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RESUMO

Introducéo: a sepse bacteriana grave permanece um desafio a saude publica devido a sua
alta morbimortalidade. Sepse ¢ uma sindrome heterogénea e potencialmente fatal, causada
pela desregulacdo do sistema imunoldgico. A sepse meningococica ¢ rapidamente
progressiva e a morte pode ocorrer algumas horas apos o inicio dos sintomas. Apesar dos
avancos no entendimento da fisiopatologia do choque séptico meningocdcico, os estudos
sobre o0s mecanismos que desencadeiam o inicio do curso fulminante na sepse
meningococica sao limitados. Diversas proteinas na forma de receptores de membrana ou
soluveis no plasma tém sido investigadas em pacientes com sepse. Algumas dessas proteinas
regulam o sistema imune e fazem parte de moléculas do checkpoint imunologico. Entre essas
moléculas, o CD40, seu ligante CD40 (CD40L) e a P-selectina (CD62P) atuam na resposta
imune inata. Objetivo: avaliar os mecanismos de regulagdo da resposta imune inata através
da expressao de mediadores inflamatdrios relacionados as plaquetas (sCD62p) e ao endotélio
vascular (sCD40), em criangas com sepse meningocdcica. Métodos: estudo translacional do
tipo corte transversal, com grupo de comparacao de criancas e adolescents saudaveis. Foram
incluidas criangas e adolescentes (de seis meses a 14 anos) com diagnodstico de sepse
meningococica (SM) e sepse ndo meningocdcica (SNM) internados no Hospital Correia
Picanco. Os pacientes do grupo de comparagdo foram criangas saudaveis (CS) sem historia
de infeccdo recente ou de internamento nos Ultimos 30 dias, no ambulatério de cirurgia
pediatrica do Hospital Maria Lucinda para realizacao de cirurgias eletivas de pequeno porte.
Foram avaliadas varidveis bioldgicas, clinicas e laboratoriais. As dosagens de sCD62P e
sCD40 foram realizadas por Enzyme Linked Immunonosorbent Assay (ELISA) Na andlise
descritiva foram construidas tabelas de distribuicdo de frequéncia e realizadas medidas de

tendéncia central e de dispersdo. O teste de qui-quadrado e exato de Fisher foram usados



para comparar variaveis categoricas e para variaveis numeéricas os testes de Kruskal-Wallis
e Mann-Whitney para comparagdo entre trés e dois grupos, respectivamente, devido a
distruibui¢do ndo normal. Teste ndo paramétrico de Spearman foi usado para analise de
correlacdo entre duas variaveis. Significancia estatistica foi considerada para valores de
p<0,05. A anélise dos dados foi realizada usando GraphPad Prism v8.2 (GraphPad Software,
San Diego, CA). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Seres Humanos do IMIP
sob 0 CAAE 29385614.1.0000.5201. Resultados: foram encontrados altos niveis de sCD40
em pacientes com SM, quando comparados com os grupos de SNM e CS (p<0,001). Altos
niveis de sCD62P foram encontrados em pacientes dos grupos SM e SNM, quando
comparados ao grupo CS (p=0,010 e p=0,002, respectivamente). Em pacientes com SM, os
niveis de sCD62P e sCD40 encontravam-se mais elevados nos pacientes com plaquetopenia
do que nos pacientes com niveis de plaquetas normais (p<0,048). Nos pacientes com SM
houve uma correlagdo moderada entre os niveis de sSCD62P e sCD40 r=0,556, p=0,007). A
mortalidade foi de 25% nos grupos de pacientes com SM e SNM. Conclusiao: os pacientes
com SM apresentam uma desregulagdo da imunidade inata, representadas pela ativagdo de
mediadores plaquetarios (sSCD62P) e do endotélio vascular (sCD40).

Palavras-chave: sepse; imunidade, inata; selectina-P; antigeno CD40; infecgdes

meningococicas.



ABSTRACT

Introduction: severe bacterial sepsis remains a public health challenge due to its high
morbidity and mortality. Sepsis is a heterogeneous and life-threatening syndrome caused by
the dysregulation of the immune system Despite advances in understanding the
pathophysiology of meningococcal septic shock, studies on the mechanisms that trigger the
onset of the fulminant course in MS are limited Meningococcal sepsis is rapidly progressive
and death can occur within hours of symptom onset. Several proteins in the form of
membrane receptors or soluble in plasma have been investigated in patients with sepsis.
Some of these proteins regulate the immune system and are part of immunological
checkpoint molecules. Among these molecules, CD40, its CD40 ligand (CD40L) and P-
selectin (CD62P) act on the innate immune response. Objective: evaluate mechanisms of
dysregulation of innate immune response by expression of platelet-related inflammatory
mediators (sCD62P) and vascular (sCD40) in children and adolescents (six months to 14
years) with meningococcal sepsis. Methods: exploratory, translational cross-sectional study.
Children diagnosed with meningococcal sepsis (MS) were included and no meningococcal
sepsis (NMS) admitted to the Correia Picangco Hospital. The patients in the comparison
group were healthy children (HC) with no history of recent infection or hospitalization in
the last 30 days, at the pediatric surgery outpatient clinic of Hospital Maria Lucinda for
performing minor elective surgeries. Biological, clinical and laboratory variables were
evaluated. In platelet-poor plasma samples, sCD40 and sCD62P concentrations were
measured by Enzyme Linked Immunono Sorbent Assay (ELISA) technique. In the
descriptive analysis, frequency distribution tables were constructed, and measures of central
tendency and dispersion were performed. The chi-square test and Fisher's exact test were

used to compare categorical variables and for numerical variables, the Kruskal-Wallis and



Mann-Whitney tests for comparison between three and two groups, respectively, due to non-
normal distribution. Spearman's nonparametric test was used to analyze the correlation
between two variables. Statistical significance was considered for values of P <0.05. Data
analysis was performed using GraphPad Prism v8.2 (GraphPad Software, San Diego, CA).
This study was approved by the IMIP Human Ethics Committee (CAAE
29385614.1.0000.5201). Results: high levels of sCD40 in patients with MS compared the
NMS and HC groups (p<0.001). High levels of sCD62P were found in patients with MS and
NMS compared to the HC group (p=0.010 and p=0.002, respectively). In patients with MS,
sCDA40, and sCD62P levels were elevated in the thrombocytopenia group compared to the
group without thrombocytopenia (p<0.048). In the correlation analysis of patients in the MS
group, a moderate correlation was observed between sCD40L and sCD62P levels (1=0.556,
p=0.007). Mortality was 25% in both sepsis groups. Conclusions: MS presents
dysregulation of the innate immune response, represented by high levels of platelet

activation mediator (sCD62P) and vascular endothelium (sCD40).

Keywords: meningococcal infections; sepsis; immunity, innate; p-selectin; CD40.
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APRESENTACAO

Este modelo de formatacdo de tese segue a recomendacdo do Programa de Pos-
Graduagao stricto sensu do IMIP e orienta a substituicdo das sessdes resultados e discussao
da Tese por dois artigos produzidos durante o doutorado.

O projeto de pesquisa original testou a hipotese de que as plaquetas tém uma fungao
essencial na regulacdo do sistema imune inato e que as altera¢cdes no mecanismo de ativagao
plaquetéria possam estar associadas a maior morbi-letalidade das criangas e nos adolescentes
com sepse meningococica. Como produto de tese foi escrito o primeiro artigo intitulado
“Dysregulation of the innate immune response in meningococcal sepsis in children and
adolescents: an essential role of platelets (sCD62p) and vascular endothelium (sCD40)
soluble mediators”.

Durante o ultimo ano do doutorado (2020) ocorreu a pandemia da COVID-19,
causada pelo SARSCoV-2. Onde os dados reportados pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) em 19 de outubro de 2020 eram alarmantes, referindo quase 40 milhdes de pessoas
contaminadas e mais de 1 milhdo e 100 mil mortes em todo mundo. O Brasil foi considerado
um dos epicentros da pandemia, com uma das maiores taxas de contaminagdo e de morte.
Além disso, a partir de abril de 2020, uma sindrome inflamatoria multissistémica na crianga
(MIS-C) foi descrita em varios paises relacionada ao SARS-CoV-2.

Em Pernambuco observou-se nos hospitais de referéncia para COVID-19 um
aumento do nimero de criancas e adolescentes com MIS-C com evolugdo grave e casos de
morte. A doutoranda vivenciou a pandemia em um dos Centros de Referéncia para Doencas
Infectocontagiosas do Estado, o Hospital Correia Picango (HCP). Por isso, considerou-se
relevante e oportuno acompanhar essas criangas e adolescentes e descrever uma série de

casos. O objetivo dessa série de casos visa alertar os profissionais de saude para a



necessidade de reconhecimento precoce e terapéutica imediata e adequada em paises como
o Brasil, onde o acesso aos servigos e os recursos a saude sdo limitados. Dessa forma,
originou-se o artigo intitulado: “Multisystem inflammatory syndrome in children (MIS-C)
associated with COVID-19 in Pernambuco, Brazil”.

Ressalta-se que na tese, as sessdes de introdu¢ao, objetivos, método e resultado estdo
relacionadas ao projeto ancora sobre mecanismos de regulacdo da resposta imune em
criancas e adolescente com sepse meningococica. O segundo artigo exigido pela Pos-

graduagdo para obtenc¢ao do grau de Doutora encontra-se no Apéndice I deste documento.



I. INTRODUCAO

1.1 Sepse

A sepse ¢ uma condi¢do clinica ameacadora de vida causada por uma resposta
desregulada do hospedeiro frente a uma infec¢do, que impacta em mais de um milhao de
mortes infantis por ano 2. Recentes dados mostram que sdo estimados 22 casos de criangas
sepse por 100.000 pessoas/ano'. Mais de 4% dos pacientes hospitalizados sio criangas e
aproximadamente 8% das criangas internadas vao necessitar de cuidados em unidade de
terapia intensiva pediatrica (UTIP). O estudo multicéntrico Sepsis Prevalence Outcames
and Therapy (SPROUT) envolvendo 26 paises de todos os continentes encontrou uma
prevaléncia global de sepse em criangas menores de 18 anos de 8,2%%*.

Do total de 6,3 milhdes de mortes em criangas menores de cinco anos de 2000 a 2013,
a sepse foi responsavel por 7% dos casos®. A mortalidade por sepse na crianga varia de 4 a
50% dependendo da gravidade da doenga, fatores de risco e localizagdo geografica. A maior
parte das criangas morrem por choque refratario e faléncia de multiplos 6rgdo, com a maioria
ocorrendo nas primeiras 48-72h do tratamento inicial®. Em 2017, a Assembleia de saude
mundial emitiu uma resolugdo sobre sepse como uma prioridade para a proxima década’.

Usa-se os critérios publicados no consenso da conferéncia internacional de sepse
pediatrica de 2005 para defini¢do dos conceitos sepse e sepse grave, sendo sepse grave
definida como: 1) maior ou igual a 2 critérios para sindrome da resposta inflamatoria
sistémica (SIRS), 2) infec¢do invasiva confirmada ou suspeita e 3) disfun¢do cardiovascular,
sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) ou maior ou igual a 2 disfungdes
organicas ndo cardiovasculares7(ANEXO1). A mais recente diretriz sobre sepse, do ano de
2020, descreve choque séptico em criangas como infec¢do grave que leva a disfungdo

cardiovascular (incluindo hipotensdo, necessidade de tratamento com medicac¢do vasoativa



ou perfusdo prejudicada) e "disfungdo orgénica associada a sepse" em criangas como sepse
grave que leva a disfungdo cardiovascular e/ou disfungdo néo cardiovascular®.

Estudo inglés refere que uma grande por¢do desses pacientes que vai a Obito
precocemente (35%), até mesmo antes de ou dentro das primeiras 24 horas ap0s referenciado
para UTIP tiveram diagndstico clinico de sepse meningocdcica fulminante (47%)8. A sepse
meningococica apresenta uma sindrome de resposta inflamatoria sistémica (SIRS)
exacerbada, necessitando dos profissionais de saude um alto indice de suspei¢ao e instituicdo

de terapia guiada por metas, tempo sensivel de acordo com diretrizes internacionais?.

1.2 Doenc¢a meningococica (DM)

A doenga meningocdécica invasiva (DMI) é importante causa de morbidade e
letalidade no mundo, sendo fatal em 50-80% dos casos nao tratados ¢ em 10 a 15% dos casos
que recebem tratamento adequado. Entre os sobreviventes 12 a 20% evoluem com sequela
clinica importante’. Na América Latina é mais frequente no Brasil, Argentina, Chile e
Uruguai. No Brasil, esse coeficiente ¢ de dois casos para cada 100.000 habitantes, sendo de
menos de um caso para cada 100.000 habitantes na regido nordeste!’. Dados de sepse
meningococica com ou sem meningite admitidos na UTIP do Hospital Correia Picango
(HCP), hospital de referéncia para doenga meningococica no estado de Pernambuco nos anos

de 2013 a 2020 estdo apresentados na Tabela 1.



Tabela 1. Frequéncia absoluta de criangas e adolescentes com sepse meningocdcica
internados na Unidade de Terapia Intensiva Pediatrica do Hospital Correia Picango
no periodo de 2013 a 2020.

ANO SMM* SM** Total
2013 27 14 41
2014 11 6 17
2015 4 2 6
2016 4 4 8
2017 1 1 2
2018 0 1 1
2019 2 2 4
2020 (Jan-Nov) 3 1 4

Fonte: Relatorio de Gestdo da Vigilancia Epidemiologica Hospitalar (VEH) do Hospital
Correia Picango. *SMM: sepse meningocdcica com meningite: SM: sepse meningocdcica.

O agente causal da doenca meningocdcica (DM) ¢ a Neisseria meningitidis (N.
meningitidis), também chamado meningococo, um diplococo anaerdébico Gram negativo,
hospedeiro exclusivo do ser humano. Foram identificados 12 sorogrupos, com seis desses
(A, B, C, W, X e Y) sendo responsaveis por quase todas as formas invasivas da doenga'!.

Na crianga, a letalidade é menor que nos adultos, variando de 6 a 10%, mas a
presenga de pelo menos uma sequela é encontrada em 33% dos pacientes, sendo as mais
comuns: dificuldade de aprendizado (22,6%), déficit comportamental (14,8%), neurologico
(12,2%), motor (10,4%) e perda auditiva (7%). As maiores taxas de complicagcdes sdo
encontradas nas criangas com sepse meningocdcica sem meningite (SM) com choque!?. Os
principais fatores de risco para ocorréncia da DM sdo baixa idade (recém-nascidos e criangas
menores de um ano), adolescéncia, viagens de longa duragdo para areas endémicas,

imunossupressdo, coinfeccdo por Mycoplasma ou virus respiratorios, baixo nivel



socioecondmico, populacdes fechadas como recrutas militares e estudantes universitarios,
minorias étnicas, idosos e exposi¢do a fumaga de cigarro ou polui¢do!!!3.

A apresentagdo clinica da DM varia desde a forma assintomatica a formas graves
e invasivas como a sepse meningococica (SM), sepse meningocdcica com meningite (SMM)
e meningite meningococica (MM). Também pode se apresentar como infec¢do cronica e
localizada como pneumonia, endoftalmite, artrite, pericardite ou miosite’. A SM ¢
caracterizada pela presenca de lesdes hemorragicas e/ou rash maculopapular em pele e/ou
mucosas, com lesdes petequiais, purpuricas e/ou equimoses, podendo evoluir para pirpura
fulminante como manifestacdo de coagulacdo intravascular disseminada. O choque séptico

¢ mais comum na crian¢a, podendo haver progressdo rapida para faléncia de multiplos

6rgdos e morte em menos de 24 horas!>!4,

1.3 Resposta imune na sepse

Por muitos anos a resposta inflamatoria desproporcional da sepse foi considerada
seu mecanismo fisiopatologico principal. Estudos descrevem que essa alteragdo envolve
uma resposta inflamatoria inicial excessiva com desregulacdo da homeostase, culminando
com inflamagdo sustentada e imunossupressdo!>!”. Dessa forma, a resposta imune ndo é
constituida apenas pelo aumento da inflamagdo e/ou imunossupressdo, mas por uma
reorganizac¢do dos processos celulares metabdlicos e imunes!S,

As caracteristicas fisiopatologicas da sepse sdo amplamente atribuidas a resposta
do sistema imune inato ao patdgeno agressor, incluindo neutréfilos, células dendriticas,
monocitos e macrofagos. Leucdcitos e células epiteliais estdo envolvidas na resposta imune

16, Estas células reconhecem e sdo ativadas pelos patdgenos associados a padrdes

loca
moleculares (PAMP), e a ligacdo se da por proteinas que sdo expressas constitutivamente

nessas c¢lulas denominados de receptores de reconhecimento padrdo (RRP), entre eles os



receptores tipo toll (TLR), receptores tipo nucleotideos (NLR), receptores tipo acido
retindico (RLR) e receptores tipo Lecitina C (CLR). Os RRP mais conhecidos sdo os TLR,
que estdo presentes em células endoteliais, plaquetas e células apresentadoras de antigenos'.

O sistema imune inato €, na maioria das vezes, eficiente em eliminar o patdogeno
através de uma variedade de reagdes pro-inflamatorias, como liberagdo de citocinas e
quimiocinas, recrutamento de fagdcitos, e ativacdo do sistema do complemento e de
coagulagdo, com retorno a homeostase. Durante algumas infec¢des, o patégeno nio ¢
eliminado por esses mecanismos, apesar da resposta imune ativada, a qual se torna
desbalanceada e prejudicial ao hospedeiro. A resposta do hospedeiro durante a sepse €
caracterizada por uma fase de inflamagdo excessiva e de outra de imunossupressio!!8
(Figura 1).

A hiperinflamacdo ¢ mediada por moléculas pro-inflamatérias em multiplas
células, ativagdo do sistema de complemento, de coagulacdo e do endotélio vascular. A
inflamagao excessiva ¢ caracterizada por injlria celular resultando na liberacdo de padrdes
moleculares associado ao dano (DAMP), levando a injuria tecidual, disfung¢des organicas e
catabolismo!6-!8,

A imunossupressao envolve imunidade inata e adaptativa. e ¢ caracterizada por
apoptose de células T, células B e células dendriticas, exaustdo de células T, expansdo de

células T reguladores e de populacdes de células supressores derivadas da linhagem mieloide

e reprogramacio de células apresentadoras de antigeno!'®.
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Figura 1. Resposta imune do hospedeiro a infecgdo e a sepse. A) Frente a uma infecgdo, o sistema
imune inato do hospedeiro responde ao patdgeno agressor (a esquerda). Células imunes como
leucocitos, células epiteliais e endoteliais estdo envolvidas na resposta imune local. Na maioria dos
casos, o sistema imune inato ¢é eficiente em eliminar o patégeno através de reagdes pro-inflamatorias
(imunidade protetora). B) Em algumas situagdes o patogeno se multiplica e ativa uma resposta imune
desbalanceada e danosa ao hospedeiro (a direita) caracterizada por inflamagdo excessiva e
imunossupressao. Modificado de Van der Pool'®

1.4 Resposta imune na sepse regulada pelas plaquetas

As plaquetas sao fundamentais na resposta imune na sepse, além de suas fungdes
na hemostasia e trombose bem definidas. Sdo células anucleadas que patrulham a vasculatura

e chegam imediatamente frente a algum dano vascular, elas sdo repletas de RRP,



rapidamente detectam injuria tecidual e a ameaca microbiana que geralmente acompanham

o trauma'®22,

As plaquetas tém papel importante durante a infeccdo aguda, interagindo
diretamente com o patéogeno ou recrutando e estimulando células do sistema imune inata
(Figura 2). As plaquetas liberam microvesiculas, mediadores lipidicos e de nuclesideos,
DNA mitocondrial, fatores de crescimento, citocinas € quimiocinas. Elas formam agregados
com os neutrdfilos (agregados plaquetas-neutréfilo), armadilhas extracelulares, promovem

eliminagdo do patdgeno e possuem atividade microbicida.
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Figura 2. Regulagdo de células do sistema imune pelas plaquetas. As plaquetas estdo envolvidas
diretamente ou auxiliam e regulam multiplas fungdes imunes. (1) Recrutamento e adesdo de
leucocitos. (2) Transmigracdo, fagocitose e atividades microbicidas; (3) Liberacdo de
microvesiculas, mediadores lipidicos, nucleosideos, DNA mitocondrial, fatores de crescimento bem
como citocinas e quimiocinas. (4) Formacao de redes/armadilhas extracelulares. (5) Clearence do
patégeno. Modificado de Ribeiro, 2019%. CXCL4: C-X-C chemokine receptor type 4; CXCL7: chemokine
(C-X-C) ligand 7; CCLS5: Chemokine (C-C motif) ligand 5 ; TPO: thyroid peroxidase; TGFp: transforming
growth factor beta; CXCL12: C-X-C chemokine receptor type 12; PMV: platelet microvesicles; mtDNA:
mitochondrial deoxyribonucleic acid; ADP: adenosine diphosphate; ATP: adenosine triphosphate;



Em condi¢des inflamatdrias, as plaquetas s3o os primeiros componentes
sanguineos celulares que aderem ao endotélio inflamado. Plaquetas aderidas ao endotélio
recrutam neutrofilos e os guiam na sua adesdo e transmigragdo através de interagdo célula a
célula ou por liberagdo de quimiocinas no endotélio vascular. No sitio de transmigracdo de
leucocitos, as plaquetas asseguram a integridade celular endotelial através da formagao de
trombo e estabilidade vascular limitando o sangramento inflamatério (Figura 3). As
interacdes celulares sdo estabelecidas através de moléculas de adesdo, como a P-selectina
(CD62P), que liberam fatores de crescimento e mediadores inflamatdrios pelas

plaquetas?%-2+-26,

Plaquetas e neutrofilos ativados recrutam mondcitos com estimulos
inflamatorios especificos, como secre¢cao de MCP-1. Com a transmigragdo, os monocitos se
diferenciam em macrofagos no tecido inflamado e secretam mediadores pro-inflamatorios
(fator de necrose tumoral alfa [TNFa] e interleucina [IL]-1) e anti-inflamatdrios (IL-10)

(Figura 3)%.
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Figura 3. Funcdo imune das plaquetas. (1) Recrutamento dos leucocitos. (2) Adesdo dos
neutr6filos e dos monocitos. (3) Transmigracao dos leucocitos para os sitios de inflamacao. (4)
Formagao de trombo e estabilidade vascular para manutencdo da integridade vascular.
Modificado de Rayes, 2019%°. CLEC - 2, receptor semelhante 4 lectina do tipo C - 2; GPVI, glicoproteina
VI; IL-1, interleucina-1; GPIb, glicoproteina Ib; HMGB - 1, alta mobilidade caixa de grupo 1; MAC-1,
antigeno do macrofago 1; NAP - 2, peptideo ativador de neutrofilos 2; PAF, fator ativador de plaquetas;
PF4, fator plaquetario 4; PSGL - 1, ligante da glicoproteina da selectina P - 1; ; TREM - 1, receptor gatilho
expressos em c¢lulas mieloides.

A sepse ¢ caracteristicamente acompanhada por uma queda na contagem de
plaquetas, refletindo sequestro e consumo no micro trombo, entretanto outros mecanismos

podem contribuir para gravidade e persisténcia da plaquetopenia?>-27-2%,

1.5 A resposta imune das plaquetas e o endotélio vascular na sepse

A quebra da barreira endotelial ¢ um fenomeno crucial na fisiopatogénese da sepse.
A barreira endotelial ¢ mantida pelo citoesqueleto celular, o glicocélix, moléculas de adesao
intracelulares e outras proteinas. Na infeccdo local, leucdcitos e plaquetas aderem a
superficie endotelial e migram para os sitios em que as bactérias estdo se multiplicando. Na

sepse, esse processo ¢ exacerbado contribuindo para a quebra da barreira. Trombina e matriz
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metaloproteinase 1 (MMP1) tém sido implicadas na disfungdo da barreirals. A ativagdo e
adesdo das plaquetas a parede vascular ¢ facilitada por vérias interagdes do receptor com
células endoteliais (Figura 4).

A parede de um vaso inflamado adota um fen6tipo pro-trombotico. A adesdo das
plaquetas ativa as células endoteliais e, juntamente com potentes mediadores inflamatdrios
liberados pelas plaquetas, induz a expressdo de integrinas, moléculas de adesdo e outros
receptores na superficie endotelial, bem como faz com que o endotélio secrete quimiocinas
e outros mediadores. As plaquetas aderidas ao endotélio se ligam aos leucécitos circulantes,
contribuindo para o recrutamento de leucdcitos para o endotélio. Esses mecanismos
amplificam e facilitam o recrutamento de leucocitos € aumentam a inflamagéo®.

A translocagdo de P-selectina e CD40L na superficie das plaquetas, favorece a
interagdo com células imunes e endoteliais promovendo aumento da permeabilidade

vascular, trombose e inflamagdo?%-303!,
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>
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Leucdcito Plaquetas Células endoteliais

Figura 4 - Interagdes das plaquetas no endotélio vascular. A ativacdo e adesdo plaquetaria € facilitada
pela interacdo com varios receptores. O endotélio inflamado adota um fenétipo pro-trombotico e
libera fatores estimuladores e de adesdo. A adesdo das plaquetas ativa células endoteliais e junto com
mediadores inflamatorios liberados pelas plaquetas induzem a expressao de integrinas, moléculas de
adesdo e outros receptores na superficie endotelial com liberagdo de quimiocinas e outros
mediadores. Modificado de van Gils et al*>. MCP-1: proteina quimioatraente de monécitos 1; MTP1-
MMP: membrana tipo 1 da metaloproteinase de matriz; PSGL-1: P-selectina ligante 1; tPA: ativador do
plasminogénio tecidual; uPA: ativador de plasminogénio do tipo uroquinase; uPAR: receptor de uroquinase;
ICAM-1: proteina de adesao intracelular 1; vWF: fator de von Willebrand; ROS: espécies reativas de oxigénio.
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1.6 Biomarcadores da imunidade inata e sepse

Biomarcadores de diferentes vias fisiopatoldgicas da sepse tém sido investigados
para complementar o julgamento clinico e interpretacdo de outros testes diagndsticos e
prognosticos. Assim, alguns biomarcadores ja estdo bem estabelecidos, como procalcitonina
(PCT) e proteina C reativa (PCR) séricas que mostraram valores clinicos diagndsticos
(avaliagdo do risco para infec¢do bacteriana) e prognosticos (dosagens seriadas)**3*. Na SM
na crianca, além da PCT ¢ da PCR, um numero crescente de novos marcadores, entre eles,
citocinas (fator de necrose tumoral (TNF); interleucina (IL) 1Ra; IL-6; IL-10); quimiocinas
(IL-8, MCP-1; MIP-1 alfa; GRO-alfa); marcadores de coagulagdo intravascular disseminada

(CIVD), de plaquetas (sCD40L); genéticos, entre outros, tém sido avaliados®>-3%,
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1.6.1 CD62P

Nas plaquetas em repouso o CD62P é armazenado na membrana de um a-granulo
e torna-se exposto na superficie plaquetaria apos ativacdo. CD62P funciona como molécula
de adesdo e ¢ responsavel pela interacdo da plaqueta com endotélio celular e leucécitos via
interacdo com seu ligante, a PSGL-1, que permite que a plaqueta faga um refinamento nas
suas fungdes?’.

A interagdo inicial da CD62P das plaquetas com clusters de PSGL-1 nos
neutr6filos desempenha um papel central no recrutamento de neutréfilos, ativagdo de MAC-
1 e aLB2 (LFA-1) e formagdo de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs)?% 341 A
ativagdo de MAC-1 também permite a ligacdo direta de plaquetas através de GPIb-a e
indiretamente para GPIIbllla através do fibrinogénio, aumentando adesdo de neutrofilos e
transmigracdo. Essas interagdes estreitam fisicamente a ponte entre os neutréfilos e células

endoteliais e induzem sinalizagdo em neutréfilos promovendo sua adesdo e transmigragdo®®

39,42,43

1.6.2 CD40-CD40L

O CD40, membro da superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral, é
expresso constitutivamente em células B e de forma induzivel nas células T, células
dendriticas, monocitos, plaquetas, macréfagos, células musculares lisas, células endoteliais
e fibroblastos. O gene do CD40 humano tem alta expressdo nas células dendriticas e
intermediarias em células B e nas plaquetas. Sua expressao ¢ regulada por mecanismos
inflamatorios incluindo TNF-q, IL-1, IFN-y, CD40L e outros. De todos, o receptor CD40L
tem mostrado maior afinidade pelo CD40**

As plaquetas liberam aproximadamente 95% do sCD40L circulante e essa citocina

¢ essencial para ativagdo de células imunes. A interag@o de neutrofilos e plaquetas via CD40



13

ativa um ciclo de feedback positivo caracterizado pelo aumento da liberagdo de superoxido
e ROS pelos leucocitos, estimulando a secre¢do de CD40L pelas plaquetas®2%43,

Nas células endoteliais varios mecanismos simultdneos contribuem para o
recrutamento, adesdo e transmigracdo dos leucdcitos nos tecidos inflamados, como

apresentado na figura 5.
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Figura 5. Participagdo da via CD40-CD40L no recrutamento de leucécitos para o sitio da inflamagao.
(1) CD40 expresso nos leucocitos participa do rolamento, adesao e migragdo. (2) CD40 expresso nas
células endoteliais se liga ao sCD40L ou CD40L de membrana e como resultado eles regulam a
expressdo de moléculas de adesdo e secre¢do de quimiocinas e de outros fatores pro-inflamatodrios.
Modificado de Michel ef al. 2017.

CDA40L (soluvel ou de membrana) regula as plaquetas ativadas, interagem com
CDA40 nas células imunes e promovem trombose € inflamagdo?. A expressdo de CD40L nas
plaquetas estimulam as células endoteliais que expressam CD40 a regular positivamente a
E-selectina, molécula de adesdo a células vasculares 1 (VCAMI1) e moléculas de adesdo
intracelulares 1 (ICAM1). Além de promover a secrecao, pelo endotélio, de mediadores pro-
inflamatorios como CCL2 e IL8.

Estudos sobre marcadores da resposta imune inata que possam identificar

precocemente pacientes de alto risco sdo limitados. Apds a revisdo dos descritores da
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literatura nas bases de dados PubMed, SciElo e LILACS (meningococcal infections; sepsis;
immunity, innate; immunity; blood platelets; p-selectin; CD40 Antigens e CD40 ligand) ndo
foram encontrados estudos sobre a importancia das moléculas coestimuladoras CD62P e
CD40 em criancas e adolescentes com sepse meningococica. A hipotese do estudo foi que
as plaquetas tém um papel importante na regulacdo da imunidade inata. O objetivo do estudo
foi avaliar os mecanismos de regulacdo da resposta imune inata através da expressdo de
mediadores inflamatorios relacionados as plaquetas (sCD62P) e ao endotélio vascular

(sCD40) em criangas e adolescentes com sepse meningocdcica.



15

II. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar os mecanismos de regulacdo da resposta imune inata pela expressdo de
mediadores inflamatorios relacionados as plaquetas (sCD62P) e ao endotélio vascular

(sCD40), em criangas e adolescentes com sepse meningocdcica.

2.2 Objetivos especificos

Em criangas e adolescentes com sepse meningocdcica:

e Descrever caracteristicas bioldgicas, clinicas e laboratoriais.

e Determinar as concentragdes séricas de moléculas coestimuladoras da imunidade
inata (sCD40 e sCD62P)

e Avaliar a associagdo entre as moléculas coestimuladoras sCD40 e sCD62P entre
pacientes com sepse meningococica e sepse ndo meningococica.

e Avaliar a associagdo entre as moléculas coestimuladoras sCD40 e sCD62P, e
plaquetopenia nas criangas com sepse meningocdcica.

e Avaliar a correlagdo entre as moléculas coestimuladoras sCD40 e sCD62P.

e Avaliar a correlagdo entre as moléculas coestimuladoras sCD40 e sCD62P com

contagem de plaquetas.
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III. METODOS

3.1 Desenho do estudo
Estudo translacional, observacional, do tipo corte transversal com grupo de

comparag¢do interno.

3.2. Local do estudo

Foram avaliados as criangas ¢ adolescentes da UTIP do HCP, Centro de Referéncia
em Pernambuco para o tratamento de doencas infecto-contagiosas, entre elas a doenca
meningococica. Na urgéncia pediatrica sdo realizados 200 atendimentos por més e na UTIP

uma média de 100 internamentos por ano.

3.3 Periodo do estudo

O estudo foi desenvolvido no periodo de marco de 2015 a outubro de 2020.

3.4 Populacio e amostra do estudo

A populagdo do estudo foi constituida por criangas e adolescentes admitidas na UTIP
do HCP com suspeita de sepse meningocécica com idade entre seis meses a menor de 14
anos durante o periodo de coleta de dados. Além dos pacientes, o grupo de comparagao foi
composto por criancas e/ou adolescentes saudaveis denominadas neste estudo de controles
saudaveis (CS), captados no ambulatério cirtrgico do Hospital Infantil Maria Lucinda
durante a avaliacdo pré-operatoria para realizacao de cirurgias eletivas de pequeno porte.

A amostra foi constituida por criangas e adolescentes com suspeita de SM internadas
na UTIP do HCP durante o periodo de coleta de dados (outubro de 2015 a outubro de 2018).

Devido a auséncia de estudos semelhantes nao foi possivel calcular o tamanho da amostra.
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Dessa forma, por se tratar de estudo exploratorio, foram avaliados todos os pacientes que
preencheram os critérios de elegibilidade durante o periodo destinado a coleta de dados (36

meses). A amostra do grupo CS foi constituido por 15 criangas e/ou adolescentes saudéaveis.

3.5 Critérios de elegibilidade

3.5.1 Critérios de inclusdo dos pacientes
Criancas de seis meses a menores de 14 anos de idade, de ambos os sexos, com suspeita
de sepse meningococica, pelos seguintes critérios:
e Sepse meningocdcica com ou sem meningite: diagnosticada pelos critérios da
Conferéncia de Consenso de Sepse Pediatrica Internacional (Goldstein, 2005) mais
lesdes hemorragicas, na presenca de Neisseria meningitidis em cultura ou reagdo de
polimerase em cadeia (PCR) de sangue ou no liquor sem identificacdo de outro
microorganismo nas culturas. Presenga ou auséncia de aumento de celularidade no LCR
e/ou de sinais meningeos (cefaléia, alteracdo do nivel de consciéncia, positividade de
sinais como rigidez nucal, Kernig, Brudzinski ou Lasegue). Considerou-se critério
clinico-epidemiologico de acordo com o Ministério da Satde do Brasil, a presenga de
sinais e sintomas de doen¢a meningocdcica com a presenca de petéquias ou paciente
que cumpra os critérios de caso suspeito e que apresente historia de vinculo
epidemioldgico com caso confirmado laboratorialmente para N. meningitidis por um
dos exames laboratoriais especificos, mas que nio tenha realizado nenhum deles®.
e Sepse nio meningococica com ou sem meningite (preencheram inicialmente
critérios de inclusido para sepse meningocdcica): mesmos critérios referidos acima
para sepse na presenca de hemocultura ou PCR para outras bactérias que ndo a N

meningitidis.
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3.5.2 Critérios de inclusio dos controles saudaveis
Criangas de seis meses a menores de 14 anos de idade, de ambos os sexos, saudaveis,
sem historia de infec¢@o ou de internamento hospitalar nos tltimos 30 dias.
3.5.3 Critérios de exclusio para pacientes e controles saudaveis
e Uso cronico de drogas imunossupressoras;
e Diagnostico prévio de imunodeficiéncia primaria ou secundaria;
e Diagnostico de sindrome nefrotica;
e Diagnostico de anemia falciforme ou esplenectomizados;
e Diagnostico de neoplasia maligna;
e Diagnostico de diabetes mellitus;
e Pacientes que sofreram parada cardiorrespiratoria e foram submetidos a manobras de
ressuscita¢do cardiopulmonar antes da coleta das amostras.
e Pacientes que receberam transfusdo de plaquetas ou plasma fresco nos tltimos sete
dias.
e Pacientes com meningites secundarias a procedimentos neurocirurgicos, fistulas
liquoéricas, traumatismos cranioencefalicos, dispositivos intracranianos (valvulas de
derivagdo ventriculo-peritoneal) e processos infecciosos contiguos (otomastoidite e

sinusite).

3.6 Procedimentos para captacio e acompanhamento dos participantes

Os participantes foram selecionados, segundo os critérios de elegibilidade, nas
primeiras 24 horas de internamento no HCP. Foi utilizada para a identificacdo e captagao
dos casos uma lista de checagem (APENDICE II) que incluiram os critérios de incluséo e
de exclusdo do estudo. Foi realizado o registro dos participantes de acordo com a data de

entrada em um livro de registro criado para o estudo, no qual foram coletados dados
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referentes aos pacientes pelos pesquisadores envolvidos no estudo. A duragdo de coleta de
dados foi de 36 meses, de outubro de 2015 a outubro de 2018.

A partir da identificagdo dos casos, foi aplicado um formulério para coleta dos dados
criado para a pesquisa (APENDICE III) ap6s assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) pelos responsaveis pelas criangas e adolescentes (APENDICE IV).
A aplicacdo do formulério, a coleta de exames, bem como a conservagao e processamento

das amostras seguiu o fluxograma da pesquisa (vide item 3.7).



3.7 FLUXOGRAMA DE PESQUISA

Pesquisadoras responsaveis: Thaysa Menezes, Maria do Carmo Duarte e Leuridan Torres.

- Critérios de inclusdo: pacientes entre seis meses a menor de 14 anos, de ambos os sexos, com suspeita de sepse meningocdcica com ou sem meningite

internados na UTIP do Hospital Correia Picanco (HCP).

Identificagdo dos casos de sepse meningocdcica em criangas entre 6 meses e menores de 14 anos internadas no HCP

(por busca ativa dos pesquisadores ou quando identificados pelos médicos e enfermeiros do HCP)

Checagem dos critérios de elegibilidade

SIM
I

Aceitam participar da pesquisa (TCLE)

Rejeitam participar da pesquisa

Aplicagao do
formulario

EM TODOS OS PACIENTES*

- Coleta de 4 mL de sangue em tubo com EDTA e 10mL de sangue em tubo
seco nas primeiras 24h pés admissio hospitalar*

Motivos da rejeicao

Centrifugar e apés conservar as amostras no freezer
a-20°C por até 48 horas, levar para o laboratério de pesquisa
translacional e congelar a -70°C.

*A coleta dos espécimes até a 24 hora de admissao no HCP. Exames - sangue: dosagem sanguinea de marcadores inflamatérios de plaquetas e citocinas pro-inflamatorias.

20
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3.8 Fluxograma de captacio dos participantes e controles saudaveis

Identificacdo dos pacientes com suspeita de
sepse meningocdcica na UTIP do HCP
(n=22)

\

Preencheram critérios de elegibilidade?

Identificacdo de criangas
saudaveis no Hospital Infantil
Maria Lucinda elegiveis para
cirurgias eletivas de pequeno

Critérios de elegibilidade?

SIM

!

Autorizagdo e assinatura do TCLE
pelos responsaveis legais

!

Incluidos (n=20)
Coleta de dados clinicos
Coleta de amostra biologica

SM SNM
(n=12) (n = 08)

!

Excluidos (n=2)
Parada cardiaca antes da
coleta =1
Sangue coagulado = 1

v

Autorizagdo e assinatura do TCLE
pelos responsaveis legais e do TALE

CS
(n=15)
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3.9 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do IMIP sob o CAAE 29385614.1.0000.5201 (Anexo II). Todos os participantes
ou responsaveis legais foram esclarecidos acerca dos objetivos, dos métodos e da
importancia do estudo, e a coleta de dados e sangue periférico de cada paciente s6 foi
realizada apds a obtencdo por escrito do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Os controles saudaveis assinaram também o Termo de Assentimento Livre e

Esclarecido (TALE) quando maior de oito anos (APENDICE V).

3.10. Definicao de termos e variaveis

3.10.1 Variaveis demograficas

e Idade: varidvel numérica discreta, expressa em meses € anos, aferida pelo pesquisador
a partir da data de nascimento do documento de identificacdo, registro de nascimento ou
cartdo da crianga, ou por informacdo do acompanhante.

e Peso: varidvel numérica continua, expressa em quilogramas, obtida por afericdo no
momento da internag@o hospitalar.

e Sexo: variavel categorica nominal, dicotomica (masculino/feminino).

3.10.2 Variaveis relacionadas a historia médica atual

e Forma clinica da doenca meningocdcica: varidvel categorica dicotdmica, definida
como sepse com meningite ou sepse sem meningite, obtida pelos pesquisadores através da
andlise do prontuario.

e Sepse nio meningococica: variavel categorica dicotomica, definida como sepse com
meningite ou sepse sem meningite, excluindo a Neisseria meningitidis como etiologia,

obtida pelos pesquisadores através da analise do prontudrio.
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e indice Pediatrico de Mortalidade PIM2: variavel numérica discreta expressa em

pontos, obtida pelos pesquisadores.

e Indice Pediatrico de Mortalidade PRISM 2: variavel numérica discreta expressa em
pontos, obtida pelos pesquisadores.

e Duracao da doenga: varidvel numérica continua expressa em horas, obtida do
prontuario médico.

e Tempo de permanéncia na UTI: varidvel numérica continua expressa em dias, obtido
do prontuario médico.

e Condicdo de saida: varidvel nominal policotdmica (alta/dbito/transferéncia com ou
sem sequela) obtido do prontudrio médico.

e Doenca de base coexistente: variavel categorica nominal obtida pelos pesquisadores
segundo relato dos responsaveis legais do paciente.

¢ Disfuncio organica: variavel categorica nominal, dicotomica (sim/ndo).

3.10.3 Variaveis laboratoriais

e Leucdcitos totais: variavel numérica continua expressa pelo nimero total de leucdcitos
em mm?, obtido através do sistema de diagnéstico laboratorial do HCP ou do prontuario
do paciente.

e Neutroéfilos: varidvel numérica continua expressa pelo nimero total de neutréfilos em
mm?, obtido através do sistema de diagnostico laboratorial do HCP ou do prontuario do
paciente.

e Hemoglobina: varidvel numérica continua expressa pela hemoglobina em g/dl de
sangue, obtido através do sistema de diagnostico laboratorial do HCP ou do prontuario do
paciente.

e Plaquetas: variavel numérica continua expressa em mm?>, obtido através do sistema de

diagnéstico laboratorial do HCP ou do prontuario do paciente.
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e Trombocitopenia: variavel categérica nominal dicotdmica (sim/ndo) quanto a presenca
de contagem de plaquetas inferior a 150.000/mm?, obtida pela pesquisadora através do
sistema de diagnostico laboratorial do HCP ou do prontuario do paciente.

e PCR: variavel numérica continua expressa em mm?, obtido através do sistema de
diagnéstico laboratorial do HCP ou do prontuario do paciente.

e Hemocultura: varidvel categdérica nominal dicotdmica (positiva/negativa), obtida
através do sistema de diagnostico laboratorial do HCP ou do prontuario do paciente.

e Bactéria identificada na hemocultura: variadvel categérica nominal identificada na
hemocultura, resultado obtido através do sistema de diagndstico laboratorial do HCP ou do
prontudrio do paciente.

e Contagem de leucdcitos total no LCR: varidvel numérica continua expressa pelo
nimero total de leucdcitos por mm?® de LCR, resultado obtido através do sistema de
diagnéstico laboratorial do HCP ou do prontuario do paciente.

e Contagem de leucdcitos diferencial no LCR: varidvel numérica continua expressa
pelo namero diferencial de leucdcitos por mm? de LCR, resultado obtido através do sistema
de diagnostico laboratorial do HCP ou do prontudrio do paciente.

e Cultura de LCR: varidvel categorica nominal dicotdmica (positiva/negativa), resultado
obtido através do sistema de diagnostico laboratorial do HCP ou do prontuario do paciente.
e Bactéria identificada na cultura do LCR: variavel categorica nominal identificada na
cultura do LCR, resultado obtido através do sistema de diagnostico laboratorial do HCP ou
do prontuario do paciente.

e Concentracido de sCD62P: varidvel numérica, continua, expressas em ng/ml.

e Concentracio de sCD40: variavel numérica, continua,

expressas em pg/ml.
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3.11 Coleta de sangue:

A amostra de sangue foi coletada pelos pesquisadores ou por técnicos de
laboratdrio do HCP, imediatamente apds inclusdo do paciente no estudo. Um volume de 4
mL de sangue foi colhido em tubo com anticoagulante EDTA e 10 mL em tubo seco, que
foi centrifugado para obtengao do plasma, o qual foi analisado conforme descri¢ao abaixo.
Sempre que possivel, a coleta de sangue foi realizada aproveitando- se 0 momento da coleta
de exames solicitados pela equipe médica acompanhante, a fim de evitar repeticdes de

puncoes.

3.12 Testes laboratoriais
3.12.1 Determinacdo da concentracio de hemoglobina, contagem de leucdcitos,
plaquetas e PCR.

A realizagdo do hemograma completo foi realizada por automacdo no aparelho
ABX Pentra DX 80 (Horiba, Japao) e o PCR no aparelho Vitros 250 (Estados Unidos da
América) do Laboratdrio de Anélises Clinicas, situado no HCP e os resultados obtidos ap6s
consulta em prontuédrio médico.

3.12.2 Dosagem de moléculas coestimuladoras (sCD62P e sCD40)

A dosagem de sCD62P e sCD40 foi realizada por Ensaio imunoenzimatico com
técnica de leitura Humans sCD62P Platinum ELISA e o Humans sCD40 Platinum
ELISA, Kit (eBioscience, USA), respectivamente, para a detec¢do quantitativa de sCD62P
e sCDA40 soluveis no plasma dos pacientes e controles saudaveis, conforme instrugdes dos
fabricantes.

Ap6s a obtengdo do plasma pobre em plaquetas (PPP) e dilui¢ao 1:2 das amostras e
controles, 100 pL dos anticorpos de captura especificos anti-sCD40 e anti-sCD62P foram

adicionadas a placa de ELISA e incubados a temperatura ambiente (TA) “overnight”. Apds
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incubag¢do, 100 pL das amostras foram pipetadas e, posteriormente conjugadas aos
anticorpos anti-humanos de detec¢ao, tanto nas dilui¢des da curva como no plasma controle
dos kits. A seguir adicionou-se 100 pL de substrato capaz de produzir uma coloragdo
proporcional a quantidade de sCD40 e sCD62P presentes no plasma dos pacientes e
controles. A leitura das absorbancias foi realizada em um comprimento de onda de 450
nm. Os valores foram expressos em pg/dl e ng/mL respectivamente para sCD40 e sCD62P,

sendo o limite de detecg@o do kit 1,3pgdl para o CD40 e 0,20ng/dl para sCD62P.

3.13 Coleta de dados e controle de qualidade das informacées

Os pacientes foram identificados pelos médicos e enfermeiras plantonistas da
Emergéncia e da UTIP do HCP, previamente cientes do estudo. A pesquisadora principal
entrou em contato com os pais/responsaveis legais pelas criangas e adolescentes e aqueles
que aceitaram participar do estudo, assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (APENDICE 1V). Em seguida, os responsaveis pelas criangas responderam a
um instrumento padronizado de coleta de dados pra a pesquisa (APENDICE III). Apés o
preenchimento dos formulérios, estes foram revisados, um a um, pela pesquisadora principal
a fim de detectar eventuais falhas ou omissdes para que pudessem ser corrigidas.

Os questionarios foram numerados e correlacionados com a numeragdo das amostras,
visando-se a acuracia dos dados. Desta forma, todas as amostras de sangue foram rotuladas
e receberam um numero sequenciado. Estas foram centrifugadas e estocadas em freezer a -
20° por até 48 horas ap0s coleta no laboratorio do HCP e em seguida mantidas congeladas
a -80°C até serem analisadas no Laboratério de Pesquisa Translacional do IMIP. As boas

praticas de seguranca clinicas e laboratoriais foram seguidas.
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3.14 Processamento e analise dos dados

Na andlise descritiva dos dados, os resultados sdo apresentados em forma de tabela
de distribuicao de frequéncia absoluta e relativa. As varidveis categéricas foram expressas
como numeros absolutos e percentuais e as variaveis numéricas pelas medidas de tendéncia
central e de dispersao, ou seja, média + desvio padrao (DP), em casos de distribui¢do normal,
ou mediana com intervalo e intervalo de interquartil (IIQ), em caso de distribuicdo ndo

normal.

Para verificar a existéncia de associa¢do entre varidveis categoricas utilizou-se o
Teste de Qui-Quadrado ou Teste Exato de Fisher quando pertinente. Para as varidveis
numéricas foi inicialmente aplicado teste de normalidade Shapiro-Wilk. Testes ndo
paramétricos foram usados para comparar variaveis numéricas com distribui¢do nao normal
entre trés grupos ou mais (Teste de Kruskal-Wallis) e em dois grupos (Teste de Mann-
Whitney). Coeficiente de Spearman (ndo normal) foi usado para realizar correlagdo e
interpretado da seguinte forma: 0,00 a 0,30 desprezivel; 0,30 a 0,50 baixo; 0,50 a 0,70
moderado; 0,70 a 0,90 alto e 0,90 a 1,00 muito alto. Significancia estatistica foi definida
como p < 0,05. Os dados foram analisados nos Softwares Excel 2010 e GraphPad Prism v8.2

(GraphPad Software, San Diego, CA).
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V. RESULTADOS
Os resultados estdo apresentados no formato de artigo cientificos. O primeiro artigo

originou-se do projeto de pesquisa original.

4.1 Artigo 1

Tipo: Original article

Dysregulation of the innate immune response in meningococcal sepsis in children and
adolescents: an essential role of platelets (sCD62p) and vascular endothelium (sCD40)
soluble mediators

Autores: Thaysa M.G.A.L. Menezes, Maria do Carmo M.B. Duarte, Leuridan C. Torres.
Revista: Pediatric Critical Care Medicine PedCCM (ISSN 1529-7537)

Fator de impacto (2019): 2.854

Situacdo: submetido
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ABSTRACT

Objectives: to evaluate mechanisms of dysregulation of innate immune response by
expression of platelet-related inflammatory mediators (sCD62P) and vascular (sCD40) in
children with meningococcal sepsis (MS).

Design: a cross-sectional study with comparison group.

Setting: Pediatric Emergency unit of the Hospital Correia Picango (HCP) and at the
Translational Research Laboratory of the Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando
Figueira (IMIP), Recife, Brazil.

Patients: children and adolescents between six months and 14 years (n=35) were included
in the study, divided into three groups: meningococcal sepsis with or without meningitis
(MS; n=12), non-meningococcal sepsis (NMS; n=8), and clinically healthy children
undergoing minor abdominal surgeries, and were called healthy control (HC; n=15).
Measurements and Main Results: high levels of sCD40 in patients with MS compared the
NMS and HC groups (p<0.001). High levels of sCD62P were found in patients with MS and
NMS compared to the HC group (p=0.010 and p=0.002, respectively). In patients with MS,
sCDA40, and sCD62P levels were elevated in the thrombocytopenia group compared to the
group without thrombocytopenia (p<0.048). In the correlation analysis of patients in the MS
group, a moderate correlation was observed between sCD40L and sCD62P levels (1=0.556,
p=0.007). There was no correlation between platelet levels versus sCD40 and platelet levels
versus sSCD62P. Mortality at 28 days was 25% in both sepsis groups.

Conclusions: MS presents dysregulation of the innate immune response, represented by
high levels of platelet activation mediator (sCD62P) and vascular endothelium (sCD40).

These molecules may be useful as early biological markers in severe sepsis/septic shock.
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1 INTRODUCTION

Several proteins in the form of membrane receptors or soluble in plasma have been
investigated in patients with the chronic inflammatory process, especially autoimmune
diseases and cancer, and acute infectious diseases, as well as sepsis. Some of these proteins
are regulators of the immune system and are part of the immune checkpoint molecules (1-
6).

One of the immune checkpoint molecules is the CD40, and its activation occurs
through CD40 ligand (CD40L). CD40 and CD40L receptors are present in the cell
membrane, and in the soluble form called soluble CD40 (sCD40) and soluble CD40L
(sCD40L). CD40L is expressed on the platelet surface and induces the extrinsic coagulation
cascade, activates dendritic cells, B cells, and T lymphocytes (3, 4, 7). -Immune response
activation by mediators secreted of activated platelets has been related to morbidity and
mortality in cardiovascular diseases, severe infections, autoimmune and autoinflammatory
diseases, and cancer (8-12).

Activated platelets can release approximately 95% of circulating sCD40L. sCD40L is
an essential cytokine for activation of immune cells (13), and some receptors express in the
platelet membrane play a fundamental role in sepsis. These receptors in platelets can trigger
activation, recruitment, adhesion, transmigration, thrombus formation, and stability vascular
(4, 8, 14, 15). The cellular interactions are established through adhesion molecules, such as
P-selectin (CD62P), which play an essential role in innate immunity stimulating the release
growth factors and inflammatory mediators by platelets (8, 14, 15).

Severe bacterial sepsis remains a public health challenge due to its high morbidity and
mortality. Sepsis is a heterogeneous and life-threatening syndrome caused by the
dysregulation of the immune system (6). Meningococcal sepsis (MS) is rapidly progressive,

and death may occur a few hours after the onset of symptoms (16).



32

Despite advances in understanding the pathophysiology of meningococcal septic
shock, studies on the mechanisms that trigger the onset of the fulminant course in MS are
limited (17). Therefore, early identification of patients at high risk of death or severe disease
an early stage of the disease is essential to define a personalized and aggressive clinical
treatment (16).

Some proteins are already well established to assess the risk of bacterial infection and
are predictive of prognosis, such as pro-calcitonin (PCT) and C-reactive protein (CRP) (18).
Furthermore, the findings of new immune response proteins, such as cytokines and
chemokines, intravascular coagulation markers, and platelet mediators were investigated
(16, 17, 19, 20).

We hypothesis that platelets play an essential role in regulating the immune system
and that changes in the mechanisms involved in platelet activation may be present in

morbidity and mortality in MS.

2 METHODS

2.1 Study design and ethical aspects

A cross-sectional and exploratory study carried out in the pediatric emergency service
of the Hospital Correia Picango (HCP) and in the Translational Research Laboratory of the
Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP), Recife, Brazil, from october
2015 to october 2018. Research Ethics Committees approved the research. All parents of
children agreed to participate of this study and signed the Informed Consent Form.

2.2 Participants

In this study, a total of 35 children aged six months and 14 years were evaluated. The
patients were distributed into three groups, a) children with meningococcal sepsis with or

without meningitis (MS, n=12); b) children with non-meningococcal sepsis (NMS, n=8),
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and c) healthy children recruited preoperatively from small abdominal surgeries, called the
healthy control group (HC, n=15).

We included children with severe sepsis (organic dysfunction associated with sepsis)
or septic shock (severe sepsis with cardiovascular dysfunction) (21, 22). Diagnosis of
meningococcal sepsis was based on microbiological confirmation of Neisseria
meningitidis infection by blood or liquor culture, or reverse polymerase chain reaction -
PCR, in addition to the presence of hemorrhagic lesions on the skin or mucous.

Non-meningococcal sepsis was considered when microbiological confirmation for
microorganisms other than Neisseria meningitidis in the presence or absence of hemorrhagic
lesions. Were excluded children with a clinical history of immunodeficiency, meningitis
secondary to neurosurgical procedures, and contiguous infectious processes (otomastoiditis
and sinusitis).

The trained research team interviewed parents or legal guardians and followed
patients daily to the hospital discharge outcome using a standardized form. The variables
evaluated were: demographic (age), the duration (in hours) of disease onset to hospital
admission, risk of death measured by Pediatric Mortality Index II (PIM II) and Pediatric
Mortality Risk II (PRISM II) (23,24), septic shock, length of stay an intensive care unit
(ICU) in days and mortality. Hematological parameters of the blood (numbers of leukocytes,
neutrophils, monocytes, platelets, and hemoglobin concentration), and C-reactive protein
(CRP) were also analyzed.

2.3 Blood collection and sample processing

A volume of 4 mL of whole blood was collected from patients and healthy controls in
tubes with ethylenediaminetetraacetic acid anticoagulant (EDTA - BD Vacutainer) and 10ml
in tube without substrate in the first 24 hours of hospitalization and kept at 40C for a

maximum of one hour.
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For soluble analyses of sCD40L and sCD62P, whole blood was centrifuged at 300 G
for 5 minutes at a temperature of 4 °C to obtain platelet-rich plasma. Subsequently, plasma
was separated into aliquots of 1 mL and centrifuged at 14.000 G for 10 minutes to obtain
platelet-poor plasma. Aliquots of 500 pL stored in microtubes were made frozen in a freezer
at 800C negative until the Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) was performed.

2.4 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

In platelet-poor plasma samples, sCD40 and sCD62P concentrations were measured
by the ELISA technique. The ELISA kits used were Human CD40/TNFRSF5 DuoSet Elisa
Kit and Human P-Selectin/CD62P DuoSet Elisa Kit (R&D, Minneapolis, MN. The USA).
To perform the sCD40 and sCD62P dosages, the kits manual was followed, as recommended
by the manufacturer. According to the manufacturer’s information, “The limit of detection
of soluble human CD40 defined as the analyte concentration resulting in a significant
absorption higher that was determined to be 1.3 pg/mL; and of detection of human P-selectin
was determined to be 0.20 ng/mL”.

2.5 Statistics Analyses

Categorical variables were expressed in absolute numbers and percentages. The
continuous variables were presented in the median and interquartile interval (IQ) because
they had non-normal distribution according to the Shapiro-Wilk normality test. The chi-
square test and Fischer’s exact test were used to compare categorical variables.
Subsequently, nonparametric tests were used to compare three groups (Kruskal-Wallis) and
two groups (Mann-Whitney). Spearman’s nonparametric test evaluated the correlation
between the variables. The correlation coefficient (r) was interpreted as: 0.00-0.30
insignificant; 0.30-0.50 low; 0.50-0.70 moderate; 0.70-0.90 high and 0.90-1.0 extremely

high (25). The significance statistic was defined with a value of p < 0.05. Data analysis was
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performed using GraphPad Prism v8.2 (GraphPad Software, San Diego, CA). Samples with

undetectable values were excluded from the analysis.

3 RESULTS

3.1 Clinical Variables

Clinical variables of patients (n=20) and healthy individuals (n=15) are presented in
table 1. Regarding the clinical variables, the duration (in hours) of disease onset to hospital
admission in the NMS group compared to the MS group (p=0.02). Time between admission
and blood sample was less than four hours. There was a higher number of septic shocks in
the group of patients with MS (p=0.03). Mortality at 28 days was 25% in both groups. In the
MS group, there were three deaths from septic shock in the < 8 hours of hospitalization. In
the NMS, we observed a child with brain hernia within five days of hospitalization and a
child who evolved to refractory septic shock, evolving to death within three days after
hospitalization.

3.2 Hematologic Variables

Hematological variables during hospitalization are presented in table 2. The
concentrations of leukocytes and neutrophils were higher in the NMS group than group HC
(p=0.004 and p=0.001, respectively). Low platelet and hemoglobin levels in MS compared
to CS (p<0.001 and p<0.001, respectively). The presence of thrombocytopenia was observed
in 83% (< 150 x 103/uL) in MS patients and 25% in the NMS group (p<0.0001). Five
children with MS had platelet levels < 100 x 103/uL (42%), and three of the five children

evolved to death, and their platelet levels were 32 x 10°/uL, 21 x 10°/uL, and 83 x 10°/uL.

3.3 Soluble levels of sCD40 and sCD62P



36

Patients with MS had median concentration of 415 pg/dl (IQR25.75=324-510) of sCD40
and NMS patients had median of 195 pg/dl (IQR2s5.75=155-235). Patients with MS had
median concentration of 479 ng/dl (IQR25.75=364-714) of sCD62P and NMS patients had
median of 347 ng/dl (IQR»5.75=170-534).

3.4 Analyses of soluble levels of sCD40 and sCD62P in the blood

High levels of sCD40 in patients with MS compared with the SNM and HC groups
(p<0.0001). There was no significant difference between the groups of patients with NMS
and HC (Figure 1).

High levels of sCD62p were found in the groups of patients with MS and the NMS
compared to group CS (p=0.010 and p=0.002, respectively). There was no significant
difference between the MS and NMS groups (Figure 1B).

In patients with MS, sCD40, and sCD62p levels were elevated in the group with
thrombocytopenia (< 150 x 10°/uL) compared to the group without thrombocytopenia (>
150 x 10%/uL; p<0.048; Figure 2).

In the correlation analysis of patients in the MS group, a moderate correlation was
observed between sCD40L and sCD62p levels (r=0.556, p=0.007). There was no correlation

between platelet level versus sCD40 and platelet level versus sCD62p (Figure 3).

4 DISCUSSION

This study investigated dysregulation mechanisms of the innate immune response by
expressing soluble inflammatory mediators related to platelets and vascular endothelium in
a homogeneous group of children with MS. Data show that patients with SM present
dysregulation of the inflammatory cascade, characterized by high sCD62p and sCD40 levels.
Among patients in the MS group, thrombocytopenia was significantly associated with higher

levels of these mediators, with a moderate positive correlation.
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Studies on platelet function in the innate immune response to an infectious agent in
children are scarce, especially in specific pathogen sepsis (20). In inflammatory and
infectious conditions, platelets interact with pathogens and immune cells through their
surface receptors (26-28). Platelets form complexes with neutrophils to potentiate their
effects and bacterial clearance. Platelets interact with neutrophils through multiple receptors,
including CD62P and CD40L, expressed on activated platelets’ surface. These interactions
promote reactive oxygen species production, forming extracellular neutrophil traps (NETs)
with pathogen capture and death, adhesion, transmigration to the inflammatory site, and
neutrophil granulation. Activated platelets also release microbicide proteins and secrete large
amounts of chemokines that potentiate the process (14, 29, 30).

sCD62P and sCD40L molecules have been considered markers of platelet activation
in sepsis (5, 8, 28). Platelet-neutrophil interactions are predominantly established by the
CD62p binding of platelets activated with their PSGL1 in neutrophils and vascular
endothelium and responsible for forming the platelet aggregate leukocytes at the beginning
of the process of molecular binding to activated vascular endothelium (8, 14, 15). In the
present study, higher levels of sSCD62P were found in children with MS and NMS. Data were
like those found in adult patients with sepsis (5, 31, 32). A study with 89 adults showed
higher sCD62P levels in septic patients than non-septic patients and better prognostic
accuracy of sCD62P and procalcitonin than C-reactive protein (31). Another study analyzed
nine soluble markers in adults with sepsis and found that CD62P did not differ among the
groups with Gram-negative, Gram-positive, and fungal bloodstream infection (33). In
children with bacterial sepsis, we did not find studies with sCD62P.

During acute infection, immune dysregulation may promote platelet hyper-stimulation
or exhaustion of the immune response (9). In the present study, MS patients with

thrombocytopenia had significantly higher levels of sCD40 and sCD62P mediators.
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Experimental studies in mice have shown that thrombocytopenia in sepsis is associated with
increased platelet aggregate in neutrophils, reducing free platelets in the blood (34, 35). A
study involving 227 children with the invasive meningococcal disease showed that the
platelet-neutrophil product at hospital admission was associated with a higher risk of death
(36).

An analysis carried out with 163 children showed that thrombocytopenia an
independent risk factor for death caused by meningococcal sepsis with or without meningitis
(37). Higher sCD40 levels in patients in the MS group compared to those of the NMS and
HC groups in this study can be explained by the mechanism of immune regulation of the
CD40/CDA40L interaction of the innate immune response. CD40 is found in large numbers
in the vascular endothelium. It is considered an inflammatory activation molecule, but when
secreted, it regulates the inflammatory process (regulating molecule) by blocking the
interaction of SCD40L to the vascular endothelium, decreasing platelet activation (28).

sCD40 occupies the cleft of its ligand, sCD40L, not letting the platelets activate the
vascular endothelium, thus demonstrating the importance of double signaling in the
regulatory effect of platelets (28). A study with 57 children with MS, of which 15 were
severe, found high levels of sCD40L, but not associated with the severity of
thrombocytopenia (20). In children with bacterial sepsis, we did not find studies evaluating
the importance of sCD40.

The present study showed that the activation mechanisms of co-stimulating molecules
sCD40 and sCD62P are correlated. Platelets release sCD40L promote activation of
endothelial cells by CD40 increases surface expression of adhesion molecules that interact
with sCD62P, and both induce the production of cytokines. The reciprocal action of platelets
and endothelial cells amplifies inflammation at sites of infection. Platelets also have a barrier

function to try to maintain vascular integrity (9, 14).
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MS is a severe systemic disease with significant vascular impairment and damage
(vasodilation, increased vascular permeability, and hypovolemia) with increased cleavage
of the CD40 molecule expression in the vascular endothelium. It is hypothesized that this
cleavage is due to the activation of neutrophils by platelets aggregates in the vascular
endothelium, leading to an increase of sCD40 and other soluble mediators produced in this

phase. This phenomenon occurs by dysregulating the innate immune response.

5 CONCLUSIONS

The present study shows that children and adolescents with MS present a dysregulation
of the innate immune response, represented by the high levels of platelet activation mediators
(sCD62p) and vascular endothelium (sCD40). These molecules may be useful as early

biomarkers in severe sepsis and septic shock.
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Table 1. Clinical and laboratory characteristics of children and adolescents with

meningococcal sepsis, non-meningococcal sepsis, and healthy controls.

MS (n=12) NMS@=8) HC (n=15)
Variables
median (IQR) median IQR) median (IQR) p-value
73 105 61 .
Age (months) (32.5-125.0) (70-135.0) @46.7-121.0) %40
Disease duration (hours) (13 224; 4.0) (22 54318 0) NA 0.02"
Risk of Death
23,9 1.4 b
PRISM I (13-64.0) (0.8-54.0) NA 025
33,7 8.7 b
PIM 2 (7.0- 91.0) (3.3-77.0) NA 0.20
90 46 b
CRP (mg/L) (78.0-189.0)  (21.0-115.0) NA 0.34
Hemorrhagic injuries N (%) N (%) 0.14°
Yes 12 (100%) 6 (66.6%) NA
No 0 (0%) 2 (33.3%)
Septic shock N (%) N (%) 0.03°
Yes 8 (66.6%) 1 (12.5%) NA
No 4 (33.3%) 7 (87.5%)

MS: meningococcal sepsis with or without meningitis; NMS: non-meningococcal sepsis; HC: healthy
control; NA: Not applicable. CRP: C Reactive protein. *Mann Whitney test; *Fisher's exact test. Considered
significant p<0.05. PIM paediatric index of mortality, PRISM pediatric risk of mortality.
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Table 2. Hematologic variables of children and adolescents with meningococcal sepsis, non-

meningococcal sepsis, and healthy controls.

MS (A) NMS (B) HC (O)
Groups n=12 n=8 n=15 AvsB AvsC BvsC
. . . p- p- p-
Median (IQR) Median (IQR) Median (IQR) value  value  value
14.6 22.6 7.6
3
Leukocytes (10°/pL) (5.9-24.4) (16.7-27.5) (6.4-9.5) 0.83 0.2 0.004
Neutrophils 100L) 35" 77 (9301 (3'24;36.1) 043 007  0.001
3 0.3 0.7 0.5
Monocytes (10°/pL) (0.06 - 0.9) 04-1.1) (04-0.6) 0.18 0.87 0.91
110 242 338
3
Platelets (10°/pL) (33 - 210) (75 - 333) (308 - 365) 0.35 0.001 0.11
. 9.9 10.9 12.4
Hemoglobin (g/dL) (9.1-11.2) (9.7 - 12.6) (11.6-12.8) 0.38 0.001 0.22

MS: meningococcal sepsis with or without meningitis; NMS: non-meningococcal sepsis; HC: healthy control;
Kruskal-Wallis test. Considered significant p<0.05.
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Figure 1 - Soluble levels sCD40 and sCD62p in children with meningococcal sepsis (MS),

non-meningococcal sepsis (NMS), and in healthy control (HC).
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Figure 2- Soluble levels of sCD40 and SCD 62p in patients with and without
thrombocytopenia (< 150 x 103/uL).
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Figure 3- Correlation analysis of between sCD40 versus sCD62p, platelets count (x 10°/uL)

versus sSCD40 and sCD62p levels of patients with meningococcal sepsis.
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V. CONCLUSAO

5.1 Importancia do estudo e aplicabilidade

5.1.1 Estudos sobre a patogénese das infecgdes bacterianas agudas graves em criangas e
adolescentes sdo de grande relevancia devido a elevada morbidade e mortalidade de tais
infeccgoes, particularmente em paises pobres e em desenvolvimento.

5.1.2 Mediadores inflamatorios medeiam diversas etapas da resposta imune do hospedeiro
e, portanto, um maior conhecimento sobre a expressao delas durante a sepse na crianga pode
contribuir com informagdes para preencher uma lacuna do conhecimento cientifico, até
entdo, pouco investigada.

5.1.3 O primeiro artigo mostra que criancas com SM apresentam desregulacdo da resposta
imune inata, representada pelos elevados niveis de mediadores da ativagdo plaquetaria
(sCD62P) e endotélio vascular (sCD40). Essas moléculas tém potencial para serem uteis
como biomarcadores precoces na sepse grave e choque séptico.

5.1.4 No segundo artigo, relatamos 11 casos de criangas com apresentacao de uma sindrome
rara e grave, a MIS-C associada a COVID 19. A letalidade encontrada foi elevada em
comparagdo a dos paises desenvolvidos. Ressalta-se que durante a pandemia de COVID-19
em regides com recursos limitados, a suspeita clinica de uma condi¢do ameagadora de vida
como a MIS-C se faz soberana para garantir manuseio e a terapéutica imediatos e adequados.
Mais estudos sdo necessarios para estabelecer o tratamento ideal de acordo com fenotipos

da MIS-C.
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5.2 Impacto institucional

O presente estudo teve uma abordagem de pesquisa translacional, colocando a
bancada do laboratério a servigo das perguntas clinico-epidemiologicas, proporcionando
aproximacao entre a bancada e a beira do leito além da ampliacdo da formag¢ao da doutoranda
com a vivéncia em laboratorio de pesquisa. Adicionalmente, contribuiu para fortalecer a
linha de pesquisa “Estudos clinicos, epidemioldgicos e translacionais das doengas

infecciosas na infancia e adolescéncia”.

5.3 Recomendacées para a pesquisa

Estudos futuros devem aprofundar o conhecimento sobre o tema através da inclusao
de maior nimero de pacientes. Dosagens seriadas dessas e de outras moléculas
coestimuladoras da imunidade inata podem identificar precocemente os pacientes de alto

risco.
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Introduction

The pandemic of respiratory syndrome related to coronavirus 2 (SARS-CoV-2), causing
COVID-19, started in China at the end of 2019 and rapidly spread all over the world.
Children and adolescents affected by COVID-19 in the acute phase in less than 6% of all
cases, and the lethality is lower than 0.1%!2. MIS-C is a severe multi-system
inflammatory syndrome which affects children and is constituted by three different
phenotypes?®. This study describes the first cases of MIS-C in Recife, Brazil, one of the

disease’s epicenters, during the SARS-COV-2 pandemic.

Methods

This series of cases included 11 children (age <14 years); hospitalized in Prof. Fernando
Figueira Institute of Integrative Medicine (IMIP) and Correia Picango Hospital (HCP), in
Recife, Northeast of Brazil, between April 30, 2020 and August 27, 2020; and that fulfilled
CDC criteria for MIS-C*, Patients performed reverse transcription polymerase chain reaction
(RT-PCR) of oro-nasopharyngeal swab for SARS-CoV-2, Charité protocol: SARS-CoV-2
(E/P1) from Bio-Manguinhos/Fiocruz and serology for IgM and IgG antibodies against
SARS-CoV-2 (Novel Coronavirus [2019-nCoV] IgG/IgM Test Kit [Colloidal gold]). We
reported patient’s characteristics: biological, clinical, hematological, of image, inflammatory

markers and therapies in hospital admission. All patients provided written consent.

Results

Eleven patients were admitted (six girls, mean age, 7 years [variation, 1-13 years]) fulfilled
eligibility criteria for MIS-C. According to Godfred-Cato et al’: class 1=9 82%); class 2

and 3, both 1. According to CDC#, 10 (91%) children had laboratorial evidence for SARS-
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CoV-2 and on child, epidemiological criteria. Characteristics of patients are described in
Table 1. All patients were previously healthy (except patient 2 who was obese), and 100%
of cases had fever for more than 3 days. Gastrointestinal manifestations were present in ten
(91%) children (abdominal pain, n=9). Mucocutaneous findings were observed in 10
(91%) children (rash, n=10; conjunctivitis, n=5). Seven (64%) presented interstitial
infiltrates on chest x-ray. It was visualized ground-glass consolidation in computed chest
tomography of three patients (1, 5 and 11) of the four submitted to the examination. High
CRP and LDH levels seen in all children; D-dimer (6/6 tested) and troponin (6/9 tested).
Lymphocytopenia < 1,500 in 4/11 cases. Echocardiogram with Doppler was executed in
five patients, of which two (3 and 5) showed left ventricular ejection fraction (EF) < 55%
and one (11) coronary dilatation. Ten (91%) children received corticoids
(methylprednisolone = 2mg/kg/day [9 cases] and hydrocortisone = 100 mg/ m*/day [1
case]) and seven (63%) received human immunoglobulin (2g/kg). Only 1 patient used
anticoagulant [patient5]. Nine (82%) children were admitted in ICU, ten (91%) children
received support from vasopressor drugs and five (45,5%) were submitted to mechanical
ventilation. The mortality was of 18%, case 1 was shocked when admitted in hospital and
case 2 had quickly worsened in the first 6 hours and died with 24 hours of admission,

without access to ICU due to vacancy unavailability.

Discussion

This study describes a series with 11 children and adolescents previously healthy who
developed MIS-C, according to CDC* criteria, in Brazil, one of the COVID-19 pandemic
epicenters. Nine children presented in admission a phenotype of higher severity with at
least six affected organs/systems (class 1) and one of them did not have access to ICU.

Patients who received intravenous immunoglobulin rapidly got better, which differs from
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other studies®>. The mortality was high, contradicting that related in developed countries
(around 2%)*>¢ .Our study had a small amount of patients and the majority of children
presented shock. We highlight that during COVID-19 pandemic, in regions with limited
resources, the clinical suspicion of a life-threatening condition such as MIS-C is crucial to
ensure immediate and adequate management and therapy. More studies will be necessary

to establish the ideal treatment according to MIS-C phenotypes.
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Patient 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Age (years) 7 11 3 1 13 5 5 9 9 9 7
Weight (kilograms) 47 62 16.6 11.7 33 15 14 22 38 40 21
Sex Male Female Female Female Male Male Female Male Female Female Male
Fever and other symptoms
Abdominal pain Yes Yes Yes No Yes Yes Yes Yes No Yes Yes
diarrhea Yes No No No No Yes No Yes Yes No No
vomit No Yes No No No No No No Yes No No
conjunctival hyperemia Yes Yes Yes Yes No No No Yes No No No
periorbital edema No No Yes Yes No No Yes No No No No
Rash Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes No
odynophagia No No No No No No No No Yes No No
cough No No No No No No No Yes No No No
dyspnea No No No No No Yes Yes No No Yes Yes
oliguria Yes No No No No No No No No No No
Comorbidities - obesity - - - - - - - - -
Laboratory* and
radiological characteristics
Leukocytes (mm3) 16,700 11,800 13,400 23,200 8,800 16,000 11,400 15,520 10,400 24,290 5,000
Typical and atypical
lymphocytes (mm3) 5,010/0 1,180/0 2,010/0 14,012/0 264/0 1,600/0 2,166/0 1,086/0 1,664/0 5,100/485 850/0
EI;tae)lets (150,000-450,000 156,000/ 56,000/ 140,000/ 177,000/ 43,000/ 206,000/ 63,000/ 86,000/ 86,00/ 100,00/
98,000 188,000 530,000 | 1,139,000 330,000 129,000 403,000 182,000 452,000 499,000 647,000
Albumin (3.5-5 g/dL) 1.86 4.05 2.53 3.02 2.67 2.1 29 2.63 2.77 26 26
CRP (<5 mglL) >160 >160 >160 >160 234 161 7 62 256 75 146
ESR (<10 mm) - 66 59 36 - - - - - - -
D-Dimer (<500 ng/dL) - - - - 3,140 > 4,000 2,680 3,650 2,420 - 2,370
Ferritin (22-322 ng/mL) >1.650 - 434 195 - - 529 1113 - - -
Troponin (<0.016 ng/mL)***** 0.19 4.07 0.018 0.024 0.044 - 54.7 <40 0.273 <40 -
LDH (125-220 UL) 383 311 366 575 228 259 558 550 241 3,820 514
CPK (30-200 U/L) 101 506 37 - 20 - - 323 - 668 -
Urea (10-36 mg/dL) 124 32 30 25 16.3 294 35 32.7 48 135
Creatinine (0.7-1.5 mg/dL) 25 0.85 0.43 0.51 0.3 - 0.3 04 04 0.9 0.2
INR/EA (0.8-1.2/70-100%) 1.25/71 1.38/73 1.15/80 1.24/99 1.26/69 1/91 1/101 1/98 1.13/82 1.2/70 1/96
SARS-CoV-2 RT-PCR non- non- non- non- non- non- non-
reactive reactive reactive reactive reactive non-reactive reactive reactive reactive reactive non-reactive
lgG/IgM SARS-CoV-2 ECr ++ +- +- +- ++ +H+ +HH+ +/ undone undone ++
Blood culture R Neg™** Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Chest X-ray Interstitial
infiltrate,
congestion
increased Interstiti
cardiac al Interstitial increased Interstitial Interstitial Interstitial Interstitial increased
area Normal infiltrate Normal infiltrate cardiac area infiltrate infiltrate infiltrate infiltrate cardiac area
Tomography chest (ground Bilateral
glass consolidations) pleural
Yes - - Yes - effusion - - Yes
Echocardiogram (EFLV) i coronary
- 52% - 51% - Normal - Normal - dilatation
Length of stay (days) 2 1 9 10 12 11 6 10 3 16 8
Godfred-Cato et al', Class 1 1 1 3 2 1 1 1 1 1 1
Treatment
Immunoglobulin No No Yes No Yes Yes Yes Yes Yes No Yes
Corticoid Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes No Yes
Inotropes/vassopressor Yes Yes Yes No Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
Mechanical ventilation Yes Yes No No Yes No No Yes No Yes No
Pediatric ICU No
(no
Yes vacancy) Yes No Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
Death Yes Yes No No No No No No No No No

CRP = C-reactive protein. ESR = erythrocyte sedimentation rate. LDH = lactic dehydrogenase. CPK = creatine phosphokinase. INR/EA = international normalized ratio / enzyme activity. SARS-
CoV-2 reverse transcriptase-polymerase chain reaction RT-PCR = severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 real time reverse-transcriptase polymerase chain reaction. PNM = Pneumonia.
LVEF: left ventricular ejection fraction. *Laboratory: references values ** Platelets: minor and maximum value. ***Neg = negative. ****Troponin: patients 7,8 and 10 normal reference value < 40.
*****Echo 15 days after discharge.****** Epidemiological criteria.
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APENDICE 11
LISTA DE CHECAGEM (Pacientes com sepse meningocdcica)

Nome Registro [TTTT]

CRITERIOS DE INCLUSAO

[ |Meningite Meningocécica

[ ]Sepse Meningocdcica sem Meningite

[ ] Sepse Meningococica com Meningite

CRITERIOS DE EXCLUSAO

[ ]Uso cronico de droga imunossupressora

[ ] Diagnéstico prévio de imunodeficiéncia priméria ou secundéria

[] Diagnéstico de sindrome nefrética

[] Diagnéstico de anemia falciforme

[ ] Paciente esplenectomizado

[ ] Diagnéstico de neoplasia maligna

[ ] Diagnostico de diabetes mellitus

[] Paciente que sofreu parada cardiorrespiratéria e reanimacio cardiorrespiratoria antes da
coleta das amostras

[] Paciente transfundido com plasma fresco ou concentrado de plaquetas nos ultimos 7 dias
[ ] Paciente com meningite secundaria a procedimento neurocirtrgicos, fistulas liquéricas,
trauma craneo-encefalico, dispositivo intracraniano ou processo infeccioso contiguo
CONCLUSAO

[] Elegivel [ ] Nao elegivel

SE ELEGIVEL, CONCORDA EM PARTICIPAR? [ ] Sim [ ] Nzo
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LISTA DE CHECAGEM (pacientes do controle saudavel)

Nome Registro [TTTT]

CRITERIOS DE INCLUSAO

[ ] Auséncia de infeccdo nos tltimos 30 dias

[ ] Auséncia de internamento hospitalar nos tltimos 30 dias

CRITERIOS DE EXCLUSAO

[ ] Uso cronico de droga imunossupressora

[] Diagnostico prévio de imunodeficiéncia primaria ou secundaria

[ ] Diagnostico de sindrome nefrotica

[ ] Diagnéstico de anemia falciforme

[ ] Paciente esplenectomizado

[ ] Diagnéstico de neoplasia maligna

[ ] Diagnostico de diabetes mellitus

[] Paciente que sofreu parada cardiorrespiratéria e reanimacio cardiorrespiratoria antes da
coleta das amostras

[] Paciente transfundido com plasma fresco ou concentrado de plaquetas nos ultimos

7 dias

[ ] Paciente com meningite secundaria a procedimento neurocirurgico, fistulas liquoricas,
trauma craneo-encefalico, dispositivo intracraniano ou processo infeccioso contiguo
CONCLUSAO

[ ] Elegivel [ ] Nzo elegivel

SE ELEGIVEL, CONCORDA EM PARTICIPAR? [ ]Sim [] Nio
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APENDICE III -FORMULARIO DE PESQUISA

Mediadores inflamatorios de plaquetas na doen¢a meningocdcica

FORMULARIO N° [ [ ] NUM [ ][]

Responsavel pelo preenchimento:

Dados gerais

Data de admiss€10| || || | | | |H0ra__:_Registr0 INCLU I:l:”:l:”:l:'

Nome

Endereco completo:

Ponto de referéncia:

Nome do responsavel e telefones para contato:

Data de nascimento I:l:":l:‘ I:":'
ode [T 1 e AR
SEXO [ ]

ENFA []
utl [ ]

Sexo (Masc 1; Fem 2)|:|
Internamento na enfermaria (Sim=1, Nao=2) I:I

Internamento na UTI (Sim=1,Nao=2) |:|

Histéria médica pregressa

. . COMORB
Comorbidades (especificar)

Diagnostico Clinico

mv [

smm ]
v L

1. Meningite |:|
2. Sepse com meningite |:|

3. Sepse sem meningite |:|

Exame fisico na admissao

reso JOOO0 & peso LTI
Estatura |:| |:| |:| cm EST I:' I:”:‘
Tempo de duracdo da doenga |:| I:”:‘ TEMPO |:| |:||:|

PIM2 PIM ]
Escore de Glasgow para Doenga meningocdcica EGDM

Descrigao das lesdes hemorragicas

LESOES [ ]

Choque (hipotensdo arterial) (Sim=1, Nao=2) [_] CHOQUE [ ]
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Distirbios metabélicos (Sim=1, Nio=2) L]
Se sim, especificar

Disturbios acidobasico (Sim=1, Nao=2) |:|
Se sim, especificar

A amostra laboratorial de sangue foi
coletada? (Sim=1, Nao=2)

A amostra laboratorial de LCR foi coletada?
(Sim=1, Nao=2) |:|

DM |:|

DAB []

SANGUE [

LCR []

Seguimento do paciente hospitalizado (1° exame)

Hemoglobina g% N° leucdcitos 2%
N° plaquetas mm?

PCR mg/dL.  LCR

Contagem absoluta de neutrofilos HH H H |:|
Contagem de neutro6filos imaturos

Ecocardiograma

Disfuncdo organica durante hospitalizagdo (Sim=1, Nao=2)
Se sim especificar

Disfuncdo orgénica na alta (Sim=1, Nao=2)
Se sim especificar

Presenca de infecg@o hospitalar (Sim=1,Nao=2, ndo conhecido=3)
Tempo de permanéncia na UTI em dias

Data da alta hospitalar

Estado da saida (alta=1, 6bito=2, transferéncia=3)

Diagnostico(s) na alta

Critério de fechamento do caso (NEPI):

nes LI [

teuc [T T[]
PLAQ HEEE

PCR
NEUT LCR |
NEUT S |

IMATUROS S [ [ L 1]
EcoFe [ ]

DISF HOSP [

DISF ALTA [

IRAS D

PERM [
DATAALTAL T T [ T T |

SAIDA ]
DIAG FINAL

NEPI

Mediadores inflamatorios soluveis (pg/ml)

sCD40

sCD62P
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APENDICE IV
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PACIENTES)

INSTITUTO DE MEDICINA INTEGRAL PROF. FERNANDO FIGUEIRA (IMIP)

Gostariamos de convidar seu(sua) filho(a) para participar de nossa pesquisa. Para isso,
precisamos dos seguintes dados:

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ....cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiene SEXO: M U0 FU
DATA NASCIMENTO. ........ . fovee.

TELEFONE: DDD (............ ) N

1. TiTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: ESTUDO DO PAPEL DOS MEDIADORES
INFLAMATORIOS DE  PLAQUETAS NA IMUNOPATOGENESE DA  DOENCA
MENINGOCOCICA INVASIVA

2. PESQUISADORES RESPONSAVEIS: CARGO/FUNCAO:

Dra. Thaysa Maria Gama Albuquerque Ledio de Menezes — Cardiologista Pediatrica do PROCAPE e Hospital
Esperanga, intensivista pediatrica do Hospital Esperanca e HCP; mestrado em Satde da Crianga e Adolescente
pela UFPE.

Dr. Igor Paiva de Souza — Médico pediatra e residente da cirurgia cardiovascular do IMIP

Dra. Leuridan Cavalcante Torres — Pesquisadora do Laboratoério de Pesquisa Translacional do IMIP

Dra. Maria do Carmo Menezes Bezerra Duarte — Intensivista pediatrica, coordenadora da UTI pediatrica do
Hospital Esperanga; docente pesquisadora do IMIP.

3. UNIDADE: Laboratorio de Pesquisa Translacional do IMIP
4. PESQUISADORES COLABORADORES:
5. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA: ) )
SEM RISCO RISCO MINIMO X RISCO MEDIO
RISCO BAIXO RISCO MAIOR
6. DURACAO DA PESQUISA: 24 meses
7. Gostariamos de convidar seu filho(a) a participar de nossa pesquisa.
8. Justificativa: Existem evidéncias de que as plaquetas tém um papel fundamental na defesa do organismo.
Mas, ainda ndo se conhece exatamente qual o papel dessas células durante a meningite e infec¢do por todo

corpo. Por isso, vamos estudar substancias produzidas pelas plaquetas.

9. O objetivo deste trabalho ¢ avaliar a presenca de substincias produzidas pelas plaquetas durante a meningite
e infecgdo por todo corpo.

10. Os testes laboratoriais serdo realizados em amostras de sangue coletadas na rotina de acompanhamento dos
pacientes.

11. A analise da amostra de LCR que ¢ um liquido presente no canal da coluna sera realizada apenas quando
for coletada amostra deste liquido pelos médicos para exames de rotina na avaliagdo do paciente com suspeita
de meningite. Nao sera realizada coleta do liquido da coluna exclusivamente para os testes laboratoriais
vinculados ao presente projeto.
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12. Existe um risco baixo para o participante de pesquisa. O mesmo que o risco que pode ocorrer com uma
coleta de sangue na veia e de liquido da coluna. Ou seja, a coleta de sangue podera provocar uma pequena
mancha vermelha ou roxa no local da picada da agulha que desaparece com alguns dias.

13. Nao existe beneficio direto para a pessoa convidada. A pesquisa vai ajudar a esclarecer presenga de
substancias produzidas pelas plaquetas durante a meningite e infec¢ao por todo corpo.

14. Os pesquisadores envolvidos com este projeto estarfo disponiveis para esclarecer as diividas que surgirdo
durante o desenvolvimento do estudo. Os principais investigadores sdo Dr. Igor Paiva de Souza, Dra. Leuridan
Cavalcante Torres e Dra. Maria do Carmo Menezes Bezerra Duarte que sdao encontrados no Instituto de
Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP), na Rua dos Coelhos, 300, Boa Vista (Telefone: (81)
99216231 ou 21225655).

Se vocé tiver alguma consideragio ou diivida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos do IMIP (CEP-IMIP) que tem como objetivo defender os interesses dos
participantes, respeitando seus direito e contribuir para o desenvolvimento da pesquisa desde que atenda as
condutas éticas. O CEP-IMIP esta situadonaRua dos Coelhos, 300, Boa Vista. Diretoria de Pesquisa, Prédio
Administrativo Orlando Onofre, 1° Andar = tel: 2122-4756 — Email: comitedeetica@imip.org .br. O CEP/IMIP
funciona de 2% a 6° feira, nos seguintes horarios: 07:00 as 11:30 hs (manha) e 13:30 as 16:00 hs (tarde).

15. Os convidados poderdo desistir de fazer parte da pesquisa a qualquer momento.
16. Nao serdo divulgados os nomes dos convidados.
17. Os convidados poderdo ser informados dos resultados obtidos nos testes laboratoriais.

18. Os convidados ndo terdo nenhum custo pessoal durante a realizagdo do trabalho, incluindo exames e
consultas. Nao havera compensagdo financeira para os participantes.

19. Em caso de dano fisico, diretamente causado pela coleta de sangue da veia, o convidado tem o direito a
tratamento médico e hospitalar no Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira — IMIP.

20. Os pesquisadores deste trabalho se comprometem a utilizar os dados e o material coletado somente para
esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim,
descrevendo o objetivo e os testes laboratoriais que serdo realizados neste trabalho. Ficaram claros para mim
quais sdo os objetivos do estudo, os testes laboratoriais que serdo realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que meu filho (a) ou
convidado estd isento de despesas e que tem a garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo voluntariamente que meu/minha filho(a) participe deste estudo e poderei retirar o meu consentimento
a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizos ou perda de qualquer beneficio
que eu possa ter adquirido ou no atendimento neste servigo.

Assinatura do participante ou responsavel legal.

Assinatura da testemunha

Recife, 20

Assinatura da testemunha
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido do paciente ou

representante legal para participagdo neste Estudo.
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Recife, de 20

Dra. Maria do Carmo Duarte (Pesquisador)

Dra. Thaysa Maria Gama Albuquerque Ledo de Menezes
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (CONVIDADO)

1. NOME DO CONVIDADO. ..ot
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° & ...ooooviiiiiiecieeeeeeeeeee SEXO: F

DATA NASCIMENTO. ........ VN [via

ENDERECO .....coviiiiiiieeceeeteeeeeeeeeeeee e J\ APTO:
BAIRRO: ..o CIDADE...........
WCEP,

TELEFONE:(............ ) ettt et et et eteeeaaeeraan

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: ESTUDO DO PAPEL DOS
MEDIADORES INFLAMA’I:(')RIOS DE PLAQUETAS NA IMUNOPATOGENESE
DA DOENCA MENINGOCOCICA INVASIVA

2. PESQUISADORES RESPONSAVEIS: CARGO/FUNCAO:

Dra. Thaysa Menezes - Cardiologista Pediatrica do PROCAPE e Hospital Esperanca,
intensivista pediatrica do Hospital Esperanga ¢ HCP; mestrado em Saude da Crianca e
Adolescente pela UFPE.

Dra. Leuridan Cavalcante Torres — Pesquisadora do Laboratorio de Pesquisa Translacional do
IMIP

Dra. Maria do Carmo Menezes Bezerra Duarte — Intensivista pediatrica, coordenadora da UTI
pediatrica do Hospital Esperanga; docente pesquisadora do IMIP.

3. UNIDADE: Laboratorio de Pesquisa Translacional do IMIP

4. PESQUISADORES COLABORADORES:
Dr. Igor Paiva de Souza — Médico pediatra e residente da cirurgia cardiovascular do IMIP

5. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO [ RISCOMINIMO X RISCO MEDIO [
RISCO BAIXO [ RISCO MAIOR [

6. DURACAO DA PESQUISA: 24 meses

7. Gostariamos de convida-la a participar de nossa pesquisa.

8. Justificativa: Existem evidéncias de que as plaquetas tém um papel fundamental na
defesa do organismo. Mas, ainda ndo se conhece exatamente qual o papel dessas células
durante a meningite e infec¢do por todo corpo. Por isso, vamos estudar substancias

produzidas pelas plaquetas.

9. O objetivo deste trabalho ¢ avaliar a presenga de substancias produzidas pelas plaquetas
durante a meningite e infec¢do por todo corpo.

10. Os testes laboratoriais serdo realizados em amostras de sangue coletadas na veia durante
o processo de anestesia que acontece antes da cirurgia.
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11. Existe um risco minimo para o participante de pesquisa. O mesmo risco que pode ocorrer
com uma coleta de sangue na veia. Ou seja, a coleta poderd provocar uma mancha vermelha
ou roxa no local da picada da agulha.

12. Nao existe beneficio direto para a pessoa convidada.

13. Os pesquisadores envolvidos com este projeto estario disponiveis para esclarecer
as duavidas que surgirio durante o desenvolvimento do estudo. Os principais
investigadores sao Dr. Igor Paiva de Souza, Dra. Leuridan Cavalcante Torres e Dra.
Maria do Carmo Menezes Bezerra Duarte que sdo encontrados no Instituto de Medicina
Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP), na Rua dos Coelhos, 300, Boa Vista (Telefone: (81)
99216231 ou 21225655).

Se vocé tiver alguma consideracido ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do IMIP (CEP-IMIP)
que tem como objetivo defender os interesses dos participantes, respeitando seus
direito e contribuir para o desenvolvimento da pesquisa desde que atenda as condutas
éticas. O CEP-IMIP esta situadonaRua dos Coelhos, 300, Boa Vista. Diretoria de Pesquisa,
Prédio Administrativo Orlando Onofre, 1° Andar = tel: 2122-4756 - Email:
comitedeetica@imip.org .br. O CEP/IMIP funciona de 2% a 6 feira, nos seguintes horarios:
07:00 as 11:30 hs (manha) ¢ 13:30 as 16:00 hs (tarde).

14. Os convidados poderdo desistir de fazer parte da pesquisa.
15. Nao serdo divulgados os nomes dos convidados.
16. Os convidados poderao ser informados dos resultados obtidos nos testes laboratoriais.

17. Os convidados ndo terdo nenhum custo pessoal durante a realiza¢ao do trabalho,
incluindo exames e consultas. Nao havera compensacao financeira para os participantes.

18. Em caso de dano fisico, diretamente causado pela coleta de sangue na veia, o
convidado tem o direito a tratamento médico no Instituto de Medicina Integral Prof.
Fernando Figueira — IMIP.

19. Os pesquisadores deste trabalho se comprometem a utilizar os dados e o material
coletado somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o objetivo e os testes laboratoriais que serdo realizados neste
trabalho. Ficaram claros para mim quais sdo os objetivos do estudo, os testes laboratoriais
que serdo realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a convidada esta isento de despesas
e que tem a garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizos ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido ou no atendimento neste servigo.

Assinatura do participante ou responsavel legal.
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Assinatura da testemunha

Recife, 20

Dra. Maria do Carmo Duarte e Dr. Thaysa Menezes
(Pesquisadoras)



APENDICE V — TEMO DE ASSENTIMENTO PARA PACIENTES
SAUDAVEIS

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TALE) PARA PACIENTES SAUDAVEIS (IDADE DE 8 A
14 ANOS)

Vocé esta sendo convidado para participar da nossa pesquisa. Seus pais
permitiram que vocé participasse, mas vocé nao precisa participar se nao
quiser, é um direito seu e nao tem nenhum problema se desistir.

Para isso, precisamos dos seguintes dados:
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NOME DO PACIENTE

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° SEXO: M/F
DATA DE NASCIMENTO

ENDERECO N°___ APTO

BAIRRO CIDADE

CEP TELEFONE (__ )

TITULO DO PROJETO: AVALIACAO DE MECANISMOS DE
ESTIMULACAO E INIBICAO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR EM
CRIANCAS E ADOLESCENTES COM DOENCA MENINGOCOCICA
INVASIVA.

PESQUISADORES RESPONSAVEIS:

Dra. Manuela Guimaraes Clemente — Médica Intensivista Pediatrica do Hospital
Esperanca, IMIP e HCP; Médica diarista da UTI Pediatrica do HOF.

Dr. Moacir Batista Juca — Médico Infectologista do HCP; Coordenador da CCIH
do HAM e Hospital Esperanca; Professor da disciplina de Doencas Infecciosas e
Parasitarias do Curso de medicina da Uninassau.

Dra. Thaysa Menezes - Cardiologista Pediitrica do PROCAPE e Hospital
Esperanga, intensivista pediatrica do Hospital Esperanca e HCP; mestrado em Saude
da Crianga e Adolescente pela UFPE

Dra. Leuridan Cavalcante Torres — Pesquisadora do Laboratério de Pesquisa

Translacional do IMIP

Dra. Maria do Carmo Menezes Bezerra Duarte — Intensivista pediatrica,
coordenadora da UTI pediatrica do Hospital Esperanga; docente pesquisadora do
IMIP.



Nesta pesquisa pretendemos entender como as defesas do nosso corpo
funcionam quando temos meningite e infecgdo no corpo todo. O motivo que nos leva
a estudar esse assunto é porque ndo conhecemos como isso acontece nessas doengas,
principalmente nas criancas e adolescentes. Para esta pesquisa adotaremos of(s)
seguinte(s) procedimento(s): nds vamos fazer um exame de sangue junto com os
exames que seu médico vai pedir para poder operar vocé. Para diminuir a sensa¢do de
dor vamos passar uma pomade anestésica no local antes da pung¢do. Também pedimos
sua autorizac¢do para ter acesso as informacdes do

seu prontuario médico quando necessario.

Para participar desta pesquisa, o responsavel por vocé deverd autorizar e
assinar um termo de consentimento. Vocé ndo tera nenhum gasto, nem recebera
qualquer ajuda financeira. Vocé serd esclarecido (a) sobre suas duvidas e estara livre
para participar ou ndo. O responsavel por vocé podera retirar o consentimento ou
interromper a sua participagao a qualquer momento. A sua participagao é
voluntdria e a recusa em participar ndo levara a nenhuma modificagdo em seu
tratamento. O pesquisador ird tratar a sua identidade com padrdes profissionais
de sigilo. Vocé nao sera identificado em nenhuma publicagao.

Os riscos envolvidos na pesquisa sdo baixos, consistem em dor pela picada da
agulha e possivel aparecimento de mancha vermelha ou roxa no lugar da picada, que
desaparece rapido. A pesquisa contribuira para conhecermos melhor essas doencas e
podermos melhorar o tratamento de outras criangas e adolescentes como vocé.

Os resultados estardo a sua disposi¢cdo quando finalizada. Seu nome ou o
material que indique sua participagdo ndo serd liberado sem a permissdo do
responsavel por vocé. Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo
arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 anos, e apos esse
tempo serdo destruidos. Este termo de consentimento encontra-se impresso em
duas vias originais: sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel,
e a outra sera fornecida a voce.

Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de
sigilo, atendendo a legislagdo brasileira (Resolugdo N2 466/12 do Conselho
Nacional de Saude), utilizando as informac¢des somente para os fins académicos
e cientificos. Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos dessa
pesquisa, vocé poderd consultar o Comité de Etica em Pesquisa do IMIP, que fica

na Rua dos Coelhos, no 300, Boa Vista. Diretoria de Pesquisa do IMIP, Prédio
Administrativo Orlando Onofre, 10 Andar tel: 2122-4756

— Email: comitedeetica@imip.org.br.
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Eu, , portador (a) do

documento de Identidade (se ja tiver documento), fui

informado (a) dos objetivos da presente pesquisa, de maneira clara e detalhada e



esclareci minhas davidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas
informagdes, e o0 meu responsavel poderd modificar a decisdo de participar se
assim o desejar. Tendo o consentimento do meu responsavel ja assinado, declaro
que concordo em participar dessa pesquisa. Recebi o termo de assentimento e me
foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Recife, de de 20

73

Assinatura do Menor Assinatura do Pesquisador



APENDICE IV Termo Consentimento Livre e Esclarecido

(Responsavel legal de crianca e adolescente - menores de 18 anos)

A COVID-19 ¢ uma doenca nova que pode afetar a todos, por esse motivo, o

(a) menor sob
sua responsabilidade, estd sendo convidado para ser participante da pesquisa
denominada “Caracteristicas clinicas, imunologicas, exames

laboratoriais/imagem e terapéuticas de criancas com sindrome inflamatoria
multissistémica por COVID-19”. Para que vocé possa decidir se ele (a) deva
participar ou ndo, precisa conhecer os beneficios, os riscos e as consequéncias da
participacdo do (a) menor.

Este documento ¢ chamado de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) e tem esse nome porque vocé s6 deve aceitar a participacao do (a) menor, na
pesquisa, depois de ter lido e entendido este documento. Leia as informagdes com
atencao e converse com o pesquisador responsavel e/ou com a equipe da pesquisa
sobre quaisquer duvidas que vocé tenha. Caso haja alguma palavra ou frase que vocé
ndo entenda, converse com a pessoa responsavel por obter este consentimento, para
mais esclarecimentos. Caso prefira, converse com os seus familiares, amigos e com
a equipe médica antes de tomar uma decisdo. Se vocé tiver diividas depois de ler estas
informacdes, entre em contato com o pesquisador responsavel.

Apos receber todas as informagdes e/ou o esclarecimento de suas duvidas,
caso queira participar, vocé poderd fornecer seu consentimento, rubricando e/ou
assinando todas as paginas deste Termo, em duas vias (uma do pesquisador
responsavel e outra do participante da pesquisa). Esta pesquisa sera realizada no
Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP) e no Hospital Correia
Picango (HCP).

O objetivo principal deste estudo ¢ avaliar caracteristicas clinicas,
imunologicas, exames laboratoriais/imagem e terapéuticas de criangas com sindrome
inflamatdria multissistémica pelo novo coronavirus (COVID-19).

Para participar do estudo, solicitaremos para que o (a) senhor(a) responda um
questionario e que depois possamos coletar amostra de secre¢ao da oro/nasofaringe
de seu (sua) filho (a) e de sangue de sua crianca/adolescente para realizagdo de exames
que possam explicar o por que em algumas criangas/adolescentes a doenga pelo
COVID-19 pode ser tao grave.

Se vocé concordar com a participacdo do (a) menor no estudo, nds iremos
coletar um pouco de sangue (aproximadamente 4ml) de alguma veia do brago (ou
equivalente) para pesquisa de imunidade contra o virus. O exame de sangue ¢
parecido com qualquer exame de rotina, que o (a) menor pode ter feito para avaliar
se tem ou ndo anemia ou diabetes, por exemplo. Na coleta de sangue o (a) menor
podera sentir um pequeno desconforto no lugar da picada da agulha e, depois desse
exame, podera ficar com uma pequena marca roxa neste local. A marca roxa no local
pode ocorrer devido ao extravasamento de sangue para o tecido sob a pele, durante
ou apos a coleta. Por isso orientamos apds a coleta de sangue que ele (a) evite
dobrar o brago. Nas primeiras 24 horas, pode-se utilizar compressa fria no local,
como bolsa de agua gelada ou gelo enrolado em toalha, para ajudar a reduzir a mancha
roxa e a dor local.

O exame para detectar o virus da COVID-19 ¢ feito com a secre¢do
respiratoria. Na coleta sera utilizado swabs (cotonetes com hastes grandes) que sao
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delicadamente inseridos no nariz e na garganta do(a) menor. Durante a coleta o(a)
menor podera sentir um leve desconforto, como vontade de espirar, nduseas e
lacrimejar os olhos, que desaparecem apo6s coleta. Ainda em pouquissimos casos pode
ocorrer sangramento no nariz, que pode ser resolvido com o movimento de abaixar a
cabeca para frente e manter o nariz pressionado entre os dedos indicador e polegar
durante 5 minutos. Além disso, para diminuir estes problemas, as pessoas
responsaveis pela coleta sdo experientes e bem treinadas. Também serdo utilizados
equipamentos adequados e seguros para coleta dos exames. Os profissionais
utilizardo equipamentos para evitar a transmissdo de doencas, como luvas, mascara,
avental, gorro e 6culos. Para a realizagao dos exames laboratoriais no (a) menor, vocé
deverd também dar o seu consentimento. As amostras laboratoriais armazenadas
serdo utilizadas para os fins previstos neste termo e enquanto durar o presente estudo,
e, caso voce autorize, a amostra de sangue e de secrecdo da oro/nasofaringe do (a)
menor sera armazenada no banco de amostras do IMIP para fins de pesquisas
aprovadas futuramente por Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos.
Solicitamos também a sua permissdo para podermos consultar o prontuario de sua
crianca/adolescente caso seja necessario.
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Se vocé autorizar a participacdo do (a) menor nesta pesquisa, as informagdes sobre a

saude dele (a) e seus dados pessoais serdo mantidas de maneira confidencial e
sigilosa. O nome dele (a) ndo sera relacionado as respostas do questionario, mas
serd relacionado aos resultados dos testes para que, se necessario, profissionais
possam oferecer assisténcia a satide. Assim, os dados do (a) menor serdo utilizados
depois de anonimizados (ou seja, sem sua identificacdo). Apenas os pesquisadores
autorizados terdo acesso aos dados individuais e os resultados de exames. Mesmo
que estes dados sejam utilizados para propositos de divulgagdo e/ou publicacdo
cientifica, a identidade do deu filho (a) permanecera em segredo.

Os resultados estardo a sua disposicao quando finalizada. Se algum teste de
imunidade for alterado, o (a) senhor(a) recebera todas as orientagdes, assim como,
sera assegurado a ele (a) 0 acesso a rede de assisténcia do Sistema Unico de Saude
para receber acompanhamento gratuito. Além disso, os resultados dessa pesquisa
poderdo beneficiar a outras criancas/adolescentes com sindrome inflamatoria
multissistémica pelo COVID.

A participacdo do (a) menor ¢ voluntdria e sua recusa em autorizar esta
participagdo ndo acarretara quaisquer penalidades. Vocé poderd retirar seu
consentimento a qualquer momento do estudo sem qualquer prejuizo. Em caso de
vocé decidir interromper a participagdo do(a) menor na pesquisa, a equipe de
pesquisadores deve ser comunicada e a coleta de dados relativos a pesquisa sera
imediatamente interrompida.

A pessoa responsavel pela obtengdo deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido lhe explicou claramente o conteudo destas informagdes e se colocou a
disposigdo para responder as suas perguntas sempre que tiver novas duvidas.

Em qualquer fase da pesquisa, vocé€ podera esclarecer suas duvidas e ter
acesso aos seus resultados, podendo entrar em contato com os responsaveis pela
pesquisa: Dra. Maria do Carmo Menezes Bezerra Duarte, no telefone: (81)
987821193; Dra. Paula Diniz, no telefone: (81) 997721000; Dra. Maria Julia
Gongalves de Mello, no telefone: (81) 987393427; Dra. Thaysa Maria Gama
Albuquerque Leao de Menezes, no telefone: (81) 991614589; Dr. Mozart Julio
Tabosa Sales, no telefone (81) 2122-4100.



CONSENTIMENTO

Li as informagdes acima e entendi o objetivo do estudo. Ficaram claros para
mim quais sdo os procedimentos a serem realizados, riscos, beneficios e a garantia
de esclarecimentos permanentes.

Ficou claro também que a participagdo do (a) menor € isenta de despesas e
que eu terei a garantia de acesso aos dados e de esclarecimento de dividas a qualquer
tempo.

Entendo que o nome do (a) menor ndo serd publicado e que sera assegurado
seu anonimato.

Concordo voluntariamente com a participacdao do (a) menor nesta pesquisa €
poderemos retirar o consentimento a qualquer momento, sem penalidade ou prejuizo
ou perda de qualquer beneficio que o(a) menor possa ter adquirido.

() Eu CONCORDO que o (a) menor participe desta pesquisa; e AUTORIZO que as
amostras coletadas sejam depositadas e armazenadas no banco de amostras do IMIP
para utilizagdo em novas pesquisas; sendo que toda nova pesquisa a ser realizada com
o material armazenado sera submetida a aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa
institucional e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa; e que
para utilizacdo do material armazenado, a cada pesquisa, eu deverei assinar um novo
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
ou
() Eu CONCORDO que o (a) menor participe desta pesquisa € AUTORIZO que as
amostras coletadas sejam depositadas, armazenadas e utilizadas para realizagao dos
exames previstos nesta pesquisa. NAO AUTORIZO o uso do material coletado em
investigacoes futuras.

Eu, _ por
intermédio deste, concedo livremente meu consentimento para participagdo do (a)
menor nesta pesquisa.

Assinatura do responsavel
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Assinatura da Testemunha Imparcial (quando aplicavel)

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes desta pesquisa ao
responsavel do menor indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir o mesmo.

Nome e Assinatura do Responsavel pela obtencdo do TCLE (12 Via Entrevistador/Pesquisador;

22 Via Voluntario(a))

Data / /
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ANEXO I

Defini¢des de sindrome de resposta inflamatdria sistémica, infec¢ao, sepse grave e choque

séptico

SIRS?
Presenca de pelo menos dois dos quatro seguintes critérios, nos quais um deve ser
temperatura anormal e contagem de leucdcitos:

e Temperatura corporal ® > 38,5°C ou < 36°C

e Taquicardia, definida como frequéncia cardiaca(FC) >2 desvios padrao acima do
normal na auséncia de estimulo externo, drogas de uso crénico ou estimulo
doloroso; ou por outro lado elevagdo persistente acima de um periodo de 0,5 a 4
horas ou para criangas abaixo de um ano: bradicardia, definida como FC <
percentil 10 para idade na auséncia de estimulo vagal externo, drogas f-
bloqueadoras ou doenga cardiaca congénita; ou de outra forma depressao
persistente por um periodo maior que 0,5h.

e Frequéncia respiratoria média > dois desvios padroes acima do normal para idade
ou ventilagdo mecéanica por processo agudo, ndo relacionado com doenga
neuromuscular ou recebimento de anestesia geral.

e Contagem de leucdcitos elevada ou diminuida para idade (ndo secundaria a
leucopenia induzida por quimioterapia) ou >10% de neutrofilos imaturos.

INFECCAO

Suspeita ou comprovada (por cultura positiva ou teste de reagdo de polimerase em cadeia)
infec¢do causada por um patdégeno OU sindrome clinica com alta probabilidade de
infeccdo. Evidéncia de infec¢do incluem achados positivos no exame clinico, de imagem
ou testes laboratoriais (exemplo — células brancas em fluido corporal normalmente estéril,
radiografia toracica compativel com pneumonia, rash petequial ou purplireo ou purpura
fulminante).

SEPSE

SIRS na presenca ou como resultado de infec¢@o suspeita ou comprovada.

SEPSE GRAVE

Sepse mais um dos seguintes: disfungdo cardiovascular ou insuficiéncia respiratoria aguda
ou duas ou mais outras disfun¢des organicas

CHOQUE SEPTICO



Sepse e disfuncdo organica cardiovascular
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SINAIS VITAIS IDADE ESPECIFICA

Frequéncia cardiaca/ Frequéncia Contagem de Pressdo
Idade bpm Respiratoria leucocitos sistolica
ipm Leuc x 103/mm mmHg
Taquicardia
bradicardia
0 dias a uma semana >180 <100 >50 >34 <65
1 semana a 1 més > 180 <100 >40 >19,50u<5 <75
1 mésa 1l ano >180 <90 >34 >17,5 ou<5 <100
2-5 anos >140 NA >22 >15,5ou <5 <94
6-12 anos >130 NA >18 >13,50u<4,5 <105
13 a<18 anos >110 NA >14 >11 ou<4,5 <117

NA —Nao se aplica



DISFUNGAO CARDIOVASCULAR cvC
DIAGNOSTICO:apesar da administragdo em bolo de SF > 40 ml/Kg em 1 hora
[11 principal ou [ 2 secundérios

PRINCIPAL SECUNDARIO
[Jqueda da PA abaixo do percentil 5 | [Jacidose metabdlica inexplicada (déficit > 5
para a idade ou mEq/L)

- 2 DP abaixo do normal para a | [Jaumento do lactato arterial superior a 2 x
idade limite normal
[Inecessidade de drogas vasoativas | [1debito urinario < 0,5 ml/Kg/H
para manter PA normal (dopa ou | Cltempo de preenchimento capilar > 5
dobuta> 5ug/Kg/min, epinefrina ou | segundos
noradrenalina em qualquer dose) [ldiferenga entre temperatura central e

periférica > 3° C

DISFUNGAO RESPIRATORIA RPR
DIAGNOSTICO:[IPa0, / Fi0, < 300 na auséncia de cardiopatia cianogénica ou doenca
pulmonar crénica
(um dos citados)] PaCO,> 65 ou 20 mm Hg acima da PaCO;basal
[] Necessidade comprovada ouFiO2> 50% para manter saturagdo >92%
[J Necessidade ndo eletiva de ventilagdo invasiva ou néo invasiva (paciente em POI que
desenvolve processo inflamatorio ou infeccioso que impede a extubagao)
SDRA/’SARA” = Pa0, / FiO, < 200 + estabelecimento agudo + infiltrados bilaterais sem
sinais de IC esquerda
LPA (lesdo pulmonar aguda) = mesma defini¢do que SARA com Pa0O, / FiO, < 300
DISFUNGAO NEUROLOGICA NEU
DIAGNOSTICO: ] Escala de Coma de Glasgow (ECG)< 11
(um dos citados)C] mudanga aguda do estado neurolégico ou queda da ECG > 3 em
relagao ao anterior
DISFUNGAO HEMATOLOGICA HEM
DIAGNOSTICO:[1 plaquetas < 80.000
(um dos citados)[] plaquetas com queda superior a 50% em relagéo a maior contagem
dos ultimos 3 dias (doentes
cronicos hematolégicos ou oncolégicos)
OINR>2
DISFUNGAO RENAL REN
(um dos citados) creatinina sérica superior a 2 vezes o normal para a idade
[lcreatinina sérica superior a 2 vezes o basal para o paciente
DISFUNGAO HEPATICA HEP

(um dos citados) bilirrubina sérica> 4 mg% (n&o valido para RN)
[alanina transaminase > normal para idade
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ANEXO II — Carta de aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa

INSTITUTO DE MEDICINA

[P 'NTEGRALPROFESSOR W
FERNANDO FIGUEIRA -

I PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DO PAPEL DOS MEDIADORES INFLAMATORIOS DE PLAQUETAS NA

IMUNOPATOGENESE DA DOENGCA MENINGOCOCICA INVASIVA
Pesquisador: LEURIDAN CAVALCANTE TORRES
Area Tematica:
Versdo: 2
CAAE: 29385614 1.0000 5201
InsStuiclo Proponente: instiuto de Medicing Integral Professor Femando Figuera - INIP/FE
Patrocinader Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER
Nassaro do Parecer: 2518638

Agresentacdo do Projeto:

Adequada

Objetive da Pesquisa

Avaliar o papel de mediadores de plaguetas
Avaliagio dos Riscos ¢ Beneficios:

Adequados
Comantirios ¢ Consideragdes sobwe a Pesquisa:
pesQuGa relevanie

Consideragdes scbre o5 Termos de agresentacho obrigatdria:
adoquados

Condlusdes ou Pendincias ¢ Lista de Inadeguacdes:
Emenda aceia ¢ aprovada

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

[ Tipo Documento | Agavo [ Possagem | Ator

| Stuagso]

Endersgo:  Fua dos Coslhes, 300

Dabro: Dos Vista CEP: =poT0-220
ur: Pt Nenicpic RECFE
Teletose: (2129224756 Fax BIR1224702 Coralt comedestca@ems orp

Pagen ilew 2
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Assinado por:
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Endersgo:  Fua dos Coslhes, 200

Oakra: Doa Vista
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Teletone: (0121224750

Fax PIRI224702

(Coordenador)
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ANEXO III — Carta de anuéncia do HCP

SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DE PERNAMDUCO -
GOVERNO DO ESTADO HOSPITAL CORREIA PICANCO

DE PERNAMBUCO

Recife, 15 de outubro de 2015.

CARTA DE ANUENCIA

Declaramos que anuimos com a realizagd da pesquisa intitulada
“Perfil das Moléculas Coestimuladoras da Sepse Meningocbcica.” sob a
orientadora Prof* D', Mana do Carmo Menezes Bezerra Duarte, com
participagio das pesquisadoras Leuridan Torres ¢ Thaysa Mania Gama
Albuquerque LeSo de Menczes com o compromisso dos autores de divulgar o
nome do Hospital nos resultados da pesquisa, assim como, fornecer uma copia do
estudo para nossa instituigdo ao final do mesmo seja na forma de monografias,
dissertagdes, teses artigos publicados, entre outros.

Alenclosamente,

A oz

Hospital Correia Picango ﬁg‘a

@w”

Foua Pacdre Booma, N* 149 - Taparineira - Reciie/78
Pore: S184- 3980 (central)
emall pdintocadotmaloxn oe hesp@@sande pe gov br
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ANEXO IV — Carta de Anuéncia do Maria Lucinda
=\
W@ ﬂogpftqe

CARTA DE ANUENCIA

Recife, 27 de junho de 2018

Declaramos que anuiinos com a pesquisa intitulada de PERFIL DE MOLECULAS
COESTIMULADORAS (sCD40L, sCD40 E sOX40) CIRCULANTES De
RESPOSTA IMUNE EM CRIANCAS E ADOLESCENTES COM DOENCA
MENINGOCOCICA INVASIVA sob a coordenagio da Prof* Dr* Maria do Carmo M.
B Duarte e Co-orientadora Prof = Dr' Leuridan Cavalcante Torres, procedente de
Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Siqueira (IMIP), com aparticipasdo das
alunas Thaysa Maria Gama Albuquerque Le@o de Menezes e Manuela Guimaraes
Clemente, com o compromisso dos autores de divulgar o nome do Hospital nos
resultados, assim como fornecer uma copia do estudo a instituigao ao final do tnesmo,

sejana forma de monografias, teses, dissertagdes, artigos publicados, entre outros,

Atenciosamente

Hospital Maria Lucinda

Av. Pamamirim, 95 - Paranamirim, Recife - PE, 52060-000

Telefone: (81) 3267-4200
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ANEXO V — Instrugdes aos autores PedCCM

https://journals.lww.com/pccmjournal/Documents/PCC_Inst_for Authors.pdf

In%trurnon for Authors

Podarsc Craveal Care Med\cive = an mtermy-
toral, peer-reviewed joural s s misrensd
n publishng the highest qualey sormtific
stodies m the fid of pedatric cnbcal care
madicine

MANUSCRIPT SUBMISSION

Masuscrigts are subenined theough Ediocal
Mange®, 3 Webbased mumuscnpe wrackng
sysiem in use by SOOM Thes syseess alows
auices 10 A4 & new toeecnge o chack de
statos of 2 submetted mamsscrpt, wiie short-
ereng (he time acedad (o procssiend musu-
seripes i e Ediorial Office sad theough peer
revyew. To submet mamsscrpts for commader-
alicer, 20 10 Www soom o), chodse Padonk
Crireal Qe 1adheine indes e Publacations
tab, then selact “Submet Mauusmpes” Once
you reach tie Edioeial Mimager® Bome e,
g on 1o e sydem by creatng an acooul o
emnermg theough Your exisang accouat.

Edronal Maager® wi mv.h- e authors
teough the process
Raqured mformatia pem:u: to the man
vscnpe ncindes Qe name, address, teleplone
tossriser send e-mail addeess foe B st wather
and all coneributing asthors; aftilesd nstity
tons; atle of the mamsscnpe, dbstract; ad ev
worde If suthoes wish, they oy provde op-
tonal information that inchides audor s sug
pesnd reviewers and author's nonpreferred
reviewen. The Edinonal Office will suomali-
cally be potifind of the submession and wil
send an o mail confrmmg the submusmoa of
the mamuscript 0 te author(s) Afer adite-
nal office reviewy of the submumed documems,
2 mamscrpt pumber wil be asugaed to axh
subretied mromuecrpe, whech will be wsed m
il comrespondence.

Fach momuscrpe sibeniceon should desgrate
cas comrespondng author and Al coatmbut
g sthors The mumber of authors should be
resricied to only $hoee persoms who hove sruly
patcipaed in the concepaca, destan, exau
tion, md wiiting of the momuscrpt. Authors
st dacione ary posmitial fmancial or ethecyl
confhess of mierest regarding Qe coatems of
the subenisson

SOCM acceps no respoasbdey for manu.
wrpes thet are kst or deswoved thoough
elactronee Of computer problems. Auliors
are encouraged to keep copies of submumad
memuscrpes, ncipding figwes. IF an aufor
Goes pot receeve confemanion of submiisson
oo Edporial Maager® wilen two days, 2e
or she should comact the Edtorial Office at
pooenals fhaccm. oo,

Capyright Eack author mmst complete and
subret the joumal's copvrght wanafer sgree.
meat, wheck mchades 2 sechion on e dsclo-
mofpma:z.coubmdmm‘ucdm
the d of e L h
C«n:xm of Madical Jourzal Edners, “Un-
form Requrements for Mamszcrpts Submz-
ted 5 Buomsedbcal Joursalid™ (aww josse ool
update.eml). The form mwst be completed

mticasl Review Board (or mstrutiomal re-
e body) that subgects have sgoed wrmen
iafocssed coasset, of that the [astrational
Review Board waived e noed foe nformed
consent. Byfore vour submission cn be wat
oul for peer rwisw, i is eossary @ar you
address this Bsue of inwtinaticsal eview ap-
proval The = m accordance with the [ntemna-

mnu Commimee of Jowread Editoes usnifeem

fee

by each awchor. Whez e pondzg w-
thoe wubescts the samuscrigt, the co-authoes
are anomancaly sext 3z e-mal contaning 2
Izk to complete @e form ozine. For 2d&-
tienal mforsaton about clectromealy ege-
mg @us form, go % by dmks v, com
ZUAT AL06.

Compliance With N& and Other Research

P submined 1o
bomedical rumals. Pleass see bup www,
icnme org for meee detaike All snimal soudes
st conlan 3 staleren! Witk (he Materi-
als and Methods secton confrming appeoval
by e Imtutomal Anemal Care and Use
Comnuedtes and that the caee and handling of
lbe anmal were I accord with Nabonal

Funding Apency Accrsibillsy Requi

A zumber of ressach findimg agezces now
raqure or raquest authors to sebmit the
post-print (1he bl afler peer review and
wceptmmce but zot the fimal publshed
article) to 2 reposnecy that 15 accesidie ca

lime bry &l withouwt charge A s service (o o
wdors, Wolters Kiwwer wil deatify to fe
Natoml Library of Meduione (NLM) artcles
that require deposdt aad will tramesd (ke
pest-pnat of an atcle dased on research
tindad m whole or 1n part by the Natiozal
Tastinates of Bealth, Wellcome Trast, How-
ard Hughes Medical [zsttute, or otker fund

g ageaces % PubMad Central. The revisad
Cogryvight Tramafer Agrocment provides the
machazisz,

Francial Disclosse and Conflicts of Tmer-
est. Authors must stae 3l possbies conflicts
of mierest = Be mumascrpt, ncludng f-
mecal, comsulamt, matiutiosal and ofber
relationslps @at zught ead 10 225 or acon

fict of unerest If Sere = 20 conflict of n-
terest, thes shoeld Ao Se exphicifly stated as
none decarad. Al sources of fusdizg should
be scknowiedged m Ge mamscrpt Al rel-
vt comfacts of mierest and sowrces of
funding s2ould be tacindad oz @e ttle page
of the memuscrgt with the headimg “Con-
ficts of Tmevest and Seurce of Funding ™ For
example:

Coanflicts of Imarest 22d Scusce of Fund. ng
“Auther A" m reoeved  Somoraria frem
“Company 1" "Aufor B 5 carrenfy race.

18 2 grast ('l‘)lsA from “Organzaron Y
and w on Be speake’s Surean for “Organs-
znoe X — the CME orgasizers for Com.
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doclwed

Huwan and Anfmal Sadjfeces AT studies of
bsman subjects must conten 2 statement
withis @e Materal and Mefiods saction
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lerzaticaslly 4 puadelne for etdhical
mﬂuumm

Stansical  Revlew. Ay sy contanng
quntiative data and soaiaical inference
should be reviewed by 2 coasuitane wath for
mal statzocal ranng and expenrace.

MANUSCRIPT PREPARATION

Massscripts saust conform o Fudare Ovk
ca Core Medvcow lpstrococas for Awmchors
and e the “Usafoers Requirements for Man-
uscrpts Subertied 1o Bioneded Joumal™
which can be found on the lmtematonal
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paragraph should be indented with 3 tab The
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Vord files, spreadihects are mot acorptable
Figures should be saved x5 separace fiss and
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MANUSCRIPT CONTENT
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Article Twert Fxch manmsscrpt wil be se-
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are dvme. sec'cm’.

* Please provade ¢ values for parassetrc s

References. Al referszces should Ye cisd m
sequental order is e teur and typed o &
separate sheet of paper. Refrences should be
Mentified mn ext, tables, ad legends by Sl
side Arabic susserdls o= the lise snd = paren-
theses. Do 2ot use wordprmomsng foonate,
endnote, or pangraph mumberng fuzctions
1o troke a list of ref Titles of § b
should be set = Madcs and abbreviaiad ac-
cordmg to the style wed = inder Madios., If
Joursal tiles are sot Bsted 0 Tk Madau
they s2ould e speled out. Unpublshad data
or persond commuEnKanozs shoukd Ye noted
peentetically withis S text bl not &= e
References section. Inclusve page mambers
(eg.p. 1 lOJMHMMuMa
Lisad below are wespiles of

o5, Jowever, 2 compiede bstizg of references
caz be found oz the [zterzational Cozmut
tee of Madical fournyl Editers Wieb wle, www
Kmpe.o0g.

Semdand Jowmal Stcds Booe RC, Fisker CT,
Cemumear TP, &t 2l Sepss syzdrome: A vald
climical entity. Orw Core Mad 1080, 17 3§0-393

Smdlard Book witk dathors Civetts TM, T
Jor RW, Kirby RR. Crracal Care. Thad Editicn.
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1506

Semdard Bock with Zdwses: Nocsas 1, Redars
ST (Eds) Metal Heaalh Cwe for Elderly
Peogile. New Yok, Chrurchll Legsicoe, 1598
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(Eds). Secmd Edbon. New York, Raven Pross,
1595, gp 465478

Sandard Wed SveBacruis Fonwer Maros
DW, Demeier R, Dantam CM, ot 2l Practice
masigesient Ddelises for deatifing cervi
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A horp o iweew east.oeg. Accesed Ty 1, 2000

Egwanens. Equatons should be creaned 2=
noeeal 10 o 25 mmages. The we of squation
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dorig the manuscrpt submisson peocess
ind feir we 5 dscoungsd

Tsies and Figwes The number of figmres
ind this should be sppecprige for the
lezgth of the mazuscrpt; o not use supectln-
ous dbsztrations. Maternls repeodoced from
another publshad source most be kibeled “Re-
produced with perm==ica from.. . In ada-
Dom, 2 letter granting pecmzica 1o repeodoce
the materials from the copyright holder muse
be racerved by SCCM when the manuscrpt 15
submusted for revew. If the manuscrpt 1s ac-
copted for publication it Wil et be abie 1o
be pnnied unless the permmzca letmer has
been submumed. Adapted figure oc table ma-
terads st be libelad “Adipied with permis-
=en from... . Letters of permussion e a0
raquired foc adapeed matenals. A sample of 2
permssion roquest can be found ca Ediorial
Managec® m the nistructon secoon.

Tabes Do not wze tabs to crexte tables and do
not use table edgors. Tt buldng utines wil
coovert, peovadng that no pecal mRGes were
msertad. Do not reterate tabular &3t n the text.
Do not wse Dbrviatons m table trdes. Do noe
use 2l capsal letters m tible headings and text
Do 2ol we conter, dacenal b, and pesification
commands. Do 1ol use sguos 10 sepuese col-
ussens. Use s single iy ol 3 space, on cither sde
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referenced wmng miced, superscnpe, lower
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Figares.

Al Creativg Dogue Artwork

| Leamn about the yubhication requirements
for Dyptal Artwork: hitpo daks Iww.com’
ES AL

2 Creste, xan. and wne your artwoek and
compare your fieal figure to the Dygptal Ast.
work Guadeline Checkling (below)

3 Upload each figure to Edtocial Manager®
0 conEncnon Wik VOO Manuscrpt text
and tables

B) Digival drtwork Guidane Chc ks

veln placebefore sub.

* Artwork should be saved as 6if oc eps files

* Artwork & created & the acnual soe (oc
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ANEXO VI - Orientagdes para submissao de artigo JAMA Pediatrics

JAMA
Pediatrics

Research Letters are concise, focused reports of original research. Max 600 words of text
and 6 references and may include up to 2 tables or figures. 7 authors. The text should
include the full name, academic degrees, and a single institutional affiliation for each
author and the email address for the corresponding author. Other persons who have
contributed to the study may be indicated in an Acknowledgment, with their permission,
including their academic degrees, affiliation, contribution to the study, and an indication if
compensation was received for their role. In general, RL should be divided into the
following sections: Introduction, Methods, Results, and Discussion. They should not
include an abstract, but otherwise should follow all of the guidelines in Manuscript
Preparation and Submission Requirements.

Manuscript Submission - submitted online manuscript submission and review system.

At the time of submission, complete contact information (affiliation, postal/mail ddress,
email address, and telephone numbers) for the corresponding author is required. First and
last names, email addresses, and institutional affiliations of all coauthors are also required.
After manuscript submission, all authors of papers under consideration for publication will
be sent a link to the Authorship Form to complete and submit.

Manuscript Components - Include in the manuscript file a title page, abstract, text,
references, and as appropriate, figure legends and tables. Start each of these sections on a
new page, numbered consecutively, beginning with the title page. Figures should be
submitted as separate files (1 file per figure) and not included in the manuscript text.

Recommended File Sizes - We recommend individual file sizes of no more than 500 kB
and not exceeding 1 MB, with the total size for all files not exceeding 5 MB (not including
any video files).

Manuscript File Formats - For submission and review, please submit the manuscript as a
Word document. Use 10-, 11-, or 12-point font size, double-space text, and leave right
margins unjustified (ragged).

Findings: Results of the study/review. Include the design (eg, clinical trial, cohort study,
case-control study, meta-analysis). Focus on primary outcome(s) and finding(s). Do not
emphasize secondary outcomes. Report basic numbers only but state if results are
statistically significant or not significant; do not include results of statistical tests or
measures of variance (see example below). Can include 1 to 2 sentences.

Meaning: Key conclusion and implication based on the primary finding(s). Limit to 1
sentence.

Participants: State the clinical disorders, important eligibility criteria, and key
sociodemographic features of patients (or other study participants). The numbers of
eligible participants and how they were selected should be provided, including the number
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approached but who refused or were excluded. For selection procedures, these terms
should be used, if appropriate: random sample (where random refers to a formal,
randomized selection in which all eligible individuals have a fixed and usually equal
chance of selection); population-based sample; referred sample; consecutive sample;
volunteer sample; convenience sample. If matching is used for comparison groups,
characteristics that are matched should be specified. In follow-up studies, the proportion of
participants who completed the study must be indicated.

Note: The preceding 3 sections are usually combined for accepted papers during the
editing process as "Design, Setting, and Participants," but for manuscript submission these
sections should be kept separate.

Main Outcome(s) and Measure(s): Indicate the primary study outcome measurement as
planned before data collection began. If the manuscript does not report the main planned
outcomes of a study, this fact should be stated and the reason indicated.

Results: Summary demographic information (eg, characteristics such as sex and age) and
the number of study participants should be reported in the first sentence of the Results
paragraph. The main outcomes of the study should be reported and quantified, including
final included/analyzed sample. When possible, present numerical results (eg, absolute
numbers and/or rates) with appropriate indicators of uncertainty, such as confidence
intervals. Use means and standard deviations (SDs) for normally distributed data and
medians and ranges or interquartile ranges (IQRs) for data that are not normally
distributed.

Conclusions and Relevance: Provide only conclusions of the study that are directly
supported by the results. Give equal emphasis to positive and negative findings of equal
scientific merit. Also, provide a statement of relevance indicating implications for clinical
practice or health policy, avoiding speculation and overgeneralization. The relevance
statement may also indicate whether additional study is required before the information
should be used in clinical settings.

Abbreviations

Do not use abbreviations in the title or abstract and limit their use in the text. Expand all
abbreviations at first mention in the text.

References: Authors are responsible for the accuracy and completeness of their references
and for correct text citation. Number references in the order they appear in the text; do not
alphabetize. In text, tables, and legends, identify references with superscript arabic
numerals. When listing references, follow AMA style and abbreviate names of journals
according to the journals list in PubMed. List all authors and/or editors up to 6; if more
than 6, list the first 3 followed by "et al." Note: Journal references should include the issue
number in parentheses after the volume number.

Tables and Figures: Restrict tables and figures to those needed to explain and support the
argument of the article and to report all outcomes identified in the Methods section.
Number each table and figure and provide a descriptive title for each. Every table and
figure should have an in-text citation.
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Frequency data should be reported as "No. (%)," Whenever possible, proportions and
percentages should be accompanied by the actual numerator and denominator from which
they were derived. This is particularly important when the sample size is less than 100. Do
not use decimal places (ie, xx%, not xx.xx%) if the sample size is less than 100.

Tables have a minimum of 2 columns. Do not duplicate data in figures and tables. For
all primary outcomes noted in the Methods section, exact values with measures of
uncertainty should be reported in the text or in a table and in the Abstract, and not only
represented graphically in figures.

All symbols, indicators, line styles, and colors in statistical graphs should be defined in a
key or in the figure legend. Axes in statistical graphs must have labels. Units of measure
must be provided for continuous data.

Number all tables in the order of their citation in the text.

Include a brief title for each table (a descriptive phrase, preferably no longer than
10 to 15 words).

Include all tables at the end of the manuscript file.

Table Creation: Use the table menu in the software program used to prepare the text.
Tables can be built de novo using Insert—Table or copied into the text file from another
document (eg, Word, Excel, or a statistical spreadsheet).

Avoid using tabs, spaces, and hard returns to set up the table; such tables will have to be
retyped, creating delays and opportunities for error.

Tables should be single-spaced and in a 10- or 12-point font (do not shrink the point size
to fit the table onto the page). Do not draw extra lines or rules—the table grid will display
the outlines of each cell.

Each piece of data needs to be contained in its own cell. Do not try to align cells with hard
returns or tabs; alignment will be imposed in the production system if the paper is
accepted. Although individual empty cells are acceptable in a table, be sure there are no
empty columns. To show an indent, add 2 spaces.

When presenting percentages, include numbers (numerator and denominator).

Place each row of data in a separate row of cells, and note that No. (%) and measures of
variability are presented in the same cell as in the example Table 1 below:

Table 1. Baseline Values in the Editors' Health Study

SI conversion factors: To convert cholesterol to mmol/L, multiply values by 0.0259.

If a table must be continued, repeat the title and column headings on the second page,
followed by "(continued)."

Table Footnotes
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Footnotes to tables may apply to the entire table, portions (eg, a column), or an individual
entry. The order of the footnotes is determined by the placement in the table of the item to
which the footnote refers. When both a footnote letter and reference number follow data in
a table, set the superscript reference number first followed by a comma and the superscript
letter. Use superscript letters (a, b, ¢) to mark each footnote and be sure each footnote in
the table has a corresponding note (and vice versa). List abbreviations in the footnote
section and explain any empty cells. If relevant, add a footnote to explain why numbers
may not sum to group totals or percentages do not add to 100%.



