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INTRODUGZXO

A resisténcia a infecc¢do pelos microorganis-
mos que nos cercam é devida a fatores especificos (imuni-
dade adquirida) e a fatores nio especificos que agem inde

pendentemente e concomitantemente com os primeiros.

A imunidade adquirida é representada pela de-
fesa celular (imunidade mediada por células), mais rela-
cionada as infecgdes virais, e pela producgdo de anticor-
pos (imunidade humoral), mais intimamente ligada a infec-

gado bacteriana.

Os fatores inespecificos envolvidos na defesa
contra a infecgdo sao representados por proteinas séricas
como a Proteina C reativa, pela ativacgao do sistema com-
plemento através da properdina facilitando a imunoaderén-
cia e a fagocitose; pela produgao de interferon que impe-
de a replicagao viral; pela barreira constituida pela pe-
le, epitélio ciliado e pelo; e, finalmente pela habilida-
de dos neutrdéfilos e macrdéfagos de exercerem a fagocitose

e lise do microorganismo invasor.

w 01 =



No homem a fagocitose é exercida pelos neutrd
filos e mondcitos do sangue periférico e pelos macrofagos

dos tecidos e microglia do sistema nervoso central.

Os neutrdéfilos sdo produzidos na medula Jssea,
onde estao envolvidos trés compartimentos (Fig. 1): a) o
compartimento da célula tronco; b) o compartimento da mi
tose e c) o compartimento de maturagdo e reserva. A par
tir do compartimento de maturagao, os neutrofilos passam
para o sangue periférico e distribuem-se em dois sitios:

os granulécitos circulantes e os marginalizados, WINTROBE
& col.(83).

Existem varios métodos para avaliar a produ-
¢ao de meutrofilos nos diferentes compartimentos, entre-
tanto um dos mais adequados é a analise dos neutrofilos
do sangue periférico através de isdétopos radioativos, BRU
BAKER & EVANS(lZ).

A produgao dos granulécitos desde o comparti-
mento mitdtico até o seu aparecimento no sangue periféri-

co necessita de horas e dias dependendo das condigbes do

individuo testado, CARTWRIGHT & col.(lh), FLIEDNER &
co1.(26)  prrrY(57) warnEr & aTHENS(82), Entretanto, a
sobrevida dos neutrdéfilos no sangue periférico varia de
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seis a sete horas, STOSSEL(78).

O poder fagocitdrio e bactericida dos neutrd-

. ’ - -
filos esta relacionado com a sua capacidade de exercer a
endocitose e com o conteudo dos granulos existentes em

seu citoplasma, sT0osSEL{78), WINTROBE & co1.(83),

Os neutrdéfilos ingerem matérias estranhas,bac
térias e outras particulas, mas raramente fagocitam célu-

(81)

las autdlogas, VAUGHN Embora, fatores quimiotaticos

facilitem a sua migracgao para o sitio da infeccao, BAUM

(11) ) ‘e
, @ maneira como os neutrofilos re-

BOYDEN
conhecem particulas estranhas constitue-se em mistério, a

pesar de ser essa capacidade a esséncia da fungao fagoci-

taria, WINTROBE & col.(83).

Os granulos constituintes do citoplasma dos

neutrdéfilos sdo divididos em primarios e secundarios,

Os granulos primarios ocorrem nas células mie
1léides precursoras e possuem enzimas hidroliticos associa
dos aos lisossomas e grandes quantidades de mieloperoxida
se uma hemoproteina com atividade peroxidasica, BAINTON
& col.(8), STOSSEL(78). Possuem ainda lisozimas e protei

nas cationicas de baixo peso molecular com atividade bac-



tericida, BAGGIOLINT & col.(6), BAINTON & col.(8), OLSSON

& vEne(33) | srosser(78), zmva & sprranaceL(99)

Nas fases tardias do desenvolvimento dos neu-
tr6filos, a produgdo dos granulos primarios desaparece e
ocorre a formagdo de granulos menores, eletronicamente me
nos densos e que se coram pobremente com a solugao de
Wright-Giemsa, STOSSEL‘78). Sao os granulos secunddrios
ou espec{ficos, sendo em maior quantidade que os primé-
rios, BAGGIOLINT & col.(7), BAINTON & col.(8), OLSSON &

VENGE(SB), ZEYA & SPITZNAGEL(9O).

Os precursores dos neutrofilos contém grande
quantidade de mitocondrias, sugerindo que a respiragdo e
sua fonte de energia metabolica, STOSSEL(78). Entretanto,
com a maturagdo dessas células, o numero de mitocondrias
diminui consideravelmente e se formam grandes depositos

de glicogénio, SCOTT & HORN(65), STOSSEL(78).

SBARRA & KARNOVSKY(64), demonstraram que du-

rante a fagocitose o consumo de oxigenio aumenta de duas
a tres vezes, entretanto este processo nao envolve a oxi-
dagao do citocromo mitocondrial o que foi verificado por

meio de inibidores da respiragdo celular como o cianeto.



O consumo do atomo de carbono numero "um" da

. 14 o
glicose marcada com C e a sua conversao em CO atraveés

2,
da via hexose monofosfato, aumenta de seis a sete vezes,

BAEHNER & NATHAN(S).

A oxidagdo do NADPH é aumentada em cinco ve-
zes e a do NADH em trés vezes, BAEHNER & NATHAN(5). 0 Ni

troblue tetrazolium é reduzido para formazona azul viole-

ta aparentemente pela oxidase, BAEHNER & NATHAN(5).

Esses achados indicam que os neutroéfilos, noxr
malmente operando em condigdes de hipdxia, utilizam a gli
c6lise como fonte de energia, STOSSEL(78).

Outras alteragdes metabolicas e estruturais
devem ocorrer durante a maturacao dos neutréfilos, embora
ndo conhecidas, Assim € que os precursores dos neutrofi-
los em relagao a sua forma matura, sao rigidos, imdveis e
incapazes de ingerir particulas, LICHTMAN & WEED(36). Mes
mo os bastonetes e neutrdfilos que constituem a reserva
medular, sao menos eficientes que os do sangue periférico,

ALTMAN & STOSSEL(l).

~ 3 3 - -
A ocorrencia de um defeito bactericida dos

neutrdéfilos circulantes em alguns pacientes com infecgao



severa e extrema reagao leuceméide, indicam que os neutré
filos da reserva medular sejam funcionalmente imaturos,
McCALL & col.(37), MESSNER & col.(ul).

A aquisigao, por meios desconhecidos de sufi-
ciente motilidade e plasticidade, habilitam os mneutrdfi-
los maturos a escaparem dos sinuséides medulares e entra-
rem na circulagio, GIORDANO & LrcETMAN(30), LrcETMan &

weep(36)

Correlagoes das mudangas morfoldgicas com a
fungao bactericida tém sido tentadas, entretanto os resul
~ , (60)
tados sao inconclusivos, QUIE .
Entretanto, infecgOes generalizadas continuam
sendo uma importante causa de morbidade e mortalidade nos
recém-nascidos, apesar do grande avango na terapeutica an

ti-microbiana,

Em revisoes recentes de autodopsias de recém=~
-nascidos, a infecg¢ao bacteriana ocupa lugar de destaque,
OLDING(SZ)o Essa causa é mais evidente quando os recém-
-nascidos sdo de pré-termo e baixo peso para a idade ges-
tacional, BUETOW & col.(lB), McCRACKEN Jr & SHINEFIELD(B%

(48)

MOORMAN Jr & SELL , NYHAN & FOUSEK(51), STLVERMAN &



noman(69), sMrTH & co1.(70),

Varios estudos sobre os mecanismos de defesa

dos recém-nascidos tém sido realizados, FIREMAN & col.(zﬂ

(bk)

MILLER ,PROPP & ALPER(59), YEUNG & HOBBS(85), entre

eles o do poder fagocitario e bactericida dos neutrofi-

los, DOSSET & col.(23), FORMAN & STIEHN(27), MILLER(46),

XANTHOU & col.(89), Entretanto, os resultados tém  sido
conflitantes, ORLOWSKY & col.(54), PEARSON(56), possivel~
mente devido as dificuldades da metodologia empregada,
CASTRO & col.(13), 1T & co1.(35), smavmcant &  co1,(68),
SOLBERG(7h’75), TAN & col,(79) e da interpretacgao dos re-

(16)

sultados experimentais, CHANDRA KAPRAL(BB).

- 08 =



OBJETTIVOS

Considerando-se que os recém-nascidos nao pos
suem todo o seu sistema bioquimico completamente desenvol
vido, particularmente aqueles classificados como pré=-ter
mo, e oferecendo-se nas condigoes experimentais atividade

opsonica normal, é objetivo do presente trabalho:

1) Estudar a atividade bactericida dos neutrd
filos obtidos do sangue do cordao umbili-

cal;

2) correlacionar essa atividade com o estado
3 . 3 ’ .
nutricional e maturidade dos recem=nasci -

dos

3) correlacionar essa atividade com a de indi

rd - ~ 7 .
viduos sadios, nao recem=-nascidos.



CASUISTICA E METODOS

1, CASUISTICA

Foram estudados 84 recém-nascidos, de am-
bos os sexos, nascidos no Hospital de Clinicas da U,F. do
Parana, classificados em quatro diferentes grupos em fun-
¢do da idade gestacional e do peso ao nascimento (Grafico

1).

Os recém-nascidos foram divididos em diferen-

tes grupos seguindo-se estes critérios:

Definiu-se recém-nascidos de termo a todo pro
duto de uma gestagao compreendido entre 38 a 41 semanas e
6 dias contados a partir do primeiro dia do ultimo perio-
do menstrual, segundo a AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS -
COMMITTEE ON FETUS AND NUWBORN(Z) e COMITE BRASILEIRO DE

PERINATOLOGIA(lg).

Este grupo por sua vez, foi subdividido em

fun¢ao do peso ao nascimento, em peso adequado e baixo pe

- 10 -



PESO AO NASCIMENTO ( GRAMAS)
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Grafico.1- Recem-nascidos de ambos 0s sexos , distribuidos segundo o peso
ao nascimento e idade gestacional.



so para a idade gestacional. Foi considerado peso adequa
do aquele compreendido entre o 10?2 e 90?2 percentil e bai-
X0 peso para a idade gestacional, aquele abaixo de 10¢

percentil, segundo os critérios de BATAGLIA & LUBCHENCO(gz

Considerou-se recém-nascido de pre-termo a to
do produto de uma gestagao menor ou iguél a 37 semanas e
6 dias, contados a partir do 1? dia do dltimo periodo
menstrual, segundo a AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS -
COMMITTEE ON FETUS AND NEWBORN(Z) e COMITE BRASILEIRO DE
PERINATOLOGIA(lg). Igualmente, este grupo foi subdividi-
do de acordo com o peso ao nascimento em peso adequado e
baixo peso para a idade gestacional, segundo os criterios

de BATAGLTA & LUBCHENCO(g).

Nos casos em que houve dificuldade em se ob-
ter informagoes precisas a respeito do primeiro dia do ﬁl
timo periodo menstrual, para melhor avaliér a idade gesta
cional foram utilizados os criterios de DUBOWITZ &

col.(ZA), apés 24 horas de vida.
Como controle foram usados 21 individuos de
ambos os sexos, de faixa etaria variando de 16 a 36 anos,

gozando de saudde na ocasiao do estudo.

- 12 -



Estao incluidos no presente estudo os recém-
-nascidos cujas maes nao apresentavam nenhuma patologia
associada a gestagao pertinente, independentemente da ida
de e paridade, bem como aquelas cuja ruptura de bolsa am-

nidtica ocorreu em tempo menor do que 24 horas.

Foram excluidos do presente estudo maes que,
durante a gestagdo ou trabalho de parto, fizeram uso de
drogas como corticosteroides, fenilbutazona, metamizole,
antibidticos, derivados da pirazolona e anti-arritimicos,

(28), FUENFER & 0019(29)’ KERNBAUM - &

FORSGREN & col,

oy (34) (63) b .
BASTIN , RUUTU sy Ou que apresentavam diabete melli
tus, reumatismo, alcoolismo, fatores esses que interferem

na fagocitose, CROSBY & ALLINSON Jr(22).

Somente foram estudados recém-nascidos cuja
vitalidade, avaliada segundo a escala de APGAR(B). no pri

meiro e quinto minuto de vida foi superior a 7.



2, METODOS

A atividade bactericida dos neutrdfilos
foi determinada pelo método quantitativo de QUIE &

(62)

col. .

2,1, Colheita do material

ApSds 3 segundos do clampeamento do
cordao em recém-nascidos de termo e 75 segundos em recBm=-
-nascidos de pré-termo, antes da dequitagao da placenta,
a area do corddo umbilical a ser puncionada foi cuidadosa
mente limpa com solugdo a 1% de dlcool iodado e algodao

estéril embebido em d&lcool a 70%, COWETT & col,(zo)o

Utilizando~se de seringa de 10 ml deg
cartavel e heparinizada, foram colhidos 10 ml de sangue.
Cerca de 7 ml de sangue foi adicionado em tubo de centri-
fuga 15 x 75 mm, contendo 3 ml de Dextran a 6%o Os res=-
tantes 3 ml de sangue foram transferidos para um frasco
contendo EDTA potassico a 1% para a relizacdo do hemogra-
ma, Ao mesmo tempo foram feitos esfregacgos para a anali-
se qualitativa dos leucocitos, Da mesma maneira procedeu

. o~ o . I'd
-se com relagao aos individuos controle, sendo o sangue

- 14 =



retirado de uma veia do brago.

2,2, Preparacao dos neutrdéfilos

A mistura de sangue e Dextran a 6%
uma vez selada com parafilme foi deixada a sedimentar a

temperatura ambiente por 90 minutos,

O plasma rico em leucdcitos, plaque-
tas e poucos eritrdcitos obtido pela sedimentacgao, foi
transferido para um tubo de centrifuga 15 x 75 mm , atra
vés de pipeta Pasteur., A seguir esses tubos foram centri
fugados a 2.000 rpm por 15 minutos, através de uma centri
fuga ASCA modelo UJ1 n? 11.047. O sobrenadagte foi des-

cartado e o botao celular lavado 2 vezes com 2 ml de solu

gao de Hanks com 1% de gelatina.

A seguir foi efetuada a contagem dos
neutréfilos, ajustando-os a concentragao desejada de
5x106 polimorfonucleares/ml, A viabilidade dos mneutrd-
filos foi testada por exclusio através do azul de Tripan

a 1%;



2,3, Preparacao das bactérias

Colonias de Staphylococcus aureus,com
caracteristicas biolégicas previamente estabelecidas, for
necidas pelo Laboratério de Patologia Clinica da Santa Ca
sa de Misericordia de Curitiba, foram utilizadas em todo

o estudo.

Essas colonias foram mantidas em gelo
se, sendo repicadas semenalmente e semeadas em tubos de
ensaio 16 x 150 mm com gelose inclinada, Treés a quatro
tubos dessas colonias-estoques foram lavados em sua super
ficie, sucessivamente, com 2 ml de soro fisioldgico. Um
ml dessa lavagem foi transferido para um tubo de fotocolpo
rimetro Coleman Junior IT, modelo 6/20, n? 8,329, sendo a
dicionado soro fisioldgico no montante necessario para ob

ter uma densidade o6tica de 0,6 a 620 mu.

Parte dessa suspensao oticamente ajus

tada, foi diluida a 1:50 com solugdao de Hanks com 1% de

7

gelatina, resultando uma concentragdao de 3 a 6 x 10' bac-

térias/mil.



2,4, Preparagao das opsoninas

Soro proveniente de 6 individuos adul
tos sadios foi misturado e distribuido em aliquotas de
0,5 ml e mantidos a menos 2500° Para cada experimento,
essas aliquotas foram diluidas a 1:20 em solugdo de Hanks

com 1% de gelatina.

2.5, Teste bactericida

Em tubos de hemolise 12 x 75 mm foram
adicionados 0,5 ml da suspensao de polimorfonucleares,
0,1 ml da suspensao de bactérias e O,4 ml de soro humano
a 20% (opsoninas) e incubados a 3700, com agitagao cons=

tante,

Para cada individuo testado foram pre
parados 5 tubos cujas reagoes foram interrompidas a 0,

30, 60, 90 e 120 minutos.

No tempo habil os tubos foram centri-
fugados a 800 rpm por 5 minutos em uma centrifuga CHRIST,
modelo UJ1l, n? 12,728, O sobrenadante foi descartado e

do botao de bactéria e neutrdfilo, foi transferido o con-

- 17 -



teido de uma alga de platina, previamente calibrada a
0,002 ml, para um tubo de ensaio 16 x 150 mm contendo 1
ml de dgua destilada e estéril., Apds obtida a lise dos
leucécitos usando-se a mesma alga de platina, o seu con-
teldo foi transferido para um tubo de ensaio de 16 x 150
mm, estéril contendo 1 ml de caldo simples. Apds agita-
¢ao, essa mistura foi vertida em uma placa de Petri de 10

cm de diametro e coberta com 9 ml de Tripsan - Soy-Agar,

As placas foram incubadas a 3700 por
24 horas e o numero de coldonias foi determinado pelo
Quebec Bacteria Colony Counter, modelo 3298 - B10, segun-

do ARTHUR H. THOMAS COMPANY(M).

2,6, Reagentes

2.6.1, Solucao de Hanks com 1% de ge-
latina
Foi preparada a partir de solu
gao estoque de acordo com a férmula abaixo, esterilizada

por filtracdo e o pH ajustado para 7.2.



Solucao A g/500 ml

NaCl 80,0 g
KC1 LI.,O g
MgSOh7,H20 1,0 g
Mg012 6H20 1,0 g

Dissolver em 400 ml de H20 esterilizada.

Em 50 ml

CaCl2 anidro 1,39 g

Ajustar o volume para 500 ml,

Solugao B g/500 ml
NaZHPOA. 12.H20 1,5 g
KHZ’POM 0,6 g
Glicose 10,0 g
Fenol vermelho 0,2 g
Azida sddica 1,0 g

Acrescentar 1% de gelatina.

2,6,2, EDTA - K2

Foi feita uma solugdo a 1%

agua destilada,

em



2,6.3. Siliconizacao

Todo o material empregado no
experimento foi siliconizado e esterilizado previamente,
Em uma solugao a 10% volume a volume de DRI-FILM-SG-87,
da Piece Chemical Company e éter de petrdleo, o material
foi imerso por 5 minutos, a temperatura ambiente. Apos
foram transferidos para uma solugﬁo de dlcool a 95% por 5

minutos e secados em estufa.

2.7. Métodos estatisticos

Dada a natureza das variaveis, utili-

zaram-se testes estatisticos paramétricos.

Usou-se a analise de variancia,
(71) o
SNEDECOR para mesmos individuos, para se estudar o e-
feito significativo ou nao entre os tempos de incubacgao,
~ . ~ ’ .

repeticoes e interacgao peso x tempos. Quando a analise
de variancia foi significativa, complementou-se o estudo
com a comparacdo entre as médias, utilizando-se o método

de Tuckey, SNEDECOR(72).

~ e ”~
A comparagao entre o numero de colo-
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nias de Staphylococcus aureus/ml encontradas no soro de
’, ° . .

recem-nascidos de peso adequado ou baixo peso para a ida=-

de gestacional, nascidos a termo ou pré-termo foram fei-

tos pela aplicagao do teste "t" de Studente, SNEDECOR(73).

Em todos os casos o nivel de signifi-
cancia para rejeicdo da hipdtese de igualdade foi sempre

igual ou menor do que 0,01 (1%).
Quando o valor calculado foi estatis-

ticamente significante usou-se, para caracteriza=-lo, dois

asteriscos e a sigla NS para nao significante.

- 21 -



RESULTADOS

O numero de colonias/ml de Staphylococcus
aureus obtidos nos diferentes experimentos em fungao do
tempo e nas diferentes populagoes estudadas acham-se nas

Tabelas I, ITI e IIT, apresentadas nos anexos.

Os resultados serao apresentados de modo su~

cinto e na seguinte sequéncia:

1. Analise de variancia dos dados obtidos (nu
mero de colonias/ml de Staphylococcus aureus) em recém-
-nascidos de termo em fungdo do peso e tempo de incubagao

(Quadro 1).

2. Comparagdo entre as médias de colonias de
Staphylococcus aureus em recém-nascidos de termo, nos di-

ferentes tempos de incubag¢do (Quadro 2).

3. Andlise de variancia dos dados obtidos (nu
mero de colanias/ml de Staphylococcus aureus) em recém-

-nascidos de pré-termo em fungao do peso ao nascimento e



tempo de incubagao (Quadro 3).

4, Comparagao entre as médias de coldnias de
Staphylococ¢cus aureus em fun¢ao do peso ao nascimento em
recém-nascidos de pré-termo, nos diferentes tempos de in-

cubagao (Quadro 4).

5. Andlise de variancia dos dados obtidos (nd
mero de coldnias/ml de Staphylococcus aureus) em indivi

duos-controle (Quadro 5),

6. Comparagdo entre as médias de colonias de
Staphylococcus aureus em individuos-controle, nos diferen

tes tempos de incubagao (Quadro 6).

7. Comparacgdo entre o numero de colonias de
Staphylococcus aureus encontradas em recém-nascidos de Pe
so adequado e baixo peso para a idade gestacional, nasci-

dos a termo ou pré-termo (Quadro 7).

8. Analise de variancia da comparagdo entre o
nimero de colodnias de bactérias encontradas entre indivi
duos_-controle, recém-nascidos de termo e recém-nascidos de
pré-termo, independentemente do peso ao nascimento (ng

dro 8).



9. Comparagao entre as médias de coldénias de

Staphylococcus aureus encontradas em individuos-controle,

4 - -
recem-nascidos de termo e recém-nascidos de

(Quadro 9).

pré-termo

QUADRO 1 - Analise de variancia dos dados obtidos (numero

de colanias/ml de Staphylococcus aureus) em re

cém-nascidos de termo em fungao do peso e tem-

po de incubagao

Causas de

Variagao G.L, S.Quadrados Q.Medios F
Pesos 1 54,080,48 54,080,48 0,4784 NS
Tempos L 177.211,272,58 19.302,818,15 170,75 %%
Pesos x . :

Tempos L 118.055,23 29.513,81 0,2611 NS
Tratamentos (9) 77.383.408,29
Repetigdes 20 6.845.865,50 342,293,28 3,03 ==
Residuo 180 20.348.852,31 113.049,18

Total 209 104.578.126,10

i




QUADRO 2 - Comparagao entre as médias de coldnias de

Staphylococcus. aureus. em recém=nascidos de ter

mo, nos diferentes tempos. de incubagao

Médias

Tempos
Peso adequado Baixo peso
0! 1943 1917 colonias/ml
30! 1124 1124 " "
60! 686 763 " "
90! 389 488 " "
120! 199 209 1" "
Diferenga critica = 338
QUADRO 3 - Andlise de variancia dos dados obtidos (nﬁmero

de colanias/ml de Staphylococcus aureus) em Tre
cém-nascidos de pré-termc em fungao do peso ao

nascimento e tempo de incubagao

m— ——
— e

Causas de

Variagﬁo G.L., S.Quadrados Q.Medios F
Pesos 1 409,999,254 409.999,24 3,31 NS
Tempos L 55.688 ., 447,33 13.922,111,83 112,25 =x
Pesos x

Tempos b 38,631,64 9.657,91 0,0779 NS
Tratamentos (9) 56.137.078,21

Repetigoes 20 9.818,.680,52 490.934,03 3,96 =x
Residuo 180 22.325.589,29 124.031,05

Total 209 88,281,.348,02




QUADRO 4 - Comparagdo entre as médias de coldnias de

Staphylococcus aureus em funcao do peso ao nas

. ’ . -, .
cimento em recem-nascidos de pre-termo, nos di

ferentes tempos de incubacgao

Médias

Tempos
Peso adequado Baixo peso
o 2507 2648 colonias/ml
30! 2170 2244 " "
60! 1720 1799 1" "
901 1443 1508 u "
1201 1085 1169 " u
Diferencga critica = 354

QUADRO 5 - Andlise de varidncia dos dados obtidos (numero

de colGnias/ml de Staphylococcus aureus) em in

dividuos~-controle

Causas de

Variagéo G.L., S.Quadrados Q.Medios F
Tempos L 28,874,077,48 7.218,.519,37 311,80 ux
Repetigoes 20 2,918.888,76 145,940 LN 6,30 xx
Res{iduo 80 1,852.083,72 23,151,05

Total 104 33.,645,049,96




QUADRO 6 - Comparagao entre as médias de colodnias de
Staphylococcus aureus em individuos-controle,

nos diferentes tempos de incubacao

Tempos Médias
o! 1656 colonias/ml
30{ 867 " "
60' 552 " n
90| 349 " 1"
120! 162 " "
Diferenca critica = 159



QUADRO 7 =~ Comparagdes entre o numero de coldnias de
Staphylococcus aureus encontradas em recém-
-nascidos de peso adequado e baixo peso para a
idade gestacional, nascidos a termo ou pré-teg

mo

Peso adequado - RN Termo x RN Pré-termo

t = 88 ~ 1785 = -9,33 xux
98,28

Baixo peso = RN Termo x RN Pré-termo

t = 900 = l87h = -10,92 X¥
89,21

Peso adequado termo x Baixo peso pré-termo

t = 868 - 1874 = -10,57 =x
95,20

Peso adequado pré-termo x Baixo peso termo

t = 1785 - 900 = 9,57 ==
92,50

t (OO) 1% = 2,58



QUADRO 8 - Andlise de varidncia da comparagio entre o nu-
mero de coldnias de bactérias encontradas en-
tre individuos-controle, recém-nascidos de ter
mo e recém-nascidos de pré-termo, independente

mente do peso ao nascimento

Causas de

Variagﬁo G,L. S.,Quadrados Q.Medios F
Comparagdes 2 3.598.506,53 1.799.253,27 151,56 ux
Tempos L L 44l 294,00 1,111.073,50 93,59 xx
Res{iduo 8 94.,970,80 11.871,35
Total 14 8.137.771,33
QUADRO 9 - Comparagdo entre as médias de colonias de
Staphylococcus aureus encontradas em indivi-
duos-controle, recém-nascidos de termo e recém
-nascidos de pré-termo
Médias
Individuos-controle 717 colonias/ml
Recém-nascido de termo 884 " "
Recém-nascido de pré-termo 1830 " "
Diferenga critica = 275



DISCUSSKXOQO

As fungdes fagocitarias e bactericidas dos
neutréfilos tem sido objeto de varios estudos, numa tenta
tiva de explicar um dos possiveis mecanismo de defesa dos
recém-nascidos, as infecgdes.

TUNNCLIFF(BO), utilizando Streptococcus
pyogenes, Pneumococcus e Staphylococcus aureus como testé
organico, concluiu que o poder fagocitario dés leucécitos
era menor ao nascimento,»decaiﬁdo nbs primeiros meses de.
vida e atingindo os niveis de adulto aos dois anos de ida
de,

MATOTH(MO), concluiu que a fagocitose de
graos de amido era menor pelos leucocitos de recém-nasci-
dos do que os de adultos. Entretanto, quando os leucéci=-
tos obtidos ‘do sangue do cordao de recém-nascidos de ter-
mo eram Yavados e colocados em presenca de soro de adul-~
tos a uma diluig¢ao 1:3, possuiam a mesma capacidade de fa

gocitar graos de amido que aquela dos adultos.



GLUCK & SILVERMAN(Bl), num estudo da ativida-
de fagocitaria em 54 recém-nascidos de pré-termo e 15 re-
cém-nascidos de termo, e utilizando particulas de carvao,
demonstraram nao haver diferenca desta atividade entre a-

dultos e recém-nascidos com peso superior a 2,000 g.

MYAMOTO(M9’50), concluiu que o poder fagocita
rio de recém-nascidos de termo ou de pré-termo frente a
Streptococcﬁs era menor que aquele desenvolvido por lac-
tentes com 1 més de vida. Seus achados concordaram com
os de GLUCK & SILVERMAN(Bl), referentes a existencia de
uma relagao entre peso ao nascimento e fungao leucocita-
ria., Entretanto, COCCHI & MARIANELLI(17), utilizando
Pseudomonas aeruginosa, relataram que o poder fagocitdrio
dos neutrdéfilos era maior nos recém-nascidos de pré-termo
que aquele de adultos, Todavia a atividade bactericida
era menor nestes recem-nascidos.

Também COEN & 0010(18), usando Staphylococcus
aureus, confirmaram as observagoes supra citadas quanto
a habilidade fagocitaria dos recém—nascidos de termo bem

como a sua ineficaz atividade bactericida,

Em estudo comparativo entre recém-nascidos de



termo e baixo peso, FORMAN & STIEHN(27), nao encontraram
diferenga estatisticamente significativa quanto a ativi

dade bactericida dos neutréfilos.

PARK & col.(55), embora nao informem sobre o
estado nutricional dos recém-nascidos por eles estudados,
encontraram atividade bactericida normal dos neutrofilos
para o Staphylococcus aureus. Na presenca de soro de a-
dulto a lO% ou mais, McCRACKEN Jr & EICHENWARD(38) encon-
traram atividade bactericida normal de neutrofilos de re-
cém~-nascidos de termo e baixo peso para o Staphylococcus

aureus, -Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa,

No presente estudo, recém-nascidos de termo,
independentemente do peso ao nascimento tem um cpmporta -
mento igual ao de adultos guanto a atividade bactericida
frente ao Staphylococcus aureus., Por outro lado, os re-
cém-nascidos de pré-termo, independentemente do peso ‘aqQ
nascimento, possuem esta atividade bactericida sensivel-
mente reduzida, quando comparada aquelas de recém-nasci-

dos de termo e de adultos.

Os nossos resultados estdo em acordo com aque

84)

les observados por WRIGHT Jr & col,( embora os crité-



rios para a definigao dos diferentes sub-grupos de recém-
-nascidos ndo tenham obedecido aos postulados no presente

estudo,

Ainda no presente estudo, nao encontramos di-
ferenga do poder bactericida dos neutroéfilos, em fungdo
do peso do recém~-nascido ao nascimento dentro de um mesmo

grupo de idade gestacional.

Por outro lado, a idade gestacional parece
ser o fator preponderante sobre a atividade bactericida
dos neutrdfilos dos recém-nascidos, ou seja, os de recém-
-nascidos de pré-termo sao menos capazes de destruir o)

Staphylococcus aureus,

Uma possivel explicagdo para essa deficieéncia
pode ser atribuida a imaturidade dos neutrdfilos dos re-
cém-nascidos de pré-termo, quanto a sua motilidade, a fa-
tores metabolicos dentro das primeiras horas de wvida, a
imaturidade enzimica, seja ela relacionada as proteinas

microbicidas ou referentes a respiragao celular,

Considerando-se que a desnutrigao proteico-ca

1drica na vida pré e pés-natal produz profundas e varia=



das alterag¢des no metabolismo energético intracelular em
todos os niveis do organismo, o mesmo poderiamos esperar

com relagdo aos neutrofilos e sua atividade bactericida.

Assim, demonstrou-se em maes cujos recém-nas-
cidos pesavam pouco, quer por serem desnutridos intra-ute
rino ou recém-nascidos de pré-termo que os valores de ATP,

adenilato e piruvato quinase estavam diminuidos, METCOFF

& col;(hs).

Assim, METCOFF & col.(hz), observaram em maes
de recém-nascidos de termo que o metabolismo energeético
dos meutrofilos representado pelos niveis de ATP, ADP e
pela atividade da adenilato e piruvato quinase aumentavam
durante o Ultimo trimestre de gestacgao. Entretanto,
MITCHELL & col.(h7) observaram que a atividade da via he-
xo0se monofosfato e da enzima mieloperoxidase estavam au-
mentadas durante a gravidez e que apesar de importantes pa
ra a fhgocitose dos neutrofilos a capacidade fagocitica

dos mesmos nao estava aumentada.

Em recém-nascidos de termo,.PARK & col.(55)
demonstraram que a atividade metabdlica dos neutrofilos

estava aumentada no sangue do cordao, porém a capacidade

Ve - . LR
fagocitica e bactericida dos mesmos era normal.,

- 34 -



De modo correspondente, YOSHIDA & col.(88)
encontraram no sangue do corddao de recém-nascidos com des
nutrigdo intra uterina, baixo conteudo de ATP, piruvato e
adenilato quinase. Este quadro bioquimico é semelhante

ao encontrado em criangas com desnutrigdo proteico-calori

ca pds-natal, YOSHIDA & col.(86’87).

No que diz respeito a desnutrigao proteico-ca
lorica pés-natal, SELVARAJ & BHAT(66), também encontraram

atividade glicolitica dos neutrdfilos reduzida e ativida-

de fagocitdria diminuida.

Pela analogia com a desnutrigﬁo proteico-calé
rica pés-natal e saberido-se que a producgao de energia nos
leucécitos na desnutrigdo fetal estd diminuida, serfiamos
levados a supor que a atividade fagocitaria e bactericida
dos neutrofilos do recém-nascido desnutrido poderia estar
diminuida, Entretanto, encontramos nos recém-nascidos de
termo com baixo peso para a idade gestacional, valores da
atividade bactericida comparaveis aos dos recém-nascidos

de termo de peso adequado para a idade gestacional.



Esses resultados foram também encontrados
por outros autores, FORMAN & STTEHN'27), WRIGHT Jr &
(84)

col.,

Considerando que os recém=-nascidos com baixo
peso para a idade gestacional, por nds estudados, se en-
quadram perfeitamente dentro dos critérios aceitos para
definir a desnutrig¢ao intra uterina é possivel que se hou
vesse redugao na produgdo de energia dos neutrofilos esta
nao teria sido suficiente para interferir na atividade

bactericida dos mesmos.

Evidentemente, para confirmarmos essa hipdte-
se necessitariamos do estudo conjunto do metabolismo in-
tracelular dos neutréfilos de recém-nascidos com baixo pe
so para a idade gestacional associado a atividade fagoci-

taria e bactericida dos mesmos.
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CONCLUSDES

Considerando~se que os aspectos humorais da
fagocitose, medida indiretamente pela atividade bacterici
da estao excluidos do presente trabalho pela utilizacgao
de opsonizagdo homogénea, a andlise da participagdo celu-

lar permite-nos concluir:

12) Os recém-nascidos de termo, independente-
mente do peso ao nascimento possuem mesma atividade bacte

ricida que aquela dos seus controles,

22) Os recém-nascidos de pré-termo, indepen-
dentemente do peso ao nascimento possuem menor atividade
bactericida quando comparados com recém-nascidos de termo

e seus controles,

3¢) A idade gestacional é fator preponderante

3 3 3 3 ’ . ’ -
na atividade bactericida dos neutrofilos de recem-nascidos,

42) O estado nutricional do recém-nascido ao

nascimento, nao interfere na sua capacidade microbicida.
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TABELA I - Nimero de coldonias de Staphylococcus aureus, em fungdo dos

diferentes tempos de incubag¢io no soro de recém-nascidos .de

termo de peso adequado e baixo pesb para a jidade gestacional

—

REPE- PESO ADEQUADO BAIXO PESO -
TIGOES ot 30! 601 90! 120 ot 30! 60! 90! 120! TOTAL
01 3.453 1.820 1.625 828 390 1.105 812 747 471 121 11,372
© 02 1.503 897 292 226 158 1.625 1.235 325 292 162 6.715
03 1,657 975 818 422 195 1,625 1.218 1.121 650 178 8.859
ol 2.600 1.657 1.259 536 253 1.950 1.300 780 585 195 11.115
05 2,437 1.657 747 520 243 1.625 1.137 650 357 178 9.551
06 2,437 1.300 682 L1y 243 1.950 1.137 1.072 © 568 243 10.046
o7 1.300 503 k21 L1k 134 "1.462 975 812 Lo6 178 6.605
08 3.331 1.681 668 532 328 2,185 946 650 333 243 10,897
09 1.454 975 47 717 136 1.202 893 k55 2h3 139 6.961
10 1.982 1.137 731 22 195 1.811 1.137 796 593 223 9.027
11 2.925 1.555 877 - 292 260 2,185 946 755 357 227 10.379
12 2.925 1.998 1.300 438 292 2,088 1.023 812 682 223 11,781
13 1.584 1.015 650 213 162 1,706 1.137 731 568 195 7.961
14 1.462 975 341 292 139 2,762 1,503 812 L87 292 9.065
15 1.137 682 268 130 108 | 2.876  1.503 950 487 292 8.433
16 1.555 1.044 660 162 146 3.250 1.820 1.300 828 390 11.155
17 1.300 552 373 343 148 2,275 975 650 520 223 7.359
18 1.430 845 585 Lo6 158 2,112 1.332 1.068 893 . 230 9.059
19 1.495 812 568 373 178 || 1.300 650 325 260 130 6.091
20 1.625 958 341 211 178 1.625 1.124 650 333 162 7.207
21 1.205 568 Lss 280 134 1.543 812 568 325 162 6.052
TOTAL 40.797 23.606 14,408 8.171 4,178 |/40.262 23,615 16.029 10.238 4,386 185.690
TOTAL P. ADEQUADO: 91.160 TOTAL B, PESO: 94,530 185.690
TOTAL PA + BP| O' = 81.059 | 30' = 47.221 | 60' = 30,437 90' = 18.409 120! = 8.564 185.690

e
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TABELA II ~ Numero de colénias de Staphylococcus aureus, em fungao dos di
ferentes tempos de incubagdo no soro de recém-nascidos de pré

-termo de peso adequado e baixo peso para a idade gestacional

REPE.-. PESO ADEQUADO BAIXO PESO
. TIGOES - ‘ TOTAL
o' 30! 60! 90! 120t || o 30! 60! 90! 120!
o1 2.437 1.950 1.543 1.218 "1.,056 2.925 2.275 1.470 1,462 1,300 17.636
02 2.437 2.193 . 1.k62 1,641 1.007 2.437 1.950 1.482 1,300 1.137 17.0b6
03 2.437 1.950 1.482 1.300 1.137 2,437 1,960 1.371 1.147 1.019 - 16,240
o4 1.405 1.001 897 715 650 |l 2,713 2.275 1.950 1.828 1.137 14.571
05 '1.625 1.243 ‘1,046 - 759 715 3.250 2,762 2,275 1.787 1.381 16.843
06 3.250 2,762 1.950 1.592 1,381 2,437 2,112 1.950 1,056 1.137 19.627
07 3.250 2.925 2,437 1.950 1.462 2,437 1.950 1.706 1.462 1.007 20,586
08 2,762 2,600 1.950 1.787 1.153 2.275 2,112 . 1.625 1.462 - 975 18.701
09 2,941 2,567 1.803 1.625 . . 1,218 2.307 2,193 1.950 1.641 1.007 19.252
10 2,535 2,112 1.787 1.625 1.137 2.843 2,421 2,080 1.657 1,300 19.497
11 3.201 2,908 2,437 2,031 1.381 2,892 . 2,583 2,2h2 1.787 1.235 22,697
12 2.275 1.950 1.543 1.218 975 2,275 1.868 1.438 1.235 1.056 15.833
13 3.250 2,762 2,437 1.950 1.300 2,925 2,275 - 1.430 1.397 1,300 21.026
14 2.437 2,145 1.803 1,462 1.056 2.795 2,502 2,242 1.625 1.300 19.367
15 2,925 2,681 2,275 1.787 1.218 1.681 1.356 1.031 660 812 16,426
16 2.681 2,502 1.950 1.625 1.137 3.250 2,892 2,405 1,161 1.462 22,065
17 1.868 1.438 1.046 975 812 2,400 2,080 1.706 1.600 1.046 14.971
18 2,437 2,283 1.746 1.371 1.056 2,925 2.275 1.625 - 1,462 "~ 1.300 18.480
19 1.625 1.218 1.121 893 731 3.250 2.925 2,437 1.950 1.462 17.612
20 2.437 2,112 1.787 1.300 1.137 2.400 1.920 1.360 1.200 1.028 ||. 16.681
21 2,437 2,275  1.625 1.482 1.072 2,762 2,437 1.998 1.787 1.153 19.028
TOTAL 52.652  45.577 36.127 30.306 22,791 §|55.616 47,123  37.773  31.666 24,554 384,185
RNPT TOTAL ADEQUADO: 187.453 TOTAL BAIXO PESO: 196.732 . 384,185
TOTAL PA + BP| O' = 108.268 [ 30' = 92,700 60" = 73.900 90' = 61.972 120' = 47,345 384,185




TABELA III - Numero de coldnias de Staphylococcus aureus,
em fungao dos diferentes tempos de incubacgao

nos individuos-controle

REPE-

TTCOES (ol 30! 60¢ 90! 120" TOTAL
o1 1.300 455 325 260 130 2,470
02 1,178 723 304 218 127 2,550
03 2,275 975 650 520 199 4,619
04 1,950 975 589 373 184 L,o71
05 1.657 861 390 260 146 3.314
06 1.657 845 341 260 146 3.249
07 1.251 682 406 325 127 2,791
08 1.807 975 Lt 264 180 3.703
09 1.178 589 295 243 123 2,428
10 1.300 731 406 206 139 2,782
11 . 1.462 650 503 357 148 3,120
12 1,950 1,121 812 Lg7 195 4,565
13 1,137 650 438 341 119 2,685
14 1.543 812 568 325 162 3,410
15 2,242 1,137 812 L87 195 4,873
16 1,803 1,056 780 373 178 4,190
17 1.759 975 477 - 255 180 3.646
18 1,170 666 520 357 119 2,832
19 2,015 1,186 861 601 201 4,864
20 2,185 1,007 828 325 199 b, 5hh
21 1,950 1.137 812 L87 195 4,581

TOTAL 34,769 18,208 11.594 7.324 3,392 75,287
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