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RESUMO

Introducio: A sepse neonatal ¢ uma das principais causas de morbimortalidade em
Unidades de Terapia Intensiva Neonatal, e a dificuldade no seu diagnostico precoce tem
levado ao uso excessivo de antibidticos e ao surgimento de microrganismos resistentes.
A busca de novos marcadores bioquimicos, que sejam capazes de predizer precocemente
o risco de desenvolver sepse, tem sido alvo de muitos estudos, em especial os
biomarcadores urinarios, cuja coleta ¢ realizada de forma segura e nao invasiva. O
objetivo deste estudo foi avaliar o desenvolvimento de sepse neonatal, em recém-nascidos
pré-termo de muito baixo peso ao nascer, por meio dos biomarcadores urinarios. Método:
Estudo realizado com recém-nascidos menores que 34 semanas de idade gestacional e
peso de nascimento menor que 1500 gramas. A coleta de urina foi realizada entre 48-72h
de vida e foram dosados 27 biomarcadores. Os recém-nascidos incluidos foram divididos
em dois grupos de acordo com a evolucdo de cada um: GC — grupo controle (ndo
desenvolveu sepse) e GS — grupo de estudo (desenvolveu sepse tardia). Resultados: 35
recém-nascidos foram avaliados, 12 do GC e 23 do GS. Os resultados evidenciaram
elevagdo precoce estatisticamente significativa em 11 biomarcadores no GS em relagao
ao GC (IL-4 (p= 0,042), IL-5 (p=0,039), IL-7 (p=0,022), IL-9 (0,009), IL-15 (p=0,015),
IL-17A (p=0,009), TNF-a (p=0,015), MiP-1a (p=0,011), MiP-18 (p=0,002), RANTES
(p=0,021) e G-CSF (p= 0,009)). A ventilacdo mecanica foi a Gnica variavel clinica que
apresentou associagdo estatisticamente significante com 6 destes 11 biomarcadores (IL-5
p=0,04; IL-7 p=0,02; IL-15 p=0,03; IL-17A p=0,03; MiP-1pB p= 0,02 e G-CSF p=0,04).
Conclusido: A urina se apresenta como um fluido promissor na dosagem de
biomarcadores € com grande potencial para avaliacdo do risco de sepse neonatal. A
elevacao precoce na urina destas citocinas, sugere que estas podem ser utilizadas como

preditores da sepse tardia neonatal.

Palavras chaves: recém-nascido; muito baixo peso ao nascer; urina; citocinas;

biomarcadores; sepse neonatal



ABSTRACT

Introduction: Neonatal sepsis is one of the main causes of morbimortality in the
Neonatal Intensive Care Units, and the difficulty in its early diagnosis has led to the
excessive use of antibiotics and the emergence of resistant microorganisms. The search
for new biochemical markers, that are capable to early predict the risk of developing
sepsis, has been the subject of many studies, especially urinary biomarkers, which are
collected safely and non-invasively. The objective of this study was to evaluate
developing neonatal sepsis in very low birth weight preterm infants, using urinary
biomarkers. Method: The study was performedincluded newborns with gestational age
less than 34 weeks and birth weight less than 1500 grams. Urine collection was performed
between 48-72h of life and 27 biomarkers were dosed. The study included newborns
younger than 34 weeks gestational age and birth weight less than 1500 grams. The
included newborns were divided into two groups according to the evolution of each: GC
- control group (did not develop sepsis) and GS - a study group (developed late sepsis).
Results: 35 newborns were evaluated, 12 of the CG and 23 of the GS. The results showed
a statistically significant early elevation in 11 GS biomarkers in relation to the CG (IL-4
(p = 0.042), IL-5 (p = 0.039), IL-7 (P = 0.015), IL-15 (p = 0.015), IL-17A (p = 0.009),
TNF-a (p=0.015), MiP- 0.021) and G-CSF (p = 0.009)). Mechanical ventilation was the
only clinical variable that presented a statistically significant association with 6 of these
11 biomarkers (IL-5 p = 0.04, IL-7 p = 0.02, IL-15 p = 0.03, IL-17A p = 0.03, MiP-1B p
= 0.02 and G-CSF p = 0.04)Conclusion: Urine is a promising fluid in the dosage of
biomarkers and with great potential for the evaluation of the risk of neonatal sepsis. The
early increase in the urine of these cytokines suggests that these can be used as predictors

of late neonatal sepsis.

Key words: newborn; Very low birth weight; urine; Cytokines; Biomarkers; Neonatal

sepsis
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de novas tecnologias, as novas
possibilidades diagnosticas e terapéuticas e o aperfeicoamento dos profissionais, tem
possibilitado a sobrevivéncia de recém-nascidos com peso e idade gestacional cada vez
menores (GOLDENBERG et al., 2008; PASSINI et al., 2014).

No periodo neonatal, a sepse representa uma das doencas mais graves com altas
taxas de morbidade ¢ mortalidade. Em todo o mundo, 15% das mortes neonatais sao
causadas por sepse, e este indice aumenta quanto menor o peso ¢ a idade gestacional ao
nascer (WHO, 2012). Isto acontece, muitas vezes, pela inabilidade do sistema imune, em
especial nos recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso ao nascer (RNPT MBP), em
responder, de forma adequada, contra os agravos infecciosos (HUANG et al., 2016;
LEVY, 2007).

Para o diagnostico da sepse, os sinais e sintomas clinicos sdo inespecificos ¢ as
alteragOes de exames laboratoriais, muitas vezes, acontecem de maneira tardia. A cultura
do sangue ¢ considerada “padrdo ouro” para o diagndstico da sepse, porém apresenta
baixa sensibilidade e o resultado definitivo ndo é imediato. Por isso, faz-se necessario o
inicio precoce de antibidticos, de maneira empirica (COLAIZY et al., 2016; FREITAS et
al., 2012).

Estudos tém sido realizados na busca da descoberta de novos biomarcadores
capazes de avaliar o risco infeccioso e o diagnostico precoce da sepse (SARAFIDIS et
al.,, 2017, SUGUNA NARASIMHULU et al.,, 2013). Alguns marcadores tém sido
utilizados na pratica clinica como a proteina C reativa e a procalcitonina. Outros ainda
em processo de investigacdo cientifica (PRUCHA, BELLINGAN, ZAZULA, 2015;
AURITI et al., 2012).

A dosagem de biomarcadores urinarios tem se mostrado promissora quanto a
avaliacdo de risco, diagnostico e prognostico de sepse, pela possibilidade de serem
dosados de maneira efetiva neste fluido corporal (SUGUNA NARASIMHULU et al.,
2013; SYLVESTER, et al., 2014). A principal vantagem ¢ a forma de coleta da urina,
sendo esta ndo invasiva e indolor, permitindo a obtencdo de vdarias amostras para

acompanhamento. Portanto, mais segura e vantajosa para o recém-nascido (RN).
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1- O Recém-nascido pré-termo

O grande avanco na terapia intensiva nos ultimos anos, em especial da
neonatologia, com o desenvolvimento de novas tecnologias e possibilidades diagndsticas
e terapéuticas, aperfeicoou os cuidados dispensados ao RN. Consequentemente, tem sido
observado maior sobrevida de criancas nascidas prematuramente e/ou com baixo peso,
sendo hoje a prematuridade a principal causa de internagdo em Unidades de Terapia
Intensiva Neonatais (NG et al., 2006; WYNN, 2017).

O periodo neonatal ¢ definido como aquele que se inicia ao nascimento e termina
aos 28 dias de vida completos. Os RN sao classificados quanto ao peso ao nascer ¢ a idade
gestacional. Quanto ao peso de nascimento sdo classificados como baixo peso (menor que
2500g), muito baixo peso (mentor que 1500g) e extremo baixo peso (menor que 1000g).
Quanto a idade gestacional sdo classificados em recém-nascidos pré-termo (RNPT)
aqueles que ao nascimento tenham até 37 semanas incompletas, em recém-nascidos de
termo (RNT) aqueles com 37 semanas completas até 42 semanas incompletas e em recém-
nascido pés-termo aqueles com 42 semanas completas ou mais. Os RNPT ainda podem
ser classificados em pré-termo moderado ou tardio (IG entre 32 e <37 semanas), muito
pré-termo, (IG entre 28 e <32 semanas), e extremamente pré-termo (IG menor que 28

semanas de gestagdo) (WHO, 2012)

A classificagdo dos RN quanto ao peso e IG sao de fundamental importancia para
a pratica didria no atendimento ao RN. O conhecimento destas varidveis permite o manejo
adequado do RN, na antecipagdo diagndstica e na instituicdo precoce de tratamentos
(SHAPIRO-MENDONZA et al., 2008; KARDATZKE, ROSE, ENGLE, 2017; WHO,
2012).

2.2- O Sistema Imune e a Resposta Inflamatoria do RNPT

O sistema imune tem como fung¢ao principal proteger o individuo contra invasores
externos, podendo ser virus, bactérias, parasitas, alérgenos, mantendo a homeostase do

organismo. A primeira linha de defesa do organismo ¢ composta por barreiras fisicas
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como a pele queratinizada, as mucosas do trato respiratorio e as barreiras quimicas como
as enzimas (CRUVINEL et al., 2010; MUSSI-PINHATA; REGO, 2005).

A fun¢do imune ¢ dividida em inata e adaptativa (LEVY,2007). A imunidade
inata, também chamada de nao especifica ou natural, ¢ a primeira linha de defesa do
organismo, direcionada contra qualquer tipo de antigeno, com a finalidade de controlar a
infecgdo. E composta por neutréfilos e células apresentadoras de antigenos e capazes de
reconhecer padroes moleculares associados aos patdogenos e apresenta-los a receptores,
iniciando, desta forma, a resposta inflamatéria (LEVY, 2007; MUSSAP et al., 2013;
SUGITHARINI et al., 2014; WYNN; WONG, 2010; YE et al., 2017).

A resposta imune adaptativa, também conhecida como especifica, ¢ aquela
adquirida apos a exposi¢do a um antigeno, como na vacinagio, ou apds uma infecgio. E
capaz de gerar resposta eficaz e especifica quando o organismo € exposto novamente ao
antigeno. Esta resposta ¢ mediada por células (linfocitos T sensibilizados) e por
anticorpos (linfécitos B-humoral). No recém-nascido pré-termo esta resposta € ineficaz e
inespecifica devido a baixa producdo de células T e B, ndo gerando uma adequada
memoria imunologica. Portanto, a defesa inicial do RNPT ¢ baseada na imunidade inata
(LEVY, 2007; YE et al., 2017).

O desenvolvimento do sistema imune se inicia por volta da 6* semana de gestagao
estendendo-se até o final dos 10 anos de vida. Durante a gestacdo, o feto se mantém em
contato com o liquido amnidtico, responsavel por estimular os tecidos linfoides por meio
de vérias citocinas e fatores de crescimentos, sendo fundamental para o adequado
desenvolvimento intra-utero. (CAMACHO-GONZALEZ et al., 2013; CHAUHAN;
TIWARI; JAIN, 2017).

O nascimento prematuro interrompe este estado anti-inflamatorio, causando uma
desordem nas resposta anti e pro-inflamatorias, quando o RNPT entra em contato com
varios antigenos do meio externo (GOMEZ-GALLEGO et al., 2016; GLASS et al., 2015;
KELLY; COUTTS, 2000).

Apds o nascimento, o RNPT fica exposto a inimeras situagdes de estresse € 0
sistema imune libera citocinas pro-inflamatdrias em pequenas quantidades, sendo estas
responsaveis pela amplifica¢do e perpetuagao da resposta imune (LUSYATI et al., 2013;
MACHADO et al., 2014; POLIN; RANDES, 2010; SUGITHARINI et al., 2013; TREND
etal., 2016; WYNN; WONG, 2010; YE, et al. 2017).

Outro fator importante € que, o extrato corneo, responsavel pela fun¢do de barreira

epidérmica, s6 se torna maduro entre 32 e 34 semanas de idade gestacional até as duas
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primeiras semanas pos-natal, tornando assim a epiderme mais suscetivel e incapaz de
realizar o bloqueio dos microrganismos (MUSSI-PINHATA; REGO, 2005; RIZZAN,
2011). O RNPT, muitas vezes logo apds o nascimento ¢ submetido € varios
procedimentos invasivos que provocam quebra das barreias primarias de protecao,
consequente aumentando a susceptibilidade a infeccdes e ativagdo da resposta
inflamatéria (MUSSI-PINHATA; DO NASCIMENTO, 2001; ROMANELLI, et al.,
2013)

Ressalta-se ainda que a alimentacao enteral precoce ¢ fundamental para estimular
o desenvolvimento do trato grastrointestinal dos RNPT, atuando também na prevengao
da sepse (FREITAS, et al., 2011). O leite humano possui compostos celulares e bioativos
advindos da circulagdo materna capazes de estimular as defesas inatas contra os
microrganismos patogénicos. Além disso, possui fatores antimicrobianos, anti-
inflamatorios, imuno-moduladores e células de defesa como neutréfilos, macrofagos e
linfocitos maternos. (RODRIGUEZ; CAPLAN, 2015; RODRIGUEZ et al., 2009;
RODRIGUEZ et al., 2010).

A quebra de qualquer barreira protetora permite o contato entre os agentes
patogénicos e o organismo desencadeando a ativacao de células dendriticas e macrofagos,
principais produtores de interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF-a). A acdo
destes ultimos, voltam para os macréfagos, determinando resposta autdcrina através da
producdo e secre¢do de outras citocinas inflamatorias como: IL-6, IL-8, IL-12, IL-17,
INF-y e outros fatores de crescimento. O TNF-a e a IL-1 ainda atuam no endotélio
vascular produzindo hipertermia e atracao de novos polimorfonucleares com leucdcitose,
degranulacdo de neutrofilos e liberam oxido nitrico, causando vasodilatacdo local,
seguida de edema e hipotensio. (ANDRADE et al, 2015; BHANDARI, 2014;
CAMACHO-GONZALEZ et al., 2013; LEVY, 2007; MUSSAP et al., 2013).

Desta forma inicia-se a resposta inflamatoria sistémica (SIRS), através da
amplificagdo da resposta pro-inflamatdria, com a atragdao de neutr6filos e outras células
de defesa, o que aumenta consideravelmente as citocinas pro-inflamatorias. (DENNING
et al.,, 2017; FATTAH et al.,, 2017; GILFILLAN; BHANDARI, 2017; GLASS et al.,
2015; NG etal., 2010; SEGURA-CERVANTES et al., 2016; SHARMA et al., 2017). A
ativacdo sistémica das citocinas pré-inflamatorias provoca lesdes em diferentes 6rgaos e
consumo de plaquetas durante a coagulagdo intravascular disseminada, desencadeando a

disfungdo de multiplos 6rgaos (MACHADO et al., 2014; SUGITHARINI; PREMA;
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BERLA THANGAM, 2013; SUGUNA NARASIMHULU et al., 2013; WYNN; WONG,
2010).

Para equilibrar a resposta inflamatoria, inicia-se um aumento das citocinas anti-
inflamatérias (IL-10, IL-4 e TGF-B), conhecida como sindrome da resposta anti-

inflamatéria compensatéria, na busca da homeostase do organismo (MACHADO et al.,

2014).

2.3- Sepse Neonatal

A sepse ¢ definida como uma disfun¢do organica potencialmente fatal, causada
por uma resposta desregulada frente ao agente infeccioso (SINGER et al., 2016).
Considerada uma condi¢do sist€émica de origem bacteriana, viral ou fingica associado a
alteragdes hemodindmicas e outras manifestagdes clinicas. (SHANE; SANCHEZ;
STOLL, 2017).

Atualmente, a sepse é a principal causa de Obito em pacientes internados em
Unidades de Terapia Intensiva Neonatal (SHAH; PADBURY,2014; DESSI et al., 2014).
A incidéncia descrita nos RNPT MBP varia de 20 a 30% em todo o mundo. (DESSI et
al., 2014; GEBREMEDHIM; BERHE; GEBREKIRSTOS, 2016; HUANG et al., 2016).
Esta disfuncao organica esta associada a maior tempo de internacao, elevacao dos custos
hospitalares e, a longo prazo, comprometimento do desenvolvimento neuropsicomotor
(GEBREMEDHIM; BERHE; GEBREKIRSTOS 2016)

A sepse neonatal ¢ dividida em precoce, que ocorre nos primeiras 48-72h de vida,
relacionada a fatores maternos e de periparto, e tardia, quando ocorre apds 72hs de
nascimento e estd associada a assisténcia a saude (SHAH; PADBURY, 2014;
GILFILLAN; BHANDARI, 2017).

Pode ser definida ainda como clinica, sem confirmagdo laboratorial, ou
laboratorialmente confirmada, com cultura de sangue positiva. Dentre os principais
sintomas clinicos temos: instabilidade térmica (hipotermia ou hipertermia), piora do
desconforto respiratorio, com aumento das necessidades de oxigénio suplementar ou
outras modalidades de suporte ventilatdrio, intolerdncia alimentar, intolerancia a glicose
hipoatividade/letargia, instabilidade hemodinamica (hipotensdo arterial e vasodilatag¢do
periférica), entre outros. Seu diagnostico € dificil, pois os sinais e sintomas sao 0s mesmos

de outras condic¢des ndo infecciosas proprias deste periodo de vida, como imaturidade do
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centro regulador da temperatura, sindrome do desconforto respiratério do RN e trato
gastrointestinal pouco desenvolvido, o que dificulta o diagnéstico precoce (BHANDARI,
2014; CAMACHO-GONZALEZ et al., 2013; CARVALHO et al., 2015; DENNING et
al.,, 2017, GILFILLAN, 2017, GLASS, 2015; MACHADO et al., 2014; RIOS;
ROMANELLLI, 2013; SHANE; STOLL, 2014; WYNN; WONG, 2010).

Como os sinais e sintomas clinicos sdo inespecificos para o diagnostico, utiliza-
se também exames laboratoriais, sendo a cultura do sangue, considerada “padrdo ouro”
para o diagnostico da sepse. No entanto, o resultado definitivo deste exame ¢ tardio, sendo
ainda de baixa sensibilidade (DONG; SPEER, 2015; MITHAL et al., 2017). Deste modo,
a antibioticoterapia ¢ frequentemente instituida de maneira empirica, antes mesmo dos
resultados dos exames laboratoriais confirmatério, na tentativa de diminuir os efeitos
nocivos da sepse. Isto causa mudanca no perfil dos agentes etioldgicos e resisténcia
antimicrobiana, alteracdo da microbiota do RNPT, com repercussdes importantes no
organismo ¢ mudangca no perfil epidemiologico das unidades, culminando no
aparecimento de cepas bacterianas cada vez mais resistentes aos antibidticos existentes
(DONG:; SPEER, 2015; GEBREMEDHIN; BERHE; GEBREKIRSTOS, 2016; GOMEZ-
GALLEGO et al., 2016; HODZIC; BOLOCK; GOOD, 2017; MITHAL et al., 2017).

A busca por novos métodos diagnosticos se faz necessaria, principalmente para o
diagndstico precoce da sepse, para minimizar o uso indiscriminado de antibioticos. A
dosagem de biomarcadores em varios fluidos corporais tem sido estudada e aliada a
pratica clinica para fins de diagnostico precoce e prognostico (GARCIA-SIMON et al.,
2015; MAGALHAES et al., 2017; NG et al., 2006; STOJEWSKA et al.,2016; VALERIO
et al.,2012).

2.4. Os Biomarcadores

Incessante busca tem sido feita a procura de biomarcadores com rapido tempo de
resposta, sensiveis e especificos, acessiveis e ndo invasivos, capazes de avaliar o risco
infeccioso e diagnosticar, precocemente, a sepse (ANDRADE et al.,2015; BHANDARI,
2014; HASSANEEN; MARON, 2017; GARCIA-SIMON et al., 2015).

Os principais biomarcadores em estudo sdo as citocinas, envolvidas tanto na
resposta pro-inflamatoria, quanto na anti-inflamatéria (AKDIS et al, 2011; AKDIS et al.,
2016; BHANDARI, 2014; FATTAH et al., 2017).
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As citocinas sdao proteinas reguladoras intercelulares, responsaveis pela
estimulacdo e diferenciagdo de varios tipos de células e também pelo controle e produgao
de outras citocinas. Elas sdo divididas de acordo com a resposta inflamatoria. As pro-
inflamatorias, sdo as principais responsaveis por iniciar uma defesa efetiva contra agentes
patogénicos, no entanto, a superproducdo destas citocinas pode ser prejudicial e resultar
em lesdo tecidual. As anti-inflamatdrias sdo responsaveis por regular o processo
inflamatério exacerbado, mantendo a homeostase (AKDIS et al., 2011; AKDIS et al.,
2016; NG et al.,2006, CURFS; MEINS; HOOGKAMP-KORSTANIJE,1997). No Quadro

1 sdo apresentadas as principais citocinas estudadas nesta dissertagdo e suas fungoes.

Quadro 1. Principais fungdes das citocinas estudadas nesta dissertagao

Citocinas Principais fungdes

IL-1pM Inducao de proteinas pré-inflamatorias, hematopoiese e
diferenciagao das células Thl7

IL1-Rall Antagonista da IL-1

IL-201 Proliferacao de células efetoras T e B, diferenciagdo e proliferagao
de cé¢lulas natural killer e fator de crescimento de células B

IL-4M1 Inducao de Tn2, fator de sobrevivéncia para as células T ¢ B

IL-5M Diferenciacio de células mieldides, incremento da atividade
quimiotatica e capacidade de adesdao em eosinofilos, remodelagao
e cicatrizacdo de feridas

IL-6! Sintese de proteinas de fase aguda; diferenciacdo, producao de
IgG, IgM, hematopoiese IgA

IL-7t1 Maturagio de megacaridcitos, indugdo de sintese de mediadores
inflamato6rios em monocitos

IL-8! Atrai neutréfilos, células NK, células T, basofilos, eosindfilos;
mobilizagdo de células hematopoiéticas; Angiogénese

IL-9t!] Fator de crescimento de mastocitos, inibi¢io de citoquinas Thl,
producdo de IgE, produgdo de quimiocinas e muco em células
epiteliais bronquicas

IL-10M Supressdo imune

IL-12P70!" Producao de INFy

IL-13M Ativacdo de eosinéfilos e mastdcitos, recrutamento e
sobrevivéncia de eosindfilos, defesa contra infec¢des parasitarias

IL-15M1 Ativacdo de células T, ativacdo e proliferacio de células natural
killer, diferenciacdo Tu2 e supressdo de rinite alérgica

IL-17al!] Indugio de citocinas pro-inflamatorias e recrutamento de
neutrofilos

TNF-a?) E um potente mediador da resposta inflamatéria e fungdo imune

INF-y!? Propriedades antivirais, promove a atividade citotdxica, inibigcao
do crescimento celular, regulagdo da interagao leucocitéria e
endotelial local

IP-101?! Fator quimiotatico para monocitos e células T
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MCP-1P Aumentado durante a infecgiio e inflamagdo caracterizada por
infiltragcdo de leucocitos

MiP-10/218! Quimiotaxia para monoécitos € migragcdo de macréfagos natural
killer

MiP-1p21E] Quimiotaxia para monoécitos e migragcdo de macréfagos natural
killer

FGF basicl’! Regula a angiogénese

GM-CSF2! Precursor de células hematopoiéticas, linfocitos T, neutrofilos

G-CSF! Ativagao e diferenciacdo de neutrofilos e granuldcitos

Eotaxin"! Migracio de eosinéfilos e basofilos

PDGF-BB Causa vasoconstric¢do na musculatura vascular

VEGF* Extremamente importante na angiogénese

RANTESP! Quimiotaxia para mondcitos e aumenta a liberagdo de histamina

(" AKDIS et al., 2016; I CURFS; MEINS; HOOGKAMP-KORSTANIJE, 1997; B
PALOMINO; MARTI, 2015; " FERRARA; HOUCK; JAKEMAN, 1992; FIZHENG et
al., 1997)

A dosagem das citocinas para o diagndstico de sepse, apresenta algumas
dificuldades, como o fato de a maioria delas serem produzidas logo apods o estimulo
infeccioso. Por terem meia-vida curta (6 a 8 horas) e ja sofreram clearance da circulagdo
periférica, quando o RN ainda ndo manifestou alteragdes clinicas, ndo sdo facilmente
detectaveis (BHANDARI, 2014). Além disso, o alto custo para realizagdo dessas
dosagens ndo permite, ainda, sua utilizagdo como marcadores de sepse na pratica clinica.
Por fim, ha também a necessidade de mais pesquisas cientificas que estabelecam valores
de referéncia para essa faixa etaria (BHANDARI, 2014; CAMACHO-GONZALEZ et al.,
2013; CHAUHAN; TIWARI;, JAIN, 2017, FATTAH et al, 2017; GILFILLAN;
BHANDARI, 2017; HEDEGAARD; WISBORG, 2015).

Viérios fluidos corporais t€m sido utilizados para dosagens de biomarcadores na
avaliacdo do risco e diagnostico da sepse neonatal, como o sangue periférico e de cordao
umbilical do recém-nascido (CAMPOS et al., 2010), aspirado traqueal (JONSSON et al.,
1997), liquido amnio6tico (HILLIER et al., 1993) e saliva (HASSANEEM; MARON,
2017). Estudos sugerem que varias citocinas plasmaticas sdo também excretadas intactas
na urina (MOLDCRWER et al., 1997), por isso esta tem sido utilizadas para dosagem de
biomarcadores, especialmente em adultos (GARCIA-SIMON et al, 2015). Mais
recentemente, alguns estudos tem utilizado a urina como fonte de biomarcadores na
avaliacdo da sepse neonatal (SUGUNA NARASIMHULU et al., 2013; LI et al., 2013;
MIKLASZLWSKA et al., 2015).



23

Um desafio que se impde para a monitorizagdo de diversas patologias que
acometem o RNPT MBP em uma UTIN, inclusive a sepse, ¢ a coleta de sangue frequente
para exames laboratoriais. Contudo, mesmo com a tentativa de minimizar a necessidade
de coleta de sangue, através de técnicas de micrométodos € a monitorizagao transcutanea,
o volume coletado ainda ¢ alto, causando redugdo rapida e significativa da massa
eritrocitdria (SHANNON, 1990; CARVALHO et al., 1989). A urina surge entdo com a
vantagem de ser coletada de forma ndo invasiva, indolor e também possibilita, de maneira
efetiva, a dosagem de varios biomarcadores (SUGUNA NARASIMHULU et al., 2013;
MIKLASZLWSKA et al., 2015; LI et al, 2013).

O papel do rim na eliminagao plasmatica destas citocinas nos pacientes sépticos,
¢ muito importante, e mesmo no RNPT, apesar de sua imaturidade renal, ha concentrago
adequadas desses biomarcadores na urina nos RN que desenvolveram sepse
(GRAZIANE, 2006; PYNN, 2015; SUGUNA NARASIMHULU et al., 2013;
SYLVESTER, et al., 2014; MOLDCRWER et al., 1997).

Diante disso, a utiliza¢do da urina para a dosagem de biomarcadores com objetivo
de se avaliar o risco, diagnostico e prognostico da sepse neonatal ¢ possivel e, se

confirmada, pode ser implementada na pratica clinica.

O Servico de Neonatologia do Hospital de Clinicas de Uberlandia é um servigo
de referéncia em atendimento ao RN de alto risco para 86 municipios da regido. Conta
com 15 leitos de Unidade de Terapia Intensiva, 26 leitos de Unidade de Cuidados
Intermediarios Neonatais, 5 leitos de Unidade de Cuidados Intermedidrios Canguru, 18
leitos de Alojamento Conjunto e também ambulatorio de seguimento de RNPT. A busca
da qualidade na assisténcia prestada, o comprometimento com o ensino, com a formagao
de novos profissionais e também com a pesquisa sdo alvos constantes a serem alcangados.
Mais recentemente surgiu a possibilidade de parceria com o Laboratério de
Nanobiotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia, de padrdo e referéncia
internacional para pesquisa em varios eixos, dentre eles a sepse. Esta parceria tem sido
importante e promissora, especialmente na avaliagdo de biomarcadores no periodo
neonatal, considerando varias condigdes particulares dessa faixa etaria.

A revisdo precedente mostrou que existe ainda uma lacuna na literatura cientifica
arespeito da investigacdo de biomarcadores urinarios na sepse neonatal. E a hipotese que

motivou este trabalho foi de que os marcadores urindrios poderiam estar alterados
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precocemente nos RNPT MBP que, durante sua evolucdo, apresentariam quadro

compativel a sepse tardia.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o desenvolvimento de sepse neonatal em recém-nascidos pré-termo de

muito baixo peso ao nascer, por meio da dosagem de biomarcadores urindrios.

3.2. Objetivos Especificos
e Comparar os valores das dosagens de vinte e sete biomarcadores urinarios (IL-1p,

IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-15, IL-
17a, TNF-a, INF-y, IP-10, MCP-1, MiP-1a, MiP-1B, FGF basic, GM-CSF, G-
CSF, Eotaxin, PDGF-BB, VEGF, RANTES), dos RNPT MBP com e sem
diagndstico sepse tardia.

e Avaliar as dosagens dos biomarcadores urinarios em diferentes condi¢des
maternas (idade materna, hipertensdo arterial, diabetes gestacional, uso de
corticoide antenatal, corioamnionite, tipo de parto).

e Avaliar as dosagens dos biomarcadores urinarios em diferentes caracteristicas do
recém-nascido (peso ao nascer, sexo, idade gestacional) e condi¢des clinicas
neonatais (necessidade de reanimac¢ao em sala de parto, uso de ventilagdao

mecanica invasiva, uso de surfactante, SNAPPE II, enterocolite e desfecho).
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Abstract

Neonatal sepsis is the main cause of death among newborns. Biomarkers have been
investigated in some body fluids to assess neonatal sepsis, but none of the markers are
able to predict the risk of sepsis. Urine is presented as a promising sample due to the
removal of excessive cytokines levels through kidneys. Our hypothesis was that urinary
inflammatory markers ought to be raised in very low birth weight infants early after birth,
which could be related with sepsis. The study included newborns with less than 34 weeks
of gestational age with birth weight less than 1500 grams. Urine samples were collected
between 48-72 hours and 27 biomarkers were quantified by a high resolution MagPix
(Luminex) cytokine panel. Newborns (35) were divided into two groups: GC — control
(no sepsis) and GS (late sepsis). Early increase of 11 biomarkers (IL-4, IL-5, IL-7, IL-9,
IL-15, IL-17a, TNFa, MiP-1a, MiP-1B, RANTES, and G-CSF) was detected in the GS
group, classified as late sepsis. Thus, urine is a promising body fluid in the dosage of
biomarkers and has a great potential to assess the risk of neonatal sepsis. The early
increase of these cytokines in urine indicates that they may be used as predictors’ of late

neonatal sepsis.

Key words: Infant, Very Low Birth Weight, Urine, Cytokines, Biomarkers, Neonatal

Sepsis.
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Highlights

¢ A method for early diagnosis of neonatal sepsis is necessary.
e Urine is a promising fluid to assess the neonatal sepsis.

e There is early increase of 11 urinary cytokines in infants of late sepsis.

Abbreviations
VLBW-very low birth weigth, IL- interleukin, TNF-tumor necrosis factor, INF-

interferon, IP-inducible protein, MCP/MCAF-monocyte chemotactic protein/monocyte
chemotactic activating factor, MiP- macrophage inflammatory protein, FGF-fibroblast
growth factor, GM-CSF- granulocyte macrophage colony stimulating factor, G-CSF-
granulocyte colony stimulating factor, PDGF- platelet derived growth factor, VEGF-
vascular endothelial growth factor, RANTES- regulated on activation normal T-

expressed and secreted, GC — control group, GS —late sepsis group
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1. Introduction

Neonatal sepsis is the main cause of death among newborns in Neonatal Intensive
Care Units [1,2]. Around the world, 15% of neonatal deaths are caused by infection [2,3].
Sepsis is associated with a longer hospitalization, and a consequent increase in hospital
costs, as well as a long term disturbance of neuro-psychomotor development [3].

Clinical signs and symptoms of neonatal sepsis are non-specific and the results of
laboratorial tests are, sometimes, provided too late [4,5]. The gold standard for sepsis
diagnosis is blood culture, however, the results takes too long, leading to empirical
treatments that contribute to a change in the profile of etiological agents and antimicrobial
resistance [4,5].

Several body fluids have been used in dosage of biomarkers in risk assessment
and diagnosis of neonatal sepsis, such as umbilical cord blood and newborn blood [6,7],
tracheal aspirate [8], amniotic fluid [9] and saliva [10]. Studies suggest that several
plasma cytokines are also excreted intact in urine [11], so that it has been used in
biomarkers dosage, especially in adults [12]. Recently, some studies have used urine as
a source of biomarkers for neonatal sepsis evaluation [7, 16, 28]. Urine collection is
beneficial, especially for very low birth weight (VLBW) infants, because it is a non-
invasive procedure [7], easy to perform, with low risk of complications and not painful.

The kidney has a role in removing some pro-inflammatory plasma cytokines from
the plasma of septic patients while diuresis is preserved [13]. Thus, we raised the
hypothesis that the urinary inflammatory markers ought to be raised in VLBW infants,
which could be related with sepsis. Therefore, the aim of this study was to evaluate the

neonatal sepsis by urinary biomarkers in VLBW infants.
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2. Method

2.1. Study subjects and sample collection

This cross-sectional study included VLBW infants less than 34 weeks of
gestational age with birth weight less than 1500 grams, who were born at the Hospital das
Clinicas of the Federal University of Uberlandia, between September 2015 and April
2016. This study considered as exclusion criteria: early sepsis, death until 5-day-old, and
twin pregnancy.

This study was approved by the Ethics Committee on Research of the
Universidade Federal de Uberlandia, registered by number 974.356. The informed
consent form was signed by parents or guardians of each infant.

This study divided all infants in two groups: control group (GC) without sepsis
and sepsis group (GS) with late sepsis (Fig.1).

Maternal and neonatal characteristics were obtained through patients’ records.
Neonatal sepsis was defined as a systemic condition of bacterial, viral or fungal origin
associated with hemodynamic changes and other clinical manifestations. It was
considered as late sepsis the one whose demonstrations performed after 72 hours (3 days)
of life [5]. Clinical sepsis was defined as the presence of clinical signs of infection with
concomitant antibiotic treatment for more than 3 days. Proven sepsis was defined as
bacterial growth on blood culture in neonate with signs of clinical sepsis. In the sepsis

group (GS) it was included all infants with clinical and confirmed late sepsis diagnosis.
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Assessed for eligibility (n=48)

Excluded (n=13)
Twins (n=6)
Death (n=4)
Early sepsis (n=3)

A [ Allocation J v
Allocated to G1 (non sepsis) Allocated to G2 (with sepsis)
n=12 n=23

Fig.1. Flowchart of sample selection.

2.2. Measurements

Urine samples were collected between 48 and 72 hours of life with a collector bag
and were frozen in ultra-freezer at -80 °C until the analysis. The urinary cytokines of
VLBW infants of both groups were quantified by a multiplex system on a Bio-Plex
MagPix™ analyzer (Luminex, California — USA), using the Bio-Plex kit Pro Human
Cytokine 27-plex Assay™ (Bio-Rad). The following cytokines were analyzed: eotaxin,
interleukins (IL) 1 beta, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12p70,
IL-13, IL-15, IL-17a, tumor necrosis factor a (TNF-a), Interferon gamma (INF-y),
inducible protein 10 (IP-10), monocyte chemotactic protein 1/ monocyte chemotactic
activating factor (MCP-1/MCAF), macrophage inflammatory protein (MiP)- MIP-1a,
MIP-1B, fibroblast growth factor (FGF basic), granulocyte macrophage colony
stimulating factor (GM-CSF), granulocyte colony stimulating factor (G-CSF), platelet
derived growth factor (PDGF-BB), vascular endothelial growth factor (VEGF), and
regulated on activation normal T - expressed and secreted (RANTES). The equipment’

software made data analysis and the cytokines’ concentration was obtained by
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comparison with the equivalent of each cytokine standard curve to obtain the value in

pg/mL.

2.3. Statistical analysis
Statistical analyses were performed with SPSS 20.0 (IBM, USA) and GraphPad
Prism 7.00 software. The studied groups were compared by Mann-Whitney and Fisher’s
exact. The Spearman’s correlation and Mann-Whitney test was used to relate clinical
variables and the values of biomarkers. It was considered a significance level of p <0.05

for all tests.

3. Results

Among all the infants who were born in the study period, 35 infants met the
inclusion criteria and 12 did not present sepsis (GC=12) and 23 presented late sepsis (GS
= 23). In the sepsis group, 14 infants presented clinical sepsis and 9 had confirmed sepsis
with positive blood cultures. The division of groups was made according to the evolution
of each infant.

Maternal and VLBW infant’s characteristics are shown in table 1. The median
maternal age was 27 (£8) years-old and 28 (+9) years-old in GC and GS, respectively.
The median of gestational age was 29 (£3) weeks in GC and 28 (£2) weeks in GS. The
median time until the sepsis diagnosis was 7 (+4) days.

The group with late sepsis (GS) presented a significant increase of 11 urinary
biomarkers when compared to the group without sepsis (GC) (Table 2 and figures 2 and
3).

An association analysis between the maternal and infants clinical variables with

these 11 biomarkers was performed. We observed a statistically significant difference
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among 6 of these 11 biomarkers with the use of invasive mechanical ventilation: IL-5 (p
=0.04), IL-7 (p = 0.02), IL-15 (p = 0.03), IL-17 (p = 0.03), MiP-1p (0.02) and G-CSF (p

=0.04). We did not observe any correlation with the metric variables.

Table 1. Very low birth weight infants’ and maternal characteristics.

Group C Group S
Characteristics P
n=12 n=23

Infants
Sex 0,153°
Male 5 (41,7%) 16 (69,6%)
Birth weight 1245(615-1499) 948 (488 —1477)  0,04°
APGAR at 5 minute 9(8-10) 8(3-10) 0,011*
Resuscitation at birth 8 (66,7%) 16 (69,6%) 1,00 °
Surfactant 5(41,7%) 19 (82,6%) 0,022°
SNAPPE 11 35 (14-71) 45 (10-86) 0,210*
Mechanical ventilation 5(41,7%) 22 (95,7%) 0,001°
Enterocolits 0 5(22,7%) 0,137°
Outcomes 0,141°

Survived 12 (100%) 18 (78,3%)

Death 0 5(21,7%)
Maternal
Hipertensive disorder 4 (33,3%) 4 (17,3%) 0,402°
Gestacional diabetes 2 (16,7%) 2 (8,7%) 0,590°
Prenatal steroid 10 (83,3%) 19 (82,6%) 1,000°

Corioamnionitis 1(8,3%) 4 (17,4%) 0,640°
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Mode of delivery 1,000°
Vaginal 4 (33,3%) 9 (39,1%)
Cesarean 8 (66,7%) 14 (60,9%)

Categorical data were presented as number (percentage) and numerical data as median
(minimum — maximum).
@ Mann Whitney test, ® Fisher exact; SNAPPE II - Score for Neonatal Acute Physiology

- Perinatal Extension II, GC= control group, GS=late sepsis.
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Urinary GC GS p
Biomarkers N=12 N=23
IL-1P 0,77 (0,46 —42,99) 4,42 (0,34 -213,89) 0,007*
IL-1ra 4972,08 (808,77 —34322,97)  10652,67 (9,82 —40912,05) 0,754
IL-2 4,47 (3,48-6,10) 3,67 (0,58 — 18,03) 0,164
IL-4 0,19 (0,07 —0,74) 0,57 (0,07 — 5,64) 0,042*
IL-5 0,79 (0,79 — 1,45) 1,45 (0,51 —22,08) 0,039%*
IL-6 2,34 (1,11 —25,70) 7,95 (1,00 —270,11) 0,079
IL-7 2,19 (0,35-5,12) 3,47 (0,85 —45,71) 0,022*
IL-8 8,11 (2,10 -191,79) 20,83 (2,10 — 156,75) 0,231
IL-9 1,92 (1,09 — 7,40) 6,17 (1,09 —45,94) 0,009%*
IL-10 7,98 (4,49 — 17,79) 10,53 (2,28 — 39,60) 0,149
IL-12 P70 911,56 (648,42 — 1463,12) 1083,08 (555,98 —1741,04) 0,366
IL-13 115,55 (90,02 — 151,53) 138,11 (84,69 —454,20) 0,051
IL-15 413,59 (81,46 — 1088,35) 676,44 (193,84 — 1332,91) 0,015%*
IL-17a 428,51 (286,00 — 914,65) 636,76 (286,00 — 3542,26)  0,009*
INF-y 15,37 (10,15 — 46,52) 21,34 (4,72 — 242,51) 0,139
TNF-a 4,16 (0,89 — 14,83) 11,25 (1,65 — 77,28) 0,015%*
MiP-1a 0,22 (0,06 — 0,56) 0,82 (0,06 —32,46) 0,011%*
MiP-1pB 4,86 (1,72 —23,25) 20,12 (0,27 — 254,28) 0,002*
CM-CSF 36,66 (30,44 — 58,21) 39,33 (13,51 - 97,63) 0,602
RANTES 4,41 (2,26 —2384,97) 8,79 (1,96 — 14838,00) 0,021*
Eotaxin 718,57 (420,92 — 1290,62) 935,96 (408,06 —2687,25) 0,126
Basic FGF 355,69 (114,44 — 633,19) 423,86 (103,46 — 1313,20) 0,149
VEGF 0,29 (0,14 —0,95) 0,49 (0,01 - 1,61) 0,281
PDGF-BB 3,42 (2,03 — 165,03) 9,08 (1,80 — 4000,62) 0,071
IP-10 272,42 (82,26 — 2830,29) 243,27 (46,93 - 9793,61) 0,677
MCP-1 77,82 (29,95 — 140,62) 109,13 (29,58 — 679,11) 0,251
G-CSF 14,04 (2,59 — 55,93) 31,59 (5,08 — 2033,96) 0,009%*

U Mann Whitney test, * statistically significant, GC- control group, GS — sepsis group,

interleukins (IL), tumor necrosis factor o (TNF-a), Interferon gamma (INF-y), inducible

protein 10 (IP-10), monocyte chemotactic protein 1/ monocyte chemotactic activating
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factor (MCP-1/MCAF), macrophage inflammatory protein (MiP), fibroblast growth
factor (FGF basic), granulocyte macrophage colony stimulating factor (GM-CSF),
granulocyte colony stimulating factor (G-CSF), platelet derived growth factor (PDGF-
BB), vascular endothelial growth factor (VEGF), and regulated on activation normal T -

expressed and secreted (RANTES).
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Granulocyte colony stimulating factor (G-CSF), macrophage inflammatory

protein (MiP) MiP-1a, MiP-18, regulated on activation normal T -expressed and secreted

(RANTES), and tumoral necrosis factor (TNF-a) in studied groups, with significant p

value.
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4. Discussion

This study showed an early increase (48-72 hours) of 11 urinary biomarkers in
VLBW infants who developed late sepsis, such as IL-4, IL-5, IL-7, IL-9, IL-15, IL-17a,
TNF a, MiP-1a, MiP-1B, RANTES, and G-CSF.

Early diagnosis of neonatal sepsis is still a challenge in Neonatal Intensive Care
Units, considering its high morbimortality rate [2]. There have been studied exams that
can be quickly and early used for prediction and for diagnosis of this condition. For this
reason, the dosage of the biomarkers is indicated as an instrument for this purpose
[14,15,16].

Different blood and urinary biomarkers were already studied in adults in several
clinical conditions such as heart failure, after renal transplantation, in sepsis as a
complementary way of diagnosis and prognostic definition [17,18,11,19]. Recently, the
dosages of blood biomarkers in the neonatal period have been described [20,21].

It is well known that there is a quick activation of cells and production of pro-
inflammatory cytokines during the immune response, which is easily found in blood and
urine, resulting in an imbalance in the immune response. [11]

The immune response in VLBW infants has some peculiarities that can modify
their responses against the insults. These neonates do not get any benefits from the
transplacental transfer of maternal antibodies, what mainly happens during the third
trimester of pregnancy. Otherwise, the immune response is immature, resulting in low
production of pro-inflammatory cytokines due to infectious agents [22]. Despite the
immature immune response of newborns, studies have been demonstrated the importance

of serum and urinary dosage of biomarkers in the neonatal period [14,15,16].
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This study has demonstrated high levels of urinary biomarkers during the first 48-
72 hours in VLBW infants who presented sepsis diagnosis when compared with those
without this condition. It was confirmed an increase of anti-inflammatory cytokines such
as IL-4, which can inhibit the production of IL-1 and TNFa, through the suppression of
mast cells and act as a regulator of immune response [23]. The TNFa, which has an
important role because it is the first anti-inflammatory mediator produced when there is
an infectious stimulus, blocks the spread of the pathogen agent. Pro-inflammatory
cytokines IL-5, IL-7, IL-9, IL-15 and IL-17a, which also were increased in the group with
sepsis, have redundant functions of activation, differentiation and stimulation of different
cells such as lymphocytes, natural killer (NK), and production of other cytokines. In
addition, chemokines MiP-1a, MiP-1B, and RANTES, considered pro-inflammatory with
chemotactic properties, had elevated values in the sepsis group. Those cells are
responsible for recruiting defense cells to the site of infection and G-CSF, which
particularly acts in the bone marrow stem cells by stimulating its differentiation in mainly
neutrophils polymorphonuclear [23,24]. These results demonstrated a predominance of
pro-inflammatory cytokines, which confirms the initial hypothesis of this study.

Studies using blood biomarkers have demonstrated the importance of biomarkers
for early diagnosis of neonatal sepsis, such as IL-9, IL-1B, TNFa and RANTES
[14,15,20,25]. Recently, other studies have used urinary dosage of biomarkers to assess
neonatal sepsis [16, 26, 27,28]. Even with the attempt to minimize the need for blood
collection through micromethod techniques, as well as transcutaneous monitoring, the
volume collected is still high, causing a rapid and significant reduction in erythrocyte
mass [31]. The urine thus emerges with the advantage of being a non-invasive, painless

collection form that effectively enables the dosing of several biomarkers.
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A study conducted by Saguna Narasimhulu et al (2013) [7], in newborns admitted
to NICU with suspected sepsis, also observed a rise in pro-inflammatory cytokines, IL-8,
IP-10 and MCP-1, in the urine of neonates at risk of developing sepsis.

The invasive mechanical ventilation was the only clinical variable associated with
the increase of 6 biomarkers in VLBW infants who developed late sepsis. One of the most
common complications associated with mechanical ventilation is sepsis [29]. A study by
Bohrer et al (2010) [30], also found alterations in IL-1f, IL-8, IL-6, IL-8, IL-10 and TNFa
in infant’s blood after 2 hours of mechanical ventilation. This release of pro-inflammatory
cytokines and reduction of anti-inflammatory, suggest the occurrence of lung injury
caused by mechanical ventilation.

This hypothesis was confirmed, once urinary inflammatory markers were
increased in VLBW infants with sepsis, which can reflect a systemic inflammation due
to the removal of pro-inflammatory cytokines of plasma. Despite some limitations in this
study, such as the sample size and the evaluation of one dosage (between 48-72hours) of
urinary biomarkers, our results can contribute to further confirm specific urinary
biomarkers as predictors of neonatal sepsis. It also highlights the importance of
monitoring various medical conditions and treatments offered to VLBW neonates which
can lead to changes in biomarkers.

Therefore, we conclude that the use of urine is promising for the dosage of
biomarkers, with early increase in the urine of IL-4, IL-5, IL-7, IL-9, IL-15, IL-17a, TNF
a, MiP-1a, MiP-1B, RANTES and G-CSF, suggesting that these biomarkers can be used

as predictors of late neonatal sepsis.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Recém-nascido
Prezada senhora, o(a) menor (a), pelo qual a senhora ¢ responsavel, estd sendo
convidado(a) a participar da pesquisa intitulada “Avaliacdo de biomarcadores no
periodo neonatal”, sob a responsabilidade dos pesquisadores: Profa. Dra. Vania Olivetti
Steffen Abdallah, Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart, Daniela Marques de L. M. Ferreira,

Patricia Terra Alves, Lidia Mayrink de Barros, Heloisio dos Reis, Aive Oliva Santos,
Maria Carolina Martins, Daniela Silva Rodrigues da Costa, Andréia de Albuquerque

Freitas, Angela Maria Oliveira e Larissa Prado Maia. Neste pesquisa nds estamos
buscando novos exames que possam nos mostrar mais precocemente se o bebé recém-
nascido esta com infec¢ao. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera obtido
por um destes pesquisadores: Daniela Marques de L. M. Ferreira, Lidia Mayrink de
Barros, Maria Carolina Martins, Daniela Silva Rodrigues da Costa ou Andréia de
Albuquerque Freitas, apos o nascimento do seu bebé, durante a sua internagdo hospitalar
na Maternidade do Hospital das Clinicas da UFU. A participag¢do do(a) seu(sua) filho (o)
sera autorizando a utilizagcdo de uma amostra do sangue e urina dele que ja ¢ colhido para
exames de rotina referentes aos cuidados médicos. Se o seu filho tiver nascido prematuro
e adoecer com suspeita que esteja com infec¢do sera autorizando também a utilizagio de
uma amostra do liquor e secre¢do traqueal (que apenas serda colhido para fazer o
diagnostico desta infec¢do, se houver necessidade, por decisdo da equipe médica que esta
cuidando do seu beb€). Em nenhum momento o(a) menor sera identificado(a). Os
resultados da pesquisa serdo publicados e ainda assim a identidade dele(a) sera
preservada. O (A) menor ndo terd nenhum gasto ou ganho financeiro por participar na

pesquisa.

Os riscos consistem no incomodo que ele(a) podera sentir com a coleta do sangue e urina,
porém estes materiais ja serdo coletados rotineiramente para os cuidados dele(a) durante
a internacdo e no incodmodo que ele(a) podera sentir com a coleta de secregdo traqueal e
liquor, que também serdo colhidos rotineiramente no caso dele ter suspeita de infecgao.
Os beneficios que haverdao, mesmo que nao diretamente, sdo o avanco no diagnostico
mais cedo das infecgdes nos bebés possibilitando inicio do tratamento mais rapido e

contribuindo para diminuir a mortalidade dos bebés.

O(A) menor ¢ livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem

nenhum prejuizo ou coagdo. Sempre que desejar, serdo fornecidos esclarecimentos sobre
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cada uma das etapas do estudo.

Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com a

senhora.

Se houver qualquer divida a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com os
pesquisadores Profa. Dra. Vania Olivetti Steffen Abdallah, Dra. Daniela Marques de L.
M. Ferreira, Lidia Mayrink de Barros, Maria Carolina Martins, Daniela Silva Rodrigues
da Costa ou Andréia de Albuquerque Freitas - Hospital das Clinicas, Servigo de

Neonatologia - Av. Para, 1720. Bairro Umuarama - Telefones: 3218-2112 / 3218-2454.

Podera também entrar em contato com o Comité de Etica na Pesquisa com Seres
Humanos — Universidade Federal de Uberlandia — A. Jodo Naves de Avila, 2121 bloco
A, sala 224, Campus Santa Monica — Uberlandia — MG — CEP: 38408-100 — Telefone:
3239-4131.

Uberlandia, ....... de i, de 20....

Assinatura dos pesquisadores

Eu, responsavel legal pelo(a) menor

consinto na participacdo dele no projeto citado acima, apds ter sido devidamente

esclarecida.

Responsavel pelo(a) menor participante da pesquisa
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APENDICE B — INSTRUMENTO PARA COLETA DE DADOS
Projeto de Pesquisa: Desenvolvimento e Avaliagao de Biomarcadores Associados a Patologias no
Periodo Neonatal e ImplicagGes Diagndsticas e Progndsticas

INSTRUMENTO PARA COLETA DE DADOS

N2 sujeito pesquisa N2 prontuario MAE N2 prontuario RN

Nome RN

DADOS MATERNOS, DE PRE-NATAL E PARTO

Idade Materna Estado Civil ( )solteira ( )casada ( )amasiada ( )viuva ( )divorciada

Escolaridade ( )1a3anos ( )4a7anos ( )8allanos ( )12ou+ ( )ignorado

Gesta: N2 abortos Nefilhos vivos
N2 consultas pré-natal Corticoide antenatal ( )ndo  ( )sim,1doses ( )sim, 2 doses ( )sim,>3 doses
Anormalidades do pré-natal ( )infec¢do urinaria ( )corioamnionite () sofrimento fetal agudo

( ) pré-eclampsia () sifilis ( ) ruprema, quantas horas?

( )RCIU ()TPP ( )oligodramnio

( ) anormalidade congénita ( ) diabetes ( ) drogasilicitas

( ) toxoplasmose ()HIV ( )HBsAg ( )DPP

Usode ATB ( )Nio ( )Sim Quando?( )12trim. ( )22trim. ( )32trim ( )48 horas antes parto

Qual ATB? Tipo de parto ( ) vaginal ( ) cesariana

DADOS DO RECEM NASCIDO

ﬁta nascimento Sexo ( )Masc. ( )Fem. ( )Indeterminado \
Gemelaridade ( )Sim ( ) Né&o Boletim de Apgar 12 min 52 min

Peso nascimento Idade Gestacional Clinica

Classificagcdo do RN ()PIG ()AIG ()GlG

Surfactante ( )sim ( )ndo Uso de B-bloqueadores ( )sim  ( )ndo

Hemotransfusdo ( )Ndo ( )Sim Idade: Hemocomponente:

InfeccGes ( )diarreia ( ) meningite ( ) onfalite ( ) conjuntivite ( YHIV  ( )infecgBes cutanea
() sifilis ()ycmv () rubéola congénita ( ) toxoplasmose

Dispositivos e Procedimentos: V.M. ___ dias CPAP nasal ____dias PICC____ dias SVD ____dias

\ Cat.Umb. ( )nédo ( )sim (arterial, venoso) dias  NPP dias/
CvC dias Drenos dia Procedimento Cirurgico ( )ndo ( )sim
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N2 SUJEITO DA PESQUISA:

DESFECHO

( ) Alta hospitalar ( )Transferéncia ( ) Obito Data: Idade:

Diagndsticos:

OBSERVACOES:
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ANEXO 1 — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £~ Plabaforma
@ UFU UBERLANDIA/MG | {gmxl

Comité de Etica cm P oequisa

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento e Avaliacdo de Biomarcadores Associados & Patologias no Pericdo
Meonatal e Implicaces Diagndsticas e Progndsticas

Pesquisador: VANIA OLIVETTI STEFFEN ABDALLAH

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 36471314.5.0000.5152

Instituicéo Proponente: Universidade Federal de Uberldndia/ UFU/ MG

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 974 356
Data da Relatoria: 18/12/2014

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O CEP/UFU, considera que as pendéncias foram respondidas de maneira clara e adequada.
Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

Todos os itens foram apresentados.

Recomendagdes:

Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

As pendéncias apontadas no parecer 857.483 foram atendidas.

De acorde com as atribuicbes definidas na Resolugcdo CNS 466/12, o CEP manifesta-se pela aprovacio do
protocolo de pesquisa proposto.
O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites

da redacio e da metodologia apresentadas.

Situagéo do Parecer:
Aprovado

Enderego:  Av. Jodoe Naves de Avila 2121- Bloco "1A" sala 224 - Campus Sta. Manica

Bairro: Santa Mdnica CEP: 33 .408-144

UF: MG Municipio: UBERLANDIA

Telefone: [34)3239-4131 Fax: (34)3239-4233 E-mail: cep@propp.ufubr
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