatorio, variagao significante da média. (Grafico 1; Tabelas 2 e 3; Fig. 1)
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Grafico 1. Variagdo das médias das percentagens de células CD44+ CD3-

Na Tabela 2 e no Grafico 1, observam-se as médias e os desvios padrao
das percentagens de células polimorfonucleares CD44+ CD3 -, no pré-operatorio,
logo apds a cirurgia, e no pos-operatorio. O ajuste de modelos de regressao para
dados correlacionados indica um crescimento significante na média das propor¢des
de CD44+ CD3-, desde o pré-operatério até oito horas apds a cirurgia (p = 0,001).
Entretanto, a partir de oito horas do pds-operatério até o final das observacdes, nao

houve evidéncia de variagao significante das médias dessas propor¢des (p = 0,776).
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Tabela 2. Médias e desvios padréo das percentagens de células CD44+ CD3-
Hora(s)
Pré-op 0 4 8 12 16 20 24 28 32
Média 56,0 69,9 69,8 78,7 76,4 75,2 79,5 71,8 77,0 78,1
DP 18,7 16,7 23,9 13,6 13,7 14,4 9,8 23,4 10,9 141
A
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Figura 1 - As células foram marcadas com antiCD44 (CD44 PE) e antiCD3 (CD3 PECy5) e
separadas por citometria de fluxo. Quadrante superior direito (CD3+ CD44+), quadrante inferior direito
(CD44+ CD3-), quadrante superior esquerdo (CD3+ CD44-), quadrante inferior esquerdo (CD3-

CD44-). Dados relativos ao paciente nimero 11.

Tabela 3. Dados da Fig.1 relativos ao paciente nimero 11

Paciente 11
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10

CD3+ CD44- 0,2 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0,1

CD3+ CD44+ 25,0 16,4 4,5 6,2 3,0 3,5 2,2 1,7 3,0 2,5
CD3- CD44- 10,5 8,6 10,7 4,7 6,0 5,1 5,6 29,3 15,2 12,7
CD3-CD44+ 64,3 750 847 89,1 90,8 914 92,2 68,9 81,7 84,7
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4.3 Expressao da CD44 em linfécitos T (CD44+ CD3+)

Foi evidenciado, nas criangas investigadas, um padrdo celular de
comportamento estatisticamente significante, caracterizado por uma deplegéo
percentual de linfécitos T CD44+, com pico na quarta hora apds o término da

cirurgia. (Grafico 2; Tabelas 3 e 4; Fig.1)

164
% média = 15,0 - 4,8*tempo (p = 0,001) (pré-op até 4 horas pds-cirurgia)

14 % média = 5,1 + 0,4*tempo (p = 0,297) (hora 4 até hora 32 pés-cirurgia)
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Grafico 2. Variagdo das médias das percentagens de linfécitos TCD44+ TCD3+

Na Tabela 4 e no Grafico 2, observam-se as médias e os desvios padrao
das percentagens de linfécitos TCD3+ CD44+, no pré—operatério, logo apds a
cirurgia (Hora0), e no pés-operatério. O ajuste de modelos de regressao para dados
correlacionados indica decréscimo significante nas médias das proporgbes de
linfécitos CD3+ CD44+, desde o pré-operatorio até quatro horas apods a cirurgia (p =

0,001). Entretanto, a partir de quatro horas do pds-operatério até o final das
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observacgdes, ndo houve evidéncia de variagao significante das médias dessas

proporgdes (p = 0,297).

Tabela 4. Médias e desvios padrao da percentagem de linfécitos T CD3+ CD44+

Hora(s)
Pré-op 0 4 8 12 16 20 24 28 32
Média 15,0 10,2 5,5 5,4 7,0 8,8 6,9 7,3 8,1 7,5
DP 7.4 5,1 3,6 3,3 5,0 6,4 3,8 5,9 6,5 7,8

4.3.1. Avaliacao dos linfocitos T citotoxicos (TCD3+ TCD8+)

Os resultados mostram o perfil da populacdo de linfécitos T CD8+ nos pacientes
estudados. (Grafico 3, Tabelas 5 e 6, Fig. 2)

41 % média = 4,2 - 1,2*tempo (p = 0,001) (pré-op até 4 horas pds-cirurgia)
% média = 2,2 - 0,1*tempo (p = 0,214) (hora 4 até hora 32 pés-cirurgia)

Média (% de células)
N

Pré-op HoraO Hora4 Hora8 Horal2 Horal6é Hora20 Hora24 Hora28 Hora32
Tempo

Gréfico 3. Variagdo das médias das percentagens de linfécitos citotéxicos TCD3+ TCD8+
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Na Tabela 5 e no Grafico 3, observam-se as médias e os desvios padrao
das percentagens de linfocitos citotoxicos TCD3+ TCD8+ no pré-operatério, logo
apos a cirurgia (Hora0), e no pés-operatério. O ajuste de modelos de regressao para
dados correlacionados indica decréscimo significante nas médias das proporgdes de
linfocitos citotdxicos TCD3+ TCD8+, desde o pré-operatério até quatro horas apos a
cirurgia (p = 0,001). Entretanto, a partir de quatro horas do pds-operatério até o final
das observagdes, nao houve evidéncia de variagao significante da média dessa

proporgao (p = 0,249).

Tabela 5. Médias e desvios padrao das percentagens de células TCD3+ TCD8+

Hora(s)
Pré-op 0 4 8 12 16 20 24 28 32
Média 4,2 2,8 1,9 2,0 1,8 1,7 1,6 1,4 1,2 1,2
DP 2,7 1,7 1,5 2,0 1,9 1,4 0,8 0,8 0,9 0,7

T2 T3
48|24
92,701

| 12]07
00

28|13
95,7|0,2

CD3PECy5

CDS8PE

Figura 2 - As células foram marcadas com antiCD3 (CD3 PECy5) e antiCD8 (CD8PE) e separadas
por citometria de fluxo. Quadrante superior direito CD3+ CD8+ (linfécitos citotdxicos). Quadrante

superior esquerdo CD3+ (linfécitos T, citotoxicos e auxiliares).
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Tabela 6. Dados da Fig. 2 relativos ao paciente numero 11

Paciente 11
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10

CD3+ CD8- 35,8 19,9 4,8 3,7 1,9 1,2 1,7 2,8 2,2 1,9
CD3+ CD8+ 9,4 6,4 24 24 1,4 0,7 1,0 1,3 1,4 1,4
CD3- CD8- 54,5 73,6 92,7 93,9 96,7 98,1 97,2 95,7 96,3 96,6
CD3- CD8+ 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1 0 0,1 0,2 0,1 0,1

4.3.2. Avaliacdo dos linfocitos auxiliares TCD3 + TCD8- (TCD4+) (Grafico 4,
Tabela 7)

16
% média = 14,0 - 3,4*tempo (p = 0,001) (pré-op até 4 horas pds-cirurgia)

144 o % média = 3,6 - 0,001*tempo ( p = 0,993) (hora 4 até hora 32 pés-cirurgia)
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Grafico 4. Variagdo das médias das percentagens de linfécitos auxiliares TCD3+TCD8- (TCD4+)

Na Tabela 7 e no Grafico 4, observam-se as médias e os desvios padrao
das percentagens de linfocitos auxiliares TCD3+ TCD8- (TCD4+), no pré—operatorio,
logo apods a cirurgia (Hora0), e no pés-operatério. O ajuste de modelos de regressao
para dados correlacionados indica decréscimo significante na média da proporgao
de TCD3+TCD8- (TCD4+), linfocitos auxiliares, desde o pré-operatério até quatro

horas apods a cirurgia (p = 0,001). Entretanto, a partir de quatro horas do pos-
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operatorio até o final das observacgdes, ndo houve evidéncia de variagcao significante

da média dessa proporgao (p = 0,993).

Tabela 7. Médias e desvios padrao das percentagens de linfécitos auxiliares TCD3+ TCD4+

Hora(s)
Pré-op 0 4 8 12 16 20 24 28 32
Média 14,4 7,7 3,5 3,5 3,5 3,8 4,0 3,8 3,5 3,1
DP 9,1 47 2,0 2,6 2,5 3,0 2,2 2,2 2,8 2,4

4.4 Expressao da CD44 em células NK (CD56+ CD44+)

O percentual de células NK CD56+ CD44+ também apresentou o
mesmo padrdo de queda significante até a quarta hora de pods-operatorio, seguido
de aumento aparente, mas nao significante no comec¢o do segundo dia (282 hora) e

maior na 322 hora. (Fig. 3, Tabelas 8 e 9, Gréfico 5)

T4

0,0{0.2
4,5]195,2

T10

CD56 PECy5

v

CD44PE

Figura 3. As células foram marcadas com antiCD44 (R-PE) e antiCD56 (PECy5) e separadas por
citometria de fluxo. Quadrante superior direito CD56+ CD44+ (células NK CD44+).
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Tabela 8. Dados da Fig.3 relativos ao paciente nimero 11

Paciente 11
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10

CD56+ CD44- 0 0 0 0 0 0 0 0,4 0,7 0,6
CD56+ CD44+ 0,3 0,4 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,9 1,7 1,1
CD56- CD44- 13,1 9,7 12,0 4,5 5,4 4,9 10,3 7,7 3,4 4,6
CD56- CD44+ 86,5 899 879 952 944 950 896 91,0 949 937

% média = 0,5 - 0,1*tempo (p < 0,001) (pré-op até 4 horas pés-cirurgia) [}
% média = 0,15 + 0,02*tempo (p = 0,272) (hora 4 até hora 24 pés cirurgia)
0.8 % média = -1,8 + 0,3*tempo (p = 0,232) (hora 24 até hora 32 p6s-cirurgia)

0.9+

0.7
0.6+
0.5+
0.4+

Média (% de células)

0.3+

0.2+

0.11
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Grafico 5. Variagdo das médias das percentagens de células NK, CD44+ CD56+

Na Tabela 9 e no Grafico 5, observam-se as médias e os desvios padrao
das percentagens de células NK CD44+, no pré-operatoério, logo apos a cirurgia
(Hora0), e no pos-operatorio. O ajuste de modelos de regressdo para dados
correlacionados indica decréscimo significante nas médias das proporgdes de NK
CD44+, desde o pré-operatério até quatro horas apds a cirurgia (p < 0,001).

Entretanto, a partir de quatro horas do pés-operatério até 24 horas e de 24 horas até
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32 horas, nao houve evidéncia de variagao significante da média dessas proporgcdes

(p=0,272 e p = 0,232, respectivamente).

Tabela 9. Média e desvio padrédo da percentagem de células NK CD44+

Hora(s)
Pré-op 0 4 8 12 16 20 24 28 32
Média 0,5 0,3 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3 0,5 0,9
DP 0,2 0,1 0,1 0,1 0,3 0,4 0,3 0,3 0,6 1,3
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O presente modelo de pesquisa levou em consideragao as dificuldades
inerentes ao estudo com seres humanos e, em especial, com criangas pequenas,
portadoras de cardiopatias complexas, no pds-operatério imediato da cirurgia
cardiaca. O numero de pacientes envolvidos foi o suficiente para obter resultados
estatisticamente significantes, o volume da amostra sanguinea o menor possivel e
avaliagdes clinicas como, por exemplo, a simples pesagem foi proibitiva para evitar

disturbio hemodinamico.

Foi avaliada a expressdao da CD44 em leucdcitos (polimorfonucleares,
linfocitos e células NK), do sangue periférico, em criangas de baixo peso (médio de
4,3+1.3Kg) submetidas a cirurgias cardiacas com CEC, na tentativa de estabelecer
uma conexao entre essa molécula de adesdao e a SVC, encontrada no pos-

operatorio de cirurgias cardiacas em criangas.

Foi também avaliado o comportamento das células TCD4+ e TCD8+
dentro da populacao dos linfocitos, no que se refere ao percentual de células no pés-

operatdrio imediato.

Na analise da presente casuistica, chama-se a atencdo para a
complexidade das doencas que demandam correcdo nos primeiros dez meses de
vida e, portanto, implicam cirurgias mais prolongadas e dificeis, o que pode explicar
o fato de todas as criangcas fazerem uso de inotrépicos e, com excegao de uma,
necessitarem de assisténcia ventilatéria por mais de seis horas. Os sinais e
sintomas variaram de intensidade. No entanto, comparacdes entre os parametros
clinicos e os achados laboratoriais demandariam um numero maior de pacientes

para que fossem estabelecidas semelhancgas e diferengas de forma significante.
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Apesar das dificuldades para estabelecer um padrdo clinico na
determinacao da sindrome do extravasamento vascular nas criangas submetidas a
cirurgia, péde-se observar algum grau de edema em mais de 70% desses pacientes.
Além disso, houve uma tendéncia de as criangas com maior tempo médio de CEC e

anoxia cardiaca apresentarem as formas mais graves de edema pds-operatorio.

Esses resultados se assemelham aos encontrados por Seghaye’, cujo
trabalho relata que 13 dentre 24 neonatos desenvolveram SVC na cirurgia de
transposicdo dos grandes vasos. No presente trabalho, tentamos associar a
presenca de edema a quadros inflamatérios determinados pelo fenétipo das células

leucocitarias.

Os resultados obtidos demonstraram uma significante deplec¢ao percentual
progressiva em linfocitos T, CD3+ CD44+ e células NK, CD56+ CD44+, até quatro
horas do término da cirurgia, além de um crescimento percentual progressivo
significante na populagdo CD3- CD44+, nas primeiras oito horas de UTI, que se
manteve elevada. Essa ultima populacdo é provavelmente formada por leucécitos
polimorfonucleares, mondcitos e linfocitos B. O pequeno numero de amostras pode
ter prejudicado o resultado mais tardio, e ndo se pode avaliar concretamente o papel

dessas células nesse tempo.

O resultado encontrado é surpreendente porque oferece suporte para se
comegcar a elucidar novos mecanismos envolvidos na reacdo a CEC em criancgas.
Certamente, varios fatores atuam sinergicamente e sdo responsaveis pela injuria a
parede do endotélio vascular, levando ao desenvolvimento do edema. Todavia,

acreditamos que o aumento de expressdo da CD44 nos leucdcitos
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polimorfonucleares, associado a deplecdao de linfocitos devido a mecanismos
citotoxicos, seja um dos principais responsaveis pela SVC pés-CEC.

Considerando-se que exista um estado de imunossupressao celular pos-
CEC, cabe discutir quais os mecanismos envolvidos. No grupo de estudo do
presente trabalho, ndo se pode descartar a possibilidade de um efeito dilucional, ja
que todas as criangas receberam transfusdao sanguinea. No entanto, foi
demonstrado um aumento progressivo significante de células CD3- CD44+. Um fator
dilucional contrariaria esse resultado.

Apesar da diminuicdo de toda a populagcdgo TCD3+, os resultados
mostram uma significante diminuicdo de linfocitos TCD4+, que reduzem
percentualmente quatro vezes no tempo de quatro horas pds-cirurgia, enquanto as
células TCD8+ também diminuem, mas na proporcao de duas vezes. A relacio entre
os linfocitos TCD4+ e TCD8+ caiu de 3,4:1, no pré-operatorio, para 1,3:1, na quarta
hora do pds-operatorio. Os resultados da atual investigagdo corroboram os achados
de outros pesquisadores que utilizaram diferentes modelos®°4°°.

Um estudo imunoldgico foi realizado em pacientes com insuficiéncia
cardiaca grave, nos quais foram implantados aparelhos de assisténcia ventricular
esquerda em comparagao com controles. Esses pacientes também apresentaram
linfopenia e excessiva apoptose de TCD4+ e TCD8+. A suscetibilidade a apoptose
foi duas vezes maior para TCD4+ do que para TCD8+. A consequéncia clinica foi
uma maior prevaléncia de infecgdes por fungos®.

Uma resposta com alguma similaridade foi encontrada na sepse, na qual a
imunossupressao do hospedeiro contribui para a letalidade da doencga, e onde se
evidencia uma profunda deplecdo de células TCD4+ e células B, mediadas pela

caspase-9, ou seja, apoptose de linfocitos com envolvimento mitocondrial®.
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A resposta imunolégica celular nas cirurgias coronarias com e sem CEC
foi avaliada. Os pacientes que receberam transfusao sanguinea foram excluidos. As
células TCD4+ diminuiram de forma significante logo apés a CEC, assim como as
células TCD8+, mas nao tanto quanto a TCD4+. Os niveis de células NK também
diminuiram de forma significante apés a CEC, mas o grau de ativagdo aumentou?®.

Em estudo prospectivo, realizado em 40 pacientes adultos, no qual se
verificou a hipotese do fator dilucional, as células TCD4+, apesar da reducao
numeérica, estavam mais ativas no primeiro dia, quando comparadas com as de
qualquer outro dia do pds-operatdrio®’.

A literatura®®?’

mostra, portanto, que na resposta imunoldgica celular a
CEC, tanto linfécitos quanto células NK, apesar da redugdo numérica, estao
funcionalmente mais ativos, e, além disso, a deplecao é diferenciada, afetando mais
as células TCD4+ do que as TCD8+.

Na literatura médica, a grande maioria dos autores escreve sobre a
importancia da resposta inflamatdria sistémica da CEC, mas pouco se comenta
sobre a resposta antiinflamatéria. O sistema de protecdo imunolégica a CEC foi
discutido por Tarnock e colaboradores', os quais sugeriram a importancia do
envolvimento da IL-10 na resposta a CEC em criancas e a indugdo de resposta
sistémica antiinflamatéria transiente, com mudangas na populagdo e no grau de
ativacdo de leucdcitos, além de imunossupressao periférica com prevaléncia Th2
sobre Th1, e, portanto, com predominio da imunidade humoral sobre a celular®.

Uma resposta antigénica desproporcional pode desencadear morte

celular, tanto de células hematopoiéticas circulantes como de células endoteliais

fixas. A resposta imunoldgica é complexa, com inimeros fatores participantes®’.
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Nas criangas do atual estudo, é possivel que mecanismos de apoptose
tenham sido ativados nas fases iniciais do processo imunolégico, antes mesmo da
proliferacdo celular, o que seria uma explicagdo para a intensa deplecdo dos
linfécitos.

Cirurgia cardiaca, em particular com CEC e cardioplegia, desencadeia
inflamacdo do miocardio e apoptose®. A CEC estd associada a liberagdo de
moléculas pré-apoptose, como o TNF-a, e ao aumento da Bax. Além disso, a DMRA
esta presente precocemente no periodo pdés-operatério em cordeiros na fase
neonatal®.

A IL-2 é capaz de induzir morte aos linfécitos, assim como seu
crescimento. Se o potencial para a ativagdo da morte celular (apoptose) se tornar
dominante, os linfécitos cometerao suicidio ou fratricidio®.

Foi demonstrado que a CD44 também tem papel importante na morte
celular induzida. E conhecido que a ativacdo de células T aumenta a expressao da
CD44. A sinalizagao através da CD44 leva ao aumento da apoptose nas células T,
TCR ativadas, mas ndo nas células T em repouso®*.

Analisando-se os graficos 2 e 5 do presente estudo, pode-se observar que
as células T e as células NK expressaram CD44+ e foram diminuindo
percentualmente em numero, 0 que se adapta ao modelo de apoptose descrito
acima. Porém, uma outra possibilidade é a sequestracado de linfécitos e células NK
no nivel do endotélio ativado, produzindo alteragées na morfologia endotelial, com
perda da integridade da parede vascular e extravasamento de constituintes
plasmaticos.

E importante salientar que em um estudo de pacientes submetidos a CEC,

o sangue foi capaz de induzir apoptose em culturas de células endoteliais,
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principalmente seis horas apds a cirurgia®>. Em outro estudo de pacientes com a
sindrome do vazamento capilar idiopatica ativa, o sangue foi capaz de induzir
extensa e precoce apoptose das celulas endoteliais, em contraste com o de pessoas
normais”’.

Foi considerada a hipotese de que uma alteragdo do mecanismo de
apoptose pudesse levar a lesao endotelial na SVC, induzida pela IL-2. Evidéncias
mostraram, nesta pesquisa, que a perforina e a FAS tém papel importante como
efetoras da citotoxicidade mediada por linfocitos citotoxicos e células NK. Esse
estudo também demonstrou um aumento na percentagem de células TCD8+ e a
consequente diminuicado percentual da célula TCD4+, associado a um significante
aumento da expressao da CD44 nas células T, em todos os camundongos testados,
quando comparados com controles®’.

Foi demonstrado um infiltrado perivascular de linfocitos TCD8+ ao redor
de células endoteliais danificadas na SVC idiopatica. No mesmo estudo, foi
demonstrado o aparecimento de células positivas para o receptor IL-2, durante o
ataque no mesmo paciente®.

A participagédo da IL-2 na reagdo imunolégica pdés-CEC, assim como o
papel ativo de linfocitos toxicos e células NK, tém sido pouco explorados. A SVC,
induzida pela IL-2, tem sido exaustivamente estudada em animais. A reacgao
imunoldgica das criangas a CEC é bem mais dificil de ser avaliada, e ndo se sabem
os pontos de interseccdo entre as duas sindromes. No entanto, foi verificado que,

apos a CEC, a IL-2R esta ativada'®'®

, 0 que pode sugerir uma via final comum nos
dois casos.
Evidéncias mostram que o endotélio presente nas paredes vasculares, e

principalmente nas vénulas, exerce uma acao critica no recrutamento de células
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imunoldgicas e pode influenciar a resposta imune. Evidéncias também indicam que
células NK, ativadas pela IL-2, adquirem a capacidade de aderir ao endotélio
vascular, sendo esse processo extremamente seletivo, correlacionando-se com o
processo de morte celular®®.

Sabe-se que a IL-2, de uma forma dose-dependente, induz linfécitos a
aderirem fortemente ao endotélio celular e a serem altamente téxicos para essas
células. A lise do endotélio € mediada por linfécitos ativados tanto da linhagem dos
grandes granulares quanto dos pequenos agranulares. Ambos, TCD4+ e TCD8+,
estao envolvidos na citélise do endotélio vascular, mediada pela IL-2%°

Na SVC induzida pela IL-2 em animais, a passagem dos linfécitos
ativados através do endotélio foi um achado proeminente. Nas areas de contato
com os linfécitos, as células endoteliais pareciam danificadas de forma variavel®.

No presente estudo, foram envolvidos linfocitos T (CD44+) e células NK
(CD44+). A deplegdo dessas células nas primeiras horas do pds-operatorio,
associada a presenca de edema em mais de 70% dos pacientes, sao resultados
compativeis com dano as células endoteliais, com a participacdo de células
citotdxicas, apesar de nao se poderem confirmar essas explicagdes.

Pode-se chamar também a atencao para a possibilidade da importancia da
CD44 na SVC p6s-CEC em criancas, pois foi demonstrado em animais que, na
auséncia da CD44, a lesao do endotélio vascular € significativamente reduzida e,
portanto, que a CD44 tem um papel relevante na lesdo endotelial da sindrome do
vazamento capilar. Assim, o seu bloqueio “in vivo” pode potencialmente prevenir a

lesao das células endoteliais por linfocitos citotéxicos em uma variedade de modelos

clinicos®.
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A ativacdo da CD44 e a habilidade para se envolver no rolamento de
linfécitos ocorrem diretamente, através de anticorpos policlonais ou através de
antigenos especificos para receptores T. Esses resultados conectam a CD44 com a
iniciacdo da resposta imune®°°.

Foi demonstrado que a ligacéo entre a CD44 dos linfécitos e seu receptor,
o hialuronan, pode mediar a aderéncia primaria de linfocitos ao endotélio vascular®.
E, ainda, que a estimulacdo da CD44 com anticorpo monoclonal aumenta a
atividade citotdxica de células NK e linfocitos, e induz a liberagdo de TNF-a e IL-1B
em mondcitos™®.

A expressao do hialuronan em culturas de células endoteliais e culturas
primarias de endotélio é induzida por citocinas proé-inflamatérias, TNF-a e IL-1B,
assim como pelo lipopolissacarideo bacteriano, criando locais receptivos para a
interagdo CD44/hialuronan e extravasamento de células inflamatérias®®. Todos
esses fatores s&o produzidos durante a CEC'®%028,

Ambas as células, TCD4+ e T CD8+, foram incluidas na populagao que se
liga ao hialuronan e é fortemente positiva para o CD44. Foi também demonstrado
que quase todas as células efetoras citotdéxicas sdo encontradas nessa populagao
celular®.

Finalmente, foi demonstrado, em animais, que a expressao da CD44 nas
células citotoxicas tem um papel especifico na lesdo endotelial, e que é possivel
reduzir especificamente a lesdo endotelial, tendo como alvo a CD44 V7 (variante
genética)®’.

A sindrome do vazamento capilar da CEC parece ter muitas
semelhangas a induzida pela IL-2 exdgena experimental e a do tratamento de

cancer ou a SVC idiopatica, precisando dessa forma ser mais bem avaliada. Na
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revisdo da literatura, pode-se observar que a resposta imunolégica a CEC é
complexa, com envolvimento de diferentes moléculas e com uma variabilidade que
depende do hospedeiro®® 121416,

No presente estudo, observa-se um aumento percentual progressivo de
células CD3- CD44+, mas a importancia desse fato ainda ndo esta esclarecida. E
interessante salientar o comportamento diferenciado dessas células com relagao aos
linfécitos T e as células NK.

A ativagdo de moléculas de adesdo de neutrdfilos e a subsequente
aderéncia dos neutréfilos ao endotélio vascular podem ter papel fundamental na
sindrome inflamatéria pos-CEC. No entanto, apesar da ativagcdo generalizada de
neutréfilos, a maioria dos pacientes se recupera da CEC sem problemas, o que
sugere que exista um mecanismo “in vivo” que limite a resposta inflamatéria®®.

Sabe-se, no entanto, que a expressdo da CD44 aumenta rapidamente em
neutrofilos e nas células endoteliais de capilares na lesdo de isquemia e reperfusao
renal, o que provoca recrutamento de neutrdéfilos para esses tecidos isquémicos. A
ativacdo de neutrdfilos aumenta também a expressao do hialuronan** .

Os neutréfilos contém enzimas citotoxicas: lisozima, elastase e
mieloperoxidase. Produzem, ainda, radicais livres de oxigénio e perdxido de
hidrogénio, ambos extremamente citotdxicos. A ativagcdo do complemento e dos
neutrofilos pode aumentar o edema perivascular por ataque direto a parede dos
vasos'®.

E importante, no futuro, avaliar a relacdo entre o hialuronan e seu
receptor CD44 na sindrome inflamatdria sistémica da CEC, assim como o
envolvimento da IL-2, o processo de apoptose, as células citotoxicas (T, NK), os

leucdcitos polimorfonucleares e sua relacdo com o endotélio.
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Um fato relevante no estudo atual € a intensa e precoce resposta
imunoldgica. Como os linfécitos convencionais precisam de tempo para expandir o
clone, diferenciar-se e migrar, a fim de realizar sua fungdo celular, a resposta tem
mais caracteristicas de imunidade inata. Células TCD8+ podem, no entanto, quando
ativadas, expressar receptores da imunidade inata®’.

Linfocitos T citotoxicos e as células NK, quando ativadas, expressam niveis
elevados de CD44 (CD44 alta), mediando de forma eficiente lise celular apos a
ligacdo da CD44, que nao é restrita a MHC e é TCR-independente. Um desarranjo
entre os linfocitos citotdoxicos ativados, expressando a CD44, e as células endoteliais
que carregam o hialuronan, pode levar a lise endotelial e estar relacionada a uma

variedade de doencas clinicas’.

Observagdes em camundongos demonstraram que células TCD8 CD44
“altas" expressam receptores tanto da imunidade inata quanto da celular. Essas
células T, diferentemente das de memodria convencionais, proliferam e se tornam
ativadas através da IL-2 e podem ter um papel unico na monitorizacédo de células do
hospedeiro que se tenham infectado ou transformado®’.
As células T desenvolvidas fora do timo, em ratos, expressam receptores
de células T especificos para auto-antigenos, proliferam em resposta a IL-2 e a IL-
15, independentemente da estimulacéo antigénica, de maneira similar a células NK.
Além disso, ambas as citocinas induzem a producdo de interferon y nessas células
T'. O fato de essas observagdes terem sido feitas em animais ndo diminui a
importancia delas. No entanto, uma comprovacdo em humanos seria interessante.
A agressao da circulagao extracorpérea pode levar a indugdo de uma
resposta antigénica tdo exacerbada que produza de imediato uma reagao protetora

e apoptose das células citotdoxicas ativadas. Linfocitos citotoxicos e células NK,
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através da ativacdo da CD44, ligam-se ao hialuronan imobilizado e também ativado
no endotélio, provocando a citdlise e o extravasamento de constituintes plasmaticos.
Essas sao hipoteses que ainda precisam ser provadas.

O presente trabalho é relevante porque demonstra um comportamento de
células CD44 (+) no p6s-CEC, compativel com estudos da SVC experimental. E
também importante do ponto de vista clinico, pois os resultados mostram um estado
grave de imunossupressao celular p6s-CEC, o que pode aumentar, e muito, a
incidéncia de infecgcbes. Essa tese também demonstra, nas primeiras oito horas de
UTI, que um importante processo imunoldgico celular estd em curso, o que pode
alterar desfavoravelmente o resultado.

E possivel que a modulagdo negativa da resposta imunolégica antes da
iniciacdo do processo possa diminuir um pouco a sindrome do vazamento capilar.
Uma vez encontrados os elementos responsaveis pelo mecanismo, o tratamento,
utilizando supressores das moléculas envolvidas, pode impedir o estabelecimento da
SVC, fenbmeno desagradavel para todos os envolvidos com as criangas.

O conhecimento dos mecanismos celulares e moleculares que
determinam se um processo inflamatério vai se resolver ou vai progredir para a
destruicao tecidual pode levar ao desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais

efetivas.
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CONCLUSOES
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A analise dos dados do presente estudo nos permite concluir que:

R/
A X4

Durante as primeiras quatro horas do pds-operatério, acontece um
processo imunoldgico intenso, com uma diminui¢cdo significante na
proporcao de linfécitos TCD44+;

Ocorre também uma diminuigédo significante na proporgao de células
NK CD44+, no mesmo periodo de tempo;

As demais células brancas, CD3- CD44+, sofrem um processo
inverso, com aumento significante na propor¢do, com pico na oitava
hora do p6s- operatorio;

As células TCD4+ apresentam uma diminuicdo duas vezes maior que

as células TCD8+.
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ANEXO 1

BANCO DE DADOS N° 1 DOS PROCEDIMENTOS IMUNOLOGICOS

PACIENTE
CD3+ LINFOCITOS QUE NAO EXPRESSAM CD44
CD3+ CD44+ |LINFOCITOS QUE EXPRESSAM CD44
CD3- CD44- |CELULAS QUE NAO EXPRESSAM CD44 E NAO SAO LINFOCITOS
CD44+ CD3- |TODAS AS CELULAS QUE NAO SAO LINFOCITOS E EXPRESSAM CD44 (CD
44 PODE ESTAR PRESENTE EM TODOS OS LEUCOCITOS)
PACIENTE1AC V
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 0,5 0,1 0,1 0 0,1 0,1 0,1 0,1
CD3+ CD44+ |16,2 146 |77 55 12,4 18,4 12,4 18,4
CD3-CD44- |185 [113 14,2 17,2 17,5 16,5 17,5 16,5
CD44+ 653 |74 783 |773 1690 [648 [69,0 [64.8
PACIENTE2 AM S
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 0,1 0,1 0 0 0 0
CD3+ CD44+ |15,5 106 |47 59 7,9 13,9
CD3-CD44- |624 |636 |676 |54,7 40,7 [334
CD44+ 22,0 257 27,7 395 |51,3 [527
PACIENTE3 ESB
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 0 0,1 0 0 0,1 0
CD3+ CD44+ |84 7,2 53 4,2 7,1 29
CD3-CD44- 83,2 (845 810 |781 64,6 (804
CD44+ 8,4 8,2 13,7 17,8 28,3 16,7
PACIENTE4GL S
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 0,1 0,1 0 0,1 0 0 0 0 0 0,2
CD3+ CD44+ |19,4 186 9,6 7,1 8,0 8,2 7,7 6,7 13,8 16,7
CD3- CD44- 451 27,9 283 235 26,1 293 316 (293 30,0 |315
CDA44+ 354 533 62,1 694 [659 [624 |60,7 |64,0 [56,2 |517
PACIENTESJFNS
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 0,1 0,2
CD3+ CD44+ [20,3 29,5 |OBITO
CD3-CD44- 28,5 14,8
CD44+ 51,1 55,5
PACIENTE 6 R A
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD3+ CD44+ [4.,8 2,0 1,3 1,4 2,3 2,1 2,5 0,4 3,2
CD3-CD44- (219 [21,0 16,7 17,6 15,7 19,1 18 15,3 19,9
CD44+ 73,3 |77,0 |82 80,9 [820 |788 |795 |843 |769
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Hazin SMV Expressao da CD44 em células brancas do sangue total de neonatos e lactentes...
UFPE
PACIENTE7TMCGP
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD3+ CD44+ |53 1,1 0,8 2,0 0,7 0,8 1,2 1,0 0,9 1,0
CD3-CD44- |39,5 53,4 42,3 28,2 44.8 49,6 28,7 41,0 31,4 244
CD44+ 55,3 45,5 56,9 69,9 54,5 49,6 70,0 57,3 67,6 74,6
PACIENTE8SLB
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 | T11
CD3+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD3+ CD44+ |25 8,8 6,2 6,2 7,6 154 (10,2 |[14,5 20,6 |20,5|7,2
CD3- CD44- 15,3 |7,6 11,9 (13,2 (10,9 |99 18,2 [10,9 |8,8 84 |11,8
CD44+ 822 |836 |819 |806 |815 748 |71,7 |747 |706 |71,1]81,0
PACIENTE9 AFP S
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD3+ CD44+ |9,6 16,1 10,7 10 15,4 19,1 10,1 13,6 13,2
CD3- CD44- 10,3 3,2 5,6 5,0 5,0 3,6 5,1 5,5 6,8
CD44+ 80,1 80,7 83,6 85,0 79,6 77,2 84,8 80,9 80,0
PACIENTE1T0APN O
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD3+ CD44+ |16,2 10,9 5,8 6,2 6,8 7,3 10,1 7,9 5,9 4.7
CD3- CD44- 15,7 8,0 10,3 9,3 9,6 13,2 9,7 13,5 13,1 15,1
CD44+ 68,1 81,1 83,9 84,5 83,7 79,5 80,2 78,6 80,9 80,1
PACIENTE11 GCA
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 0,2 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0,1
CD3+ CD44+ |25 16,4 4.5 6,2 3,0 3,5 2,2 1,7 3,0 2,5
CD3- CD44- 10,5 8,6 10,7 4.7 6,0 5,1 5,6 29,3 15,2 12,7
CD44+ 64,3 75,0 84,7 89,1 90,8 914 92,2 68,9 81,7 84,7
PACIENTE12DHA
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 0,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD3+ CD44+ | 15,6 6,1 12,5 13 16,3 12,9 9,2 6,8 8,4 3,9
CD3-CD44- [435 19,8 10,1 15,1 18,1 14,3 8,1 9,1 5,2 4,9
CD44+ 40,7 74,1 77,4 71,9 65,6 72,8 82,7 84,1 86,4 91,3
PACIENTE13 EA S
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD3+ CD44+ |14,4 9,9 2,1 2,1 2,7 3,1 3,7 4,6 3,6 3,1
CD3-CD44- |27,6 12,2 22,5 9,3 6,6 54 8,2 6,3 3,7 4,0
CD44+ 57,9 77,9 75,4 88,6 90,7 91,6 88,1 89,1 92,7 92,9
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Expressao da CD44 em células brancas do sangue total de neonatos e lactentes...

UFPE
PACIENTE 14B G N
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 0,1 0 0 0 0 0 0 0
CD3+ CD44+ (232 [10,8 [18 2,6 3,3 3,3 4,5 4,9
CD3-CD44- [19,7 (84 8,0 37 7.2 3,5 3,2 23
CD44+ 57 80,8 |90,1 [93,7 [896 (933 922 [928
PACIENTEI5MGMF
T1 T2 73 |74 |15 |16 |17 |18 |19 [T10
CD3+ 0 0 OBITO
CD3+ CD44+ [196 [124
CD3-CD44- (352 [171
CD44+ 451 [705
PACIENTE 16 G F
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 0 0 0 0 0 0 0,1
CD3+ CD44+ (26,3 |76 5,1 52 4,9 6,1 8,5 OBITO
CD3-CD44- [184 [157 [105 |75 6,7 57 8,3
CD44+ 55,3 |76,7 [844 872 [884 [882 [831
PACIENTE 17 JV M
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 0,2 0,1 0,1 0,1
CD3+CD44+ 16,6 |89 3,6 1,8 OBITO
CD3-CD44- [56,8 [17,2 [12,6 [129
CD44+ 26,5 [73,8 [837 [852
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Expressao da CD44 em células brancas do sangue total de neonatos e lactentes...

BANCO DE DADOS N° 2 DOS PROCEDIMENTOS IMUNOLOGICOS

PACIENTE 1
CD3+ LINFOCITOS QUE NAO EXPRESSAM CD8 (LINFOCITOS CD4+, NA MAIORIA
LINFOCITOS AUXILIARES)
CD3+ CD8+ |LINFOCITOS CD8 (LINFOCITOS T CITOTOXICOS)
CD3- CD8- OUTROS LEUCOCITOS
CD8+ OUTRAS CELULAS NAO CONSIDERAR
PACIENTE1AC V
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 8,9 9,2 1,6 2,0 1,8 1,9 2,2 2,9
CD3+ CD8+ [2,0 3,2 0,7 1,0 1,0 0,7 1,1 1,1
CD3- CD8- 88,8 868 [974 [966 [968 [972 [965 [957
CD8+ 0,3 0,9 0,2 0,4 0,4 0,2 0,3 0,4
PACIENTE2 AMS
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 4,8 3,0 1,3 1,4 1,8 1,3
CD3+ CD8+ [5,1 5,9 1,6 2,2 1,7 2,1
CD3- CD8- 896 /903 [969 [962 [964 [964
CD8+ 0,5 0,7 0,2 0,2 0,1 0,1
PACIENTE3ESB
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 3,9 3,7 2,9 0,9 2,0 1,1
CD3+ CD8+ [1,3 1,6 1,0 0,5 1,0 0,7
CD3- CD8- 945 945 [960 [985 [96,8 |98
CD8+ 0,4 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2
PACIENTE4GL S
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 9,9 8,1 3,7 3,1 3,2 3,3 2,8 3,3 2,5 4,6
CD3+ CD8+ |35 4.1 2,2 1,7 1,7 3,2 1,4 1,6 1,0 1,9
CD3- CD8- 853 864 [928 [947 [946 (925 [955 948 963 [933
CD8+ 1,1 1,4 1,2 0,5 0,5 1,0 0,4 0,3 0,2 0,2
PACIENTE5JFNS
T1 T2 73 |74 |15 |16 |17 |18 |19 [T10
CD3+ 6,2 8,2 OBITO
CD3+CD8+ [158 [237
CD3- CD8- 744 66,9
CD8+ 3,7 1,1
PACIENTE6 R A
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 55 2,5 1,1 1,4 2,8 1,8 2,9 2,4 2.1
CD3+ CD8+ [1,0 0,7 0,4 0,4 1,0 0,7 0,8 0,6 0,6
CD3- CD8- 918 953 [978 [975 [954 (959 [947 (966 [97.1
CD8+ 1,7 1,5 0,7 0,7 0,9 1,7 1,6 0,4 0,2
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UFPE
PACIENTE7TMCG P
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 10,7 5,1 6,7 9,0 3,7 4.8 4,2 3,6 0,4 2,8
CD3+ CD8+ |5,1 1,8 29 4,5 2,0 25 2,3 2,0 0,2 1,6
CD3- CD8- 83,0 92,6 89,6 85,1 941 92,4 93,3 94,2 99,3 95,4
CD8+ 1,2 0,5 0,8 1,4 0,2 0,3 0,3 0 0 0,1
PACIENTE8SL B
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 | T11
CD3+ 2,7 3,7 3,5 3,8 3,9 6,1 7,3 8,2 8,6 7,7 155
CD3+ CD8+ 0,6 0,9 0,9 1,0 1,1 1,7 2,1 2,3 2,2 1,9 |10
CD3- CD8- 96,7 |957 955 952 |950 |92 90,4 (89,3 |89 90,2 | 93,8
CD8+ 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 |01
PACIENTE9 AFPS
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 9,2 13,3 6,1 5,0 7,9 11,6 7,0 7,6 7,6
CD3+ CD8+ 2,4 4,0 2,3 2,2 2,8 3,6 2,2 3,0 2,7
CD3- CD8- 88,2 82,6 91,6 92,8 89,2 84,7 90,7 89,3 89,7
CD8+ 0,1 0,1 0,1 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
PACIENTE10APN O
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 20,8 10,4 4,7 54 52 52 7,0 4,2 3,7 3,1
CD3+ CD8+ (2,8 2,0 1,0 1,0 0,8 0,8 1,3 0,6 0,6 0,5
CD3- CD8- 75,9 87,4 94,2 93,5 93,9 93,9 91,6 951 95,7 96,4
CD8+ 0,5 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0
PACIENTE11 GCA
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 35,8 19,9 4.8 3,7 1,9 1,2 1,7 2,8 2,2 1,9
CD3+ CD8+ 9.4 6,4 24 24 1,4 0,7 1,0 1,3 1,4 1,4
CD3- CD8- 54,5 73,6 92,7 93,9 96,7 98,1 97,2 95,7 96,3 96,6
CD8+ 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1 0 0,1 0,2 0,1 0,1
PACIENTE12DHA
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 20,2 5,2 6 8,2 8,9 6,3 4.1 1,8 3,3 0,9
CD3+ CD8+ 7,7 3,0 5,9 8,0 7,7 4.6 2,6 1,2 2,2 0,5
CD3- CD8- 71,6 91,5 87,8 82,9 83,0 88,7 93 96,9 94,3 98,5
CD8+ 0,5 0,3 0,3 0,8 0,4 0,4 0,3 0,1 0,2 0,1
PACIENTE13EA S
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 15,2 8,0 1,8 1,4 1,4 1,5 1,3 0,8 0,9
CD3+ CD8+ 3,0 2,0 0,6 0,4 0,4 0,5 0,3 0,3 0,4
CD3- CD8- 81,0 89,2 97,6 98,1 98,1 97,9 98,2 98,7 98,6
CD8+ 0,7 0,8 0,1 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
* COAGULADO
PACIENTE14B G N
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 12,3 5,3 0,8 1 1,2 1,4 2,1 3,4
CD3+ CD8+ 3,0 2,2 0,3 0,4 0,6 0,4 0,6 1,0
CD3- CD8- 84,1 91,5 98,6 98,5 98,1 98,1 97,2 954
CD8+ 0,7 1 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
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e Hazin SMV Expressao da CD44 em células brancas do sangue total de neonatos e lactentes...
UFPE
PACIENTE15SMGMF

T1 T2 T3 | T4 | T5 | T6 | T7 | T8 | T9 | T10
CD3+ 20,6 |83 OBITO
CD3+ CD8+ 9,2 4,4
CD3- CD8- 695 [854
CD8+ 0,7 1,8

PACIENTE 16 G F

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 19,8 |50 2,0 2,0 2,0 2,6 53
CD3+ CD8+ |5,2 24 1,2 1,4 1,3 1,8 3,1 OBITO
CD3- CD8- 72,9 1900 96,3 955 (963 (952 90,9
CD8+ 21 2,6 0,6 0,5 0,5 0,4 0,7

PACIENTE 17 JV M

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD3+ 254 |96 3,1 1,5
CD3+ CD8+ [8,6 5,8 2,5 1,1 OBITO
CD3- CD8- 645 [818 934 |971
CD8+ 1,5 2,8 0,9 0,3




Hazin SMV

Expressao da CD44 em células brancas do sangue total de neonatos e lactentes...

BANCO DE DADOS N° 3 DOS PROCEDIMENTOS IMUNOLOGICOS

PACIENTE 1
T1 |12 [13 |14 |15 |76 |17 [T8 [T9 [T10
CD56+ CELULAS NK
CD56+CD44+ |CELULAS NK QUE EXPRESSAM CD44
CD56-CD44- | OUTROS LEUCOCITOS QUE NAO EXPRESSAM CD44
CD44+ LEUCOCITOS QUE EXPRESSAM CD44
PACIENTE1AC V
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD56+ —
CD56+CD44+ —
CD56-CD44- T —t—
CD44+ —
PACIENTE2 AMS
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD56+ —
CD56+CD44+ —_—
CD56-CD44- o —_—
CD44+ T
PACIENTE3ESB
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD56+ —
CD56+CD44+ C——
CD56-CD44-
CD44+ o ——
PACIENTE4GLS
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD56+ ——
CD56+CD44+
CD56-CD44- [ ——
CD44+
PACIENTE5JFNS
T1 T2 T3 | T4 | T5 | T6 | T7 | T8 | T9 | T10
CD56+ _—
CD56+CD44+
CD56-CD44-
CD44+ —
—_— PACIENTE 6 R A
T1 T2 TS 14 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD56+
CD56+CD44+
CD56-CD44- —
CD44+
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UFPE
PACIENTE7TMCG P
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD56+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD56+CD44+ | 0,8 0,4 0,4 0,5 0,3 0,4 0,8 0,1 0,2
CD56-CD44- |61,8 51,3 43,8 46,2 47,8 39,6 30,9 591 31,7
CD44+ 37,4 48,2 55,8 53,3 51,9 60 68,3 40,8 68,0
PACIENTE8SLB
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 [ T11
CD56+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD56+CD44+ 04 |04 0,2 0,1 04 0,9 0,8 0,7 1,1 3,1 10,5
CD56-CD44- 14,4 101 12,2 13,9 |96 10,9 |7,7 9,2 10,6 10,8 |91
CD44+ 851 89,6 |87,6 859 |90 88,3 91,5 ]90,1 |[88,3 |86,2]90,3
PACIENTE9 AFP S
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD56+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD56+CD44+ | 0,9 0,6 0,4 0,3 1,0 1,0 0,2 0,3 0,3
CD56-CD44- 8,0 2,6 3,8 3,5 4.8 2,1 54 4,9 6,9
CD44+ 911 96,7 95,7 96,2 94,2 96,9 94,4 94,8 92,7
PACIENTE10APN O
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD56+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD56+CD44+ | 0,3 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1
CD56-CD44- |19.1 8,5 10,0 9,1 9,7 12,8 10,5 21,4 8,8 8,6
CD44+ 80,5 91,1 89,8 90,8 90,2 87,1 894 78,5 91 91,3
PACIENTE 11 GCA
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD56+ 0 0 0 0 0 0 0 0,4 0,7 0,6
CD56+CD44+ (0,3 0,4 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,9 1,7 1,1
CD56-CD44- |13,1 9,7 12 4.5 54 4.9 10,3 7,7 3,4 4.6
CD44+ 86,5 89,9 87,9 95,2 94 .4 95 89,6 91 94,9 93,7
PACIENTE12DHA
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD56+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD56+CD44+ (0,4 0,3 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
CD56-CD44- |55,6 249 21,9 24,7 21,5 20,2 22,6 6,4 8,7 8,4
CD44+ 43,9 74,7 77,9 75,2 78,4 79,7 77,3 93,5 91,2 91,4
PACIENTE13EA S
T1 T2 T3* T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD56+ 0,2 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0
CD56+CD44+ (0,5 0,3 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
CD56-CD44- |52,5 25,8 73,3 19,3 14 10,9 12,6 11,0 10,1 13,6
CD44+ 46,9 73,8 26,5 80,5 85,9 88,9 87,3 88,8 89,8 86,2
PACIENTE14B G N
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD56+ 0,1 0,1 0 0 0 0 0 0
CD56+CD44+ (0,4 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
CD56-CD44- |26,4 14,1 9,2 5,7 6,6 4,2 3,9 3,3
CD44+ 73 85,5 90,7 94,2 93,3 95,8 95,9 96,6
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UFPE
PACIENTE15SMGMF
T1 T2 T3 [T4 |15 |16 [T7 [1T8 |19 [T10
CD56+ 0 0 OBITO
CD56+CD44+ |0,1 0,2
CD56-CD44- 464 254
CD44+ 53,5 74,3
PACIENTE16 G F

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD56+ 0,1 0 0 0 0 0 0
CD56+CD44+ | 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0 0,1 OBITO
CD56-CD44- 26,2 18,1 14,9 11,1 7,3 10,8 12,8
CD44+ 734 |818 [850 88,7 (926 89,2 |[87,1

PACIENTE 17 JV M

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
CD56+ 0,1 0,1 0 0,1
CD56+CD44+ | 0,3 0,2 0,3 0,2 OBITO
CD56-CD44- 33,0 72,4 15,2 171
CD44+ 66,6 27,2 84,4 82,7
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ANEXO 2

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N. © 123/2007 - CEP/CCS Recife, 30 de maio de 2007

Registro do SISNEP FR — 102595

CAAE - 0190.0.172.172-06

Registro CEP/CCS/UFPE N° 183/06

Titulo: “Expressdao de CD44 em linfécitos e células NK no sangue total de neonatos
submetidos a cirurgia cardiaca com circulagao extracorpérea”

Pesquisador Responsavel: Sheila Maria Vieira Hazin

Senhora Pesquisadora:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos do Centro
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pemambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e
analisou, de acordo com a Resolugao N.° 196/96 do Conselho Nacional de Saude, o protocolo
de pesquisa em epigrafe, aprovando-o e liberando-o para inicio da coleta de dados em 29 de
maio de 2007.

Ressaltamos que o pesquisador responsavel devera apresentar relatério ao final da

pesquisa.
Atenciosamente
%QBeraldo Bosco Lifidoso Couto
Coordenador do GEP/ CCS / UFPE
A

Doutoranda Sheila Maria Vieira Hazin
Programa de P6s-Graduagio em Cirurgia — CCS/UFPE

Av. Prof. Mnmﬁ.; Rego, s/n Cid. Universitdria, 50670-901, Recife - PE, Tel/fax: 81 2126 8588; cepccs@ufpe.br
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ANEXO 3

PROTOCOLO DE PESQUISA

“EXPRESSAO DA CD44 EM CELULAS BRANCAS DO SANGUE TOTAL DE
NEONATOS E LACTENTES SUBMETIDOS A CIRURGIA CARDIACA COM
CIRCULAGAO EXTRACORPOREA”

1.IDENTIFICAGAO
PROTOCOLO N°

NOME

REGISTRO HOSPITALAR
SEXO

PESO

IDADE

2.DIAGNOSTICO
3.CIRURGIA

TEMPO DE CEC

TEMPO DE ISQUEMIA MIOCARDICA
4.DADOS CLINICOS DA UTI
A ADMISSAO:
VENTILACAO MECANICA (SIM) (NAO)
DROGAS VASOATIVAS (SIM) (NAO)
DIURESE (Andaria) (1<ml/Kg) (>1ml/Kg)
GASOMETRIA ARTERIAL
EDEMA

1-ndo apresentou edema

2-edema de pequeno a moderado (edema bipalpebral)
3-edema generalizado
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6h PO
VENTILACAO MECANICA (SIM) (NAO)
DROGAS VASOATIVAS (SIM) (NAO)
DIURESE (Anuria) (1<ml/Kg) (>1ml/KQ)
GASOMETRIA ARTERIAL
EDEMA
1-ndo apresentou edema
2-edema de pequeno a moderado (edema bipalpebral)
3-edema generalizado
12h PO
VENTILACAO MECANICA (SIM) (NAO)
DROGAS VASOATIVAS (SIM) (NAO)
DIURESE (Andria) (1<ml/Kg) (>1ml/Kg)
GASOMETRIA ARTERIAL
EDEMA
1-ndo apresentou edema
2-edema de pequeno a moderado (edema bipalpebral)
3-edema generalizado
24h PO
VENTILACAO MECANICA (SIM) (NAO)
DROGAS VASOATIVAS (SIM) (NAO)
DIURESE (Andria) (1<ml/Kg) (>1ml/Kg)
GASOMETRIA ARTERIAL
EDEMA
1-n&o apresentou edema

2-edema de pequeno a moderado (edema bipalpebral)
3-edema generalizado
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ANEXO 4

TERMO DE CONSENTIMENTO ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Expressédo de CD44 em linfécitos e células NK(matadoras naturais) no
sangue total de neonatos e lactentes submetidos
a cirurgia cardiaca com circulagao extra corpérea.

Pesquisador Responsavel- Sheila Maria Vieira Hazin
Justificativa,Objetivos e procedimentos da Pesquisa:

Através de um exame laboratorial utilizando uma quantidade minima de sangue vamos
verificar se existe ativacdo de uma molécula chamada CD44 no sangue de neonatos e
lactentes submetidos a correcéo cirurgica intra cardiaca . Se essa ativagao ficar provada
sera muito mais facil inibir o processo inflamatério que acontece nessas criancas apods a
cirurgia e dessa forma diminuir de significativamente a mortalidade nesses casos.

Desconforto e possiveis riscos associados a pesquisa:

O método utilizado , citometria, utilizara 0. 5ml de sangue do paciente a ser colhido através
de cateter previamente introduzido para a cirurgia num total de dez coletas. A quantidade
de sangue por ser muito pequena nao produz altera¢des no paciente e sua coleta através
do cateter é indolor. Nao ha aumento de risco pois a coleta de sangue ja se faz de rotina
por razbes médicas e somente 0.5ml desse sangue por vez sera encaminhado para
pesquisa.

Beneficios da pesquisa:

Durante a cirurgia intra cardiaca a circulagdo do sangue se faz através de uma maquina
por isso se chama circulagao extra corporea ou fora do corpo Se a ativagdo da CD44 na
circulagao extra corpérea for estabelecida,a sindrome do vazamento capilar (perda de
liquidos para os tecidos) da circulagéo extra corpdrea podera vir a ser minimizada
diminuindo em muito tanto a mortalidade quanto a morbidade

Métodos alternativos existentes:

E o meio mais simples e com menor morbidade para o paciente.

Forma de acompanhamento e assisténcia:

Quando necessaria a familia do paciente podera obter esclarecimentos sobre os
procedimentos utilizados ou assisténcia referentes aos procedimentos da pesquisa. A
pesquisadora Dra . Sheila Maria Hazin pode ser encontrada pelo seu telefone de trabalho
no NCT (Nucleo de cirurgia cardiaca e toracica) (81)34231350 ou pessoal(81) 99742150,e
também no endereco Hospital portugués Av. Portugal n 163,Recife PE.

Esclarecimentos e Direitos
Em qualquer momento o voluntario(responsavel) podera obter esclarecimentos sobre todos

os procedimentos utilizados na pesquisa e nas formas de divulgagao dos resultados. Tem
também a liberdade e o direito de recusar a participacdo ou retirar o consentimento em
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qualquer fase da pesquisa,sem prejuizo no atendimento usual fornecido pelos
pesquisadores.

Confidencialidade e avaliagdo dos registros

As identidades dos participantes serdo mantidas em total sigilo por tempo
indeterminado,tanto pelo executor como pela instituicdo onde sera realizada. Os resultados
dos procedimentos executados na pesquisa serdo analisados e alocados em tabelas,figuras
ou graficos e divulgados em palestras,conferéncia,perioddicos cientificos ou outra forma de
divulgagao que propicie o repasse dos conhecimentos para a sociedade e para as
autoridades normativas em saude nacionais ou internacionais,de acordo com as normas/leis
legais regulatérias de protecéo nacional e internacional.

Consentimento Pés informagao

Eu, ,portador da carteira de
identidade no expedida pelo 6rgao___ ,por me considerar

devidamente informado e esclarecido sobre o conteido deste termo de pesquisa a ser
desenvolvida, livremente expresso o meu consentimento para inclusédo do meu filho(a). Fui
informado que meu nimero de registro da pesquisa é e recebi
copia desse documento por mim assinado.

Assinatura do Responsavel

Assinatura do responsavel pelo estudo

Testemunha

Testemunha

Data
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ANEXO 5

Normatizacao

Esta tese esta de acordo com:

International Committee of Medical Journals Editors (Vancouver)

Abreviaturas dos titulos dos periddicos de acordo com List of Journals

Indexed in Index Medicus.

International Committee of Medical Journal Editors
Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals: Sample References

Updated February 2006

Last reviewed: 22 May 2007

Last updated: 25 April 2007

First published: 09 July 2003

Metadata| Permanence level: Permanent: Dynamic Content

Copyright, Privacy, Accessibility
U.S. National Library of Medicine, 8600 Rockville Pike, Bethesda, MD
20894

National Institutes of Health, Health & Human Services

www.icmje.org/

www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html




