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RESUMO

Introducdo: A sepse neonatal continua sendo um desafio pela alta incidéncia e letalidade e
pela dificuldade no diagnoéstico, especialmente entre os recém-nascidos (RN) pré-termo de
muito baixo peso. O diagnostico precoce e o inicio do tratamento apropriado t€ém um papel
crucial na melhoria da sobrevida destes recém-nascidos.

Objetivo: Avaliar a presenca de biomarcadores em sangue de corddo umbilical e periférico de
recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso que possam auxiliar na predicdo da sepse
neonatal.

Método: Foram dosados 27 biomarcadores com um kit de alta precisdo (Bio-Plex Pro Human
Cytokyne 27-plex Assay) em sangue do corddo umbilical e no sangue periférico no 2°, 7°, 14°
e 28° dias de vida, dos RN com idade gestacional menor que 34 semanas e peso de nascimento
inferior a 1.500g, sem malformagdes congénitas maiores, que nasceram durante um periodo de
8 meses. Os RN foram acompanhados e divididos em 2 grupos: grupo controle e grupo sepse
de acordo com a presenga de sepse. Para os marcadores com diferenga estatistica foi realizado
a curva ROC e encontrado o melhor cutoff que poderia ajudar a predizer a sepse e calculado a
sensibilidade, especificidade, acuracia, valor preditivo positivo e negativo.

Resultados: Durante o periodo estudado nasceram 48 RN elegiveis.

Na anadlise do sangue do cordao umbilical foram excluidos 9 RN por ndo ter sido possivel a
coleta do sangue no momento do nascimento, e divididos em 2 grupos: grupo controle (n=12)
e grupo sepse (n=27), sendo 15 (56%) sepse clinica e 12 (44%) sepse comprovada, com média
da idade no dia da sepse de 7 dias. Os RN do grupo sepse apresentaram menores concentragdes
de MCP-1 do que os RN do grupo controle. Os RN com valores de MCP-1 menores que 130,2
pg/mL no sangue do cordao umbilical apresentaram chance 9 vezes maior de sepse no periodo
neonatal com sensibilidade de 81,2% e especificidade de 66,6%. Ja no sangue periférico de 2
dias de vida houve um comportamento inverso. Os RN com valores de MCP-1 maiores que
111,3 pg/mL apresentaram chance 7,2 vezes maior de sepse no periodo neonatal com
sensibilidade de 70,8% e especificidade de 75%.

Na analise do sangue periférico do RN, foram excluidos os RN com sepse precoce (n=5), e
os que faleceram antes do 7° dia de vida (n=5), e apds divididos em 2 grupos: grupo controle
(n=14) e grupo sepse tardia (n=24), sendo 14 (58,3%) sepse clinica e 10 (41,7%) sepse

comprovada, com média da idade no dia da sepse de 11,1 dias. Foram entdo escolhidos para



analise as amostras de sangue do 2° e 7° dia de vida do RN, antes do diagndstico de sepse. No
2° dia de vida, os RN do grupo sepse tardia apresentaram maiores concentragdes de IL1-ra, IL-
6, IP-10, e MCP-1 e menores concentracdes de FGF basic, [FN-y, IL-4, IL-5, IL-7, IL-9, IL-10,
IL-12p70, IL-13, IL-17A, PDGF-BB e TNF-a. No 7° dia de vida apresentaram maiores
concentragdes de VEGF, IL-8, IL-15 e IL1-ra ¢ menores concentragdes de IL-6, IL-13, IP-10 ¢
IL-5. Destacamos a IL-5 e a IL-6 no 2° dia de vida que apresentaram os maiores valores de odds
ratio (55 e 53,3) e acuracia (83,6 ¢ 87,6) e o VEGF no 7° dia de vida (odds ratio 46,2 ¢ acuracia
84.8).

Conclusio: Concluimos que alguns biomarcadores podem ajudar a predizer a sepse, em
especial o MCP-1 no cordao umbilical, a IL-5 e a IL-6 no 2° dia de vida e o VEGF no 7° dia de
vida. Todos esses marcadores, com excecao da IL-6 sdo ainda muito pouco explorados na sepse
neonatal, merecendo aten¢do especial em novos estudos.

Palavras-chave: sepse neonatal, recém-nascido pré-termo de muito baixo peso, citocinas,
biomarcadores, corddo umbilical, proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1), interleucina

5 (IL-5), interleucina 6 (IL-6), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).



ABSTRACT

Introduction: Neonatal sepsis continues to be a challenge because of its high incidence and
lethality and difficult diagnosis, especially among preterm newborns (NB) with very low birth
weight. Early diagnosis and initiation of appropriate treatment play a crucial role in improving
the survival of these newborns.

Objective: Evaluate the presence of biomarkers in umbilical and peripheral cord blood of very
low birth weight newborns that may aid in the prediction of neonatal sepsis.

Methods: Twenty-seven biomarkers were measured with a high precision kit (Bio-Plex Pro
Human Cytokyne 27-plex Assay) in umbilical cord blood and peripheral blood at the 2nd, 7th,
14th and 28th days of life of the newborns of gestational age of less than 34 weeks and birth
weight of less than 1,500 g, without major congenital malformations, who were born during a
period of 8 months. The newborns were followed up and divided into 2 groups: the control
group and the sepsis group according to the presence of sepsis. For the markers with statistical
difference, the ROC curve was performed and the best cutoff was found to help predict sepsis.
The sensitivity, specificity, accuracy, positive and negative predictive value were also
calculated.

Results: 48 eligible infants were born during the study period.

In the analysis of umbilical cord blood, 9 newborns were excluded because they were not
able to collect blood at birth, the others were divided in 2 groups: control group (n = 12) and
sepsis group (n = 27). In the sepsis group, the sepsis was clinical sepsis in 15 (56%) and proved
sepsis in 12 (44%), with average age on day of sepsis of 7 days. NB with sepsis had lower
concentrations of MCP-1 than the control group. NB with MCP-1 values lower than 130.2 pg /
mL in umbilical cord blood presented a 9-fold higher chance of sepsis during the neonatal
period with sensitivity of 81.2% and specificity of 66.6%. In the peripheral blood of 2 days of
life there was an inverse behavior. NB with MCP-1 values greater than 111.3 pg / mL had a
7.2-fold higher chance of sepsis in the neonatal period with a sensitivity of 70.8% and
specificity of 75%.

In the analysis of the peripheral blood of the newborn, NB with early sepsis (n = 5) and
those who died before the 7th day of life (n = 5) were excluded and after divided into 2 groups:
control group (n = 14) and late-onset sepsis group (n = 24). In the sepsis group, the sepsis was
clinical sepsis in 14 (58.3%) and proven sepsis in 10 (41.7%), with average age on the day of
sepsis of 11.1 days. Blood samples from the 2nd and 7th day of life of the



newborn, before the diagnosis of sepsis, were then selected for analysis. On the second day of
life, the NB of the late-onset sepsis group had higher concentrations of IL1-ra, IL-6, IP-10, and
MCP-1 and lower concentrations of FGF basic, IFN-y, IL-4, IL-5 , IL-7, IL-9, IL-10, IL-12p70,
IL-13, IL-17A, PDGF-BB and TNF-a. On the 7th day of life, they had higher concentrations
of VEGF, IL-8, IL-15 and IL1-ra and lower concentrations of IL-6, IL-13, IP-10 and IL-5. We
highlight IL-5 and IL-6 in the second day of life that presented the highest values of odds ratio
(55 and 53.3) and accuracy (83.6 and 87.6) and VEGF on the 7th day of life (odds ratio 46.2
and accuracy 84.8).

Conclusion: We concluded that some biomarkers may help to predict sepsis, especially MCP-
1 in the umbilical cord, IL-5 and IL-6 in the second day of life and VEGF in the 7th day of life.
All of these markers, with the exception of IL-6, are still poorly explored in neonatal sepsis,
deserving special attention in new studies.

Key words: neonatal sepsis, very low weight preterm newborn, cytokines, biomarkers,
umbilical cord, monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1), interleukin 5 (IL-5), interleukin 6

(IL-6), vascular endothelial growth factor (VEGF).
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1- INTRODUCAO

A sepse ¢ uma infeccao complicada pela disfungdo de um ou mais 6rgaos (KAWASAKI,
2017). No periodo neonatal, ou seja, os primeiros 28 dias de vida, ¢ uma das doencas mais
graves pela sua alta incidéncia e alta letalidade. A Organizagdo Mundial da Satde estima que
15% das mortes neonatais sdo causadas pela sepse, indice consideravelmente maior entre os
recém-nascidos pré-termo (WHO, 2012). Esse grupo de recém-nascidos (RN) possui um
sistema imune ainda imaturo, incapaz de responder adequadamente aos agravos infecciosos
(LEVY, 2007; SHARMA et al., 2012). Além da maior incidéncia e letalidade, a sepse durante
o periodo neonatal apresenta outras particularidades, como a dificuldade no diagndstico, uma
vez que os sinais e sintomas sdo inespecificos e facilmente confundidos com as condigdes que
sdo esperadas nesta populacdo, tais como desconforto respiratério, apnéia da prematuridade e
dismotilidade gastrointenstinal (BEKHOF et al., 2013). Ainda, os exames laboratoriais
atualmente disponiveis, em especial hemograma e as proteinas de fase aguda, podem nao
contribuir adequadamente para o diagnéstico (QUADIR; BRITTON, 2018; ROSENFELD et
al., 2018). Todos esses fatores associados tém levado ao uso excessivo de antibidticos no
ambiente de terapia intensiva neonatal e o surgimento de organismos resistentes (TZIALLA et
al., 2015).

Assim, muitos estudos clinicos tém sido realizados nos ultimos 30 anos na tentativa de
identificar biomarcadores capazes de auxiliar no diagnostico precoce da sepse neonatal e varios
artigos de revisdo foram escritos tentando organizar o conhecimento acerca desses novos
biomarcadores. Entretanto, ¢ consenso, mesmo nas revisdes mais atuais acerca do assunto que,
a despeito dos dados promissores de alguns biomarcadores, nenhum ¢ capaz isoladamente de
diagnosticar corretamente a sepse neonatal (GILFILLAN; BHANDARI, 2017; MEMAR et al.,
2019; MONASTERO; PENTYALA, 2017; SHARMA et al., 2018; TZIALLA et al., 2018).
Além disso, seria interessante a deteccao de algum marcador inflamatorio que pudesse predizer
o quadro de sepse, antes mesmo do aparecimento dos sintomas clinicos (NAKSTAD;
SONERUD; SOLEVAG, 2016). Nesse sentido, o sangue de corddo umbilical, que é a primeira
amostra hematoldgica do RN, ainda hoje ¢ considerado uma possibilidade na predicao da sepse
(IROH TAM; BENDEL, 2017; SU et al., 2014).

Grande parte dos estudos realizados para o diagnostico de sepse incluem a andlise de
RN a termo e pré-termo, constituindo um aspecto desfavoravel, uma vez que a cinética do

processo bioldgico associado a resposta biologica e aos biomarcadores podem diferir
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marcadamente em relacdo a idade gestacional (HEDEGAARD; WISBORG; HVAS, 2015),
indicando a necessidade de se estudar o grupo dos RN pré-termo em separado. Ainda, a grande
maioria desses estudos ¢ realizada em paises desenvolvidos. A contribui¢do dos paises em
desenvolvimento e em especial dos servicos nacionais na andlise de citocinas em sangue
periférico (SILVEIRA; PROCIANOY, 1999) e em sangue de cordao umbilical (CAMPOS et
al, 2010; CANCELIER et al, 2009; KUROKAWA et al, 2013) ainda ¢ pequena. Além disso os
estudos identificados na literatura avaliaram, em geral, as proteinas de fase aguda como a
proteina C reativa (PCR) e a procalcitonina (PCT) e apenas poucos biomarcadores. Portanto,
existe um grande nimero de citocinas ainda ndo avaliadas em estudos clinicos e que podem ser
potenciais marcadores para o diagnostico da sepse neonatal.

O Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HCU-UFU) ¢ uma
unidade hospitalar conveniada ao Sistema Unico de Saude (SUS), que pertence a Universidade
Federal de Uberlandia, de alta complexidade e de referéncia para 30 municipios das macro e
microregides do Tridngulo Mineiro. O Servigo de Neonatologia do HCU-UFU ¢ uma unidade
de referéncia para atendimento de recém-nascidos pré-termo (RNPT) e apresenta protocolos
clinicos elaborados pela equipe multidisciplinar de acordo com as melhores praticas
estabelecidas pela medicina baseada em evidéncia. Assim como todos os servigos de
neonatologia, esta unidade enfrenta problemas relacionados as infec¢des neonatais. Dentro
deste contexto, ¢ de grande importdncia o conhecimento do comportamento de novos
marcadores no recém-nascido, com objetivo de viabilizar um tratamento adequado em tempo
habil. A coleta de sangue rotineira ao nascimento e em diferentes momentos faz parte do
protocolo de assisténcia do Servigo de Neonatologia e motivou a equipe em contribuir com as
linhas de pesquisa mundiais na tentativa de buscar correlacionar os biomarcadores com o
diagnostico precoce da infec¢do neonatal. O Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto de
Biotecnologia da UFU ¢ referéncia internacional no desenvolvimento de novos biomarcadores,
inclusive na sepse adulta, e associou-se ao Servigo de Neonatologia da UFU para proporcionar
um trabalho conjunto com o intuito de buscar estratégias para aprimorar o diagnostico de sepse
neonatal, visando reduzir a morbi-mortalidade decorrente das infec¢des relacionadas a
assisténcia a satide em neonatologia.

Espera-se, a partir deste estudo, demonstrar as alteragdes que ocorrem nos niveis de
varios biomarcadores no sangue de corddo umbilical e no sangue periférico de RN pré-termo
com sepse neonatal. Pretende-se ainda, identificar entre eles qual (ou quais) seriam o melhor

marcador que poderia ajudar na predicdo e/ou no diagndstico precoce da sepse neonatal,
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almejando, assim, otimizar a assisténcia direcionada a eles.

1.1-  Consideracgoes iniciais

A formatacdo desta tese segue o modelo alternativo proposto pelo Programa de Pos-
Graduagao em Ciéncias da Satude, da Universidade Federal de Uberlandia, e que especifica a
necessidade de inclusdo de artigos cientificos. Primeiramente, sera apresentada uma
fundamentagdo tedrica, como forma de revisdo da literatura, sobre os temas abordados na tese.
Posteriormente, serdo apresentados dois manuscritos elaborados a partir dos dados obtidos
neste estudo.

O primeiro manuscrito intitulado “Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1)
como um marcador preditivo para sepse neonatal no sangue de cordio umbilical e
periférico” refere-se a avaliacdo dos 27 biomarcadores no sangue de cordao umbilical de RNPT
muito baixo peso (MBP). Os 39 RN incluidos foram divididos em 2 grupos (12 no grupo
controle e 27 no grupo sepse) e foi identificado a proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-
1) como um possivel marcador e validado esse achado com o sangue periférico do RN de 2
dias. Esse artigo serd submetido para a revista Pediatric Critical Care.

O segundo manuscrito intitulado “Cinética de biomarcadores na predicao da sepse
neonatal tardia” refere-se a avaliagdo dos 27 biomarcadores no sangue periférico do RNPT
MBP com 2 e 7 dias de vida. Os 38 RN incluidos foram divididos em 2 grupos (14 no grupo
controle, e 24 no grupo sepse tardia) e foi identificado que varios deles podem ajudar a predizer
a sepse tardia, em especial a interleucina 5 (IL-5) e a interleucina 6 (IL-6) no 2° dia de vida e o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) no 7° dia de vida. Esse manuscrito sera

submetido para a revista Cytokine.
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2- FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1- Recém-nascido pré-termo e seu sistema imune

Nos ultimos anos observou-se um grande avanco na terapia intensiva em especial da
terapia intensiva neonatal, com o desenvolvimento de novas tecnologias e possibilidades
diagndsticas e terapéuticas e dessa forma maior sobrevida de criangas nascidas prematuramente
e/ou com baixo peso (NG; LAM, 2006; WYNN, 2016).

O periodo neonatal ¢ definido como aquele que se inicia a0 nascimento e termina aos
28 dias de vida completos. O recém-nascido (RN) ¢ classificado quanto a idade gestacional e
ao peso ao nascer. Em relacdo a idade gestacional sdo classificados como pré-termo
(nascimento com até 37 semanas incompletas), termo (nascimento com 37 semanas completas
até¢ 42 semanas incompletas) e pos-termo (nascimento com 42 semanas completas ou mais).
Em relagdo ao peso de nascimento sdo classificados como baixo peso (menor que 2.500g),
muito baixo peso (menor que 1.500g) e extremo baixo peso (menor que 1.000g) (WHO, 2012).
A classificagdo do RN quanto ao peso e idade gestacional ¢ muito importante para a pratica
diaria, pois contribui para o manejo adequado, auxiliando no diagnéstico e na institui¢ao
precoce do tratamento quando indicado (KARDATZKE; ROSE; ENGLE, 2017; SHAPIRO-
MENDOZA et al., 2008; WHO, 2012). Dados da Organizacdo Mundial da Saude referem que
11% de todas as criangas nascem prematuras, representando cerca de 15 milhdes de RNPT ao
ano (BLENCOWE et al., 2013).

O RNPT ¢ mais vulneravel a infec¢do e isso pode ser atribuido a dois motivos principais:
a imaturidade do desenvolvimento, levando a déficits do sistema imunolégico, como por
exemplo a falta de transferéncia transplacentdria de anticorpos maternos que ocorrem
normalmente no terceiro trimestre de gestacao e a necessidade de intervencdes médicas, que
sdo de fundamental importancia para a sobrevida mas que interferem nas barreiras protetoras,
como por exemplo a ventilagdo mecanica e os acessos venosos (SHARMA et al., 2012).

A primeira linha de defesa do organismo ¢ composta por barreiras fisicas, como a pele
queratinizada e as mucosas do trato respiratorio e as barreiras quimicas, como as enzimas
(MUSSI-PINHATA; REGO, 2005). O extrato cérneo do RN, responsavel pela fungdo de
barreira epidérmica, s se torna maduro naqueles nascidos prematuramente, 2 semanas apos o

nascimento. Dessa forma, a epiderme do RNPT ¢ menos capaz de realizar o bloqueio dos
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microrganismos tornando-o mais susceptivel (MUSSI-PINHATA; REGO, 2005). Além disso,
o RNPT ¢ geralmente submetido a varios procedimentos invasivos, que provocam quebra das
barreias primarias de protecao e consequente aumento da susceptibilidade a infecc¢des e ativagao
da resposta inflamatoria (MUSSI-PINHATA; NASCIMENTO, 2001; ROMANELLI et al.,
2013).

O desenvolvimento do sistema imune inicia-se por volta da sexta semana de gestacdo
estendendo-se por toda a infincia. Durante a gestagdo, o feto estd em contato com o liquido
amnidtico, responsavel por estimular os tecidos linféides por meio de varias citocinas e fatores
de crescimento, sendo fundamental para o adequado desenvolvimento intra-tero
(CAMACHO-GONZALEZ; SPERMAN; STOLL, 2013; CHAUHAN; TIWARI; JAIN, 2017).
O nascimento prematuro interrompe este estado, causando uma desordem nas respostas anti e
pro-inflamatoérias, levando o RNPT a entrar em contato com varios antigenos do meio externo
(GLASS et al., 2015; KELLY; COUTTS, 2000).

A fungdo imune ¢ dividida em inata e adaptativa. A protecdo contra patdgenos ¢
alcancada através de acdes coordenadas entre elas (LEVY, 2007).

A imunidade inata, também chamada de ndo 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 padrdes moleculares associados aos patdogenos e apresentd-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 inata
inicia-se apo6s injuria tecidual ou quebra de barreira protetora, permitindo contato entre o
organismo e agentes patogénicos com ativagao primaria de células dendriticas e macrofagos,
que sdo os principais produtores de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 1 (IL-
1) cujas agdes voltam-se para os proprios macrofagos e determinam resposta autdcrina com a
producdo e secre¢do de outras citocinas inflamatorias (IL-6, interleucina 8 [IL-8], interleucina
12 [IL-12], interleucina 17 [IL-17], interferon gama [IFN-y] e outros fatores de crescimento).
Além disso, 0 TNF-a e a IL-1 atuam sobre o endotélio vascular e produzem hipertemia, atra¢ao
de novos polimorfonucleares levando a leucocitose e degranulagdo de neutréfilos, que liberam
oxido nitrico (NO) e outros derivados do oxigénio provocando vasodilatacdo local seguida de
edema e perda do tonus vascular (ANDRADE et al., 2015; BHANDARI, 2014; CAMACHO-
GONZALEZ; SPERMAN; STOLL, 2013; LEVY, 2007; MUSSAP et al., 2013). Desta forma

inicia-se a atracdo de neutréfilos e outras células de defesa de primeira ordem proporcionando
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um aumento consideravel nas citocinas pro-inflamatorias. Essa amplificagdo da resposta pro-
inflamatoria é conhecida como a resposta inflamatoria sistémica (SIRS) (DENNING et al.,
2017; FATTAH etal., 2017; GILFILLAN; BHANDARI, 2017; GLASS etal., 2015; NG; LAM,
2010; SEGURA-CERVANTES et al., 2016; SHARMA et al., 2018). A ativagao em nivel
sistémico das citocinas pro-inflamatorias pode gerar lesdes em orgaos distantes e consumo de
plaquetas durante a coagulagdo intravascular disseminada (CIVD) o que desencadeia a
disfuncao de multiplos 6rgaos (DMO) (MACHADO et al., 2014; SUGITHARINI; PREMA;
THANGAM, 2013; WYNN; WONG, 2010). Para contrabalancear a resposta pro-inflamatoria,
inicia-se um aumento das citocinas anti-inflamatérias (interleucina 10 [IL-10], interleucina 4
[IL-4] e fator de transformacdo do crescimento beta [TGF-B]) buscando a normaliza¢dao do
sistema como um todo, conhecida com a sindrome da resposta anti-inflamatoria compensatoria
(MACHADO et al., 2014). O RNPT tem uma produc¢ao de citocinas significativamente menor
quando comparado ao RN termo, e ¢ provavel que esta resposta inflamatdria reduzida na vida
fetal sirva para proteger contra os potenciais efeitos prejudiciais de um sistema imunologico em
ativagdo. No entanto, a vantagem evolutiva da atenuacao das defesas imunitérias inatas no utero
tornam-se claramente uma desvantagem clinica apds um parto prematuro (SHARMA et al.,
2012).

A imunidade adaptativa, também conhecida como especifica, ¢ aquela adquirida apds
a exposi¢do a um antigeno, 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 RNPT esta resposta ¢
pouco expressiva e ineficaz devido a baixa producdo de células T e B, ndo gerando uma
adequada memoria imunologica. Criangas nascidas a termo beneficiam-se da protecao
suplementar proporcionada pelos anticorpos maternos transferidos através da placenta. Os pré-
termo, no entanto, perdem substancialmente essa transferéncia transplacentaria de anticorpos
maternos, que ocorre principalmente durante o terceiro trimestre de gestacao (SHARMA et al.,
2012).

Assim, a defesa inicial do RNPT ¢é baseada na imunidade inata (LEVY, 2007; SHARMA
et al., 2012; YE et al., 2017). A imunidade adaptativa desenvolve-se plenamente apenas mais
tarde, nos primeiros anos de vida (SHARMA et al., 2012). De fundamental importancia para a
imunidade adaptativa ¢ a diferenciacdo de células T em células auxiliares efetoras (T helper).
As citocinas surgiram como indutores criticos de Th, que sdo chamadas de Thl ou Th2 de

acordo com suas propriedades funcionais e pelas citocinas que a induzem (MOSMANN et al.,
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2005). Os eventos cuidadosamente orquestrados que regulam a homeostase do sistema
imunoldgico e o desenvolvimento de uma resposta imune protetora é coordenado em grande
parte pelas citocinas produzidas por Thl e Th2. Um desequilibrio de Thl e Th2 podem ser
responsaveis tanto pela ocorréncia como pela progressao de varias doengas e suas complicagdes
resultantes (SHURIN et al., 1999). As citocinas do tipo Th1, como o IFN-y, interleucina 2 (IL-
2) e IL-17, desempenham um papel fundamental na defesa precoce aos patdogenos e na indugao
da imunidade mediada por células. As citocinas do tipo Th2, como a IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10
direcionam o sistema imune para a tolerancia imunoldgica e ndo para a defesa contra infecgdes
microbianas. Evidéncias acumuladas sugerem que as respostas Thl em recém-nascidos estao
comprometidas, incluindo uma producdo deficiente de citocinas tipo Thl por células T
grupamento de diferenciacdo 4 (CD4+) neonatais e hiporresponsividade dos macrofagos
neonatais a estimulacao por IFN-y. Estas deficiéncias contribuem para a fraca imunidade celular
em recém-nascidos com tendéncia para uma resposta tipo Th2 (ADKINS; LECLERC;
MARSHALL-CLARKE, 2004; SCHAUB et al., 2008).

A Figura 1 ilustra os eventos maturacionais que ocorrem nas fun¢des imunes adaptativas
e inatas na transicdo de um estado de tolerancia fetal para a exposi¢do a microorganismos €
outros antigenos ambientais apds o nascimento. Podemos perceber que na gestacdo ha um
estado de “tolerancia fetal” seguida por um estado de resposta imunoldgica apds o nascimento.
Na fungdo adaptativa transferéncia de anticorpos transplacentaria (IgG) ocorre principalmente
durante a fase final da gestagdo e, conforme ja citado, o RNPT nao se beneficia dessa protecao
suplementar. Percebemos também um predominio da resposta Th2 durante a gestacdo. Na
funcdo imune inata podemos observar uma atenuagao global da resposta de citocinas durante a

gestacdo, com uma exacerbacdo crescente proxima ao nascimento e no inicio da vida.
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Figura 1: Alteragdes no desenvolvimento que ocorrem no sistema imunoldgico humano no
inicio da vida (SHARMA et al., 2012).

Painel superior: Fun¢des imunes adaptativas

Materno: transferéncia de anticorpos transplacentaria (imunoglubilina G - IgG) que ocorre
principalmente durante o final da gestacdo, seguida pela prote¢do dos anticorpos maternos
(entre eles a imunoglobulina A - IgA) adquirida através do leite materno apds o nascimento. A
resposta de anticorpos do proprio bebé torna-se plenamente madura mais tarde, durante a
primeira infancia.

Neonatal: as células T sdo amplamente influenciadas pelas respostas do tipo 2 e com altas
propor¢des de substancias reguladoras e naturais.

Painel inferior: Fun¢des imunes inatas

Pro-inflamatoério (IL-1P, IL-6, TNF-q, IL-12, IL-23) e anti-viral (interferon alfa - IFN-a). As
respostas de citocinas sdo amplamente atenuadas em prematuros, enquanto a producdo da
citocina anti-inflamatoria IL-10 € relativamente alta durante a gestagdo tardia e no nascimento.

2.2-  Sepse neonatal

Recém-nascidos pré-termo t€ém uma alta incidéncia de sepse neonatal especialmente o
grupo dos RNPT MBP. Aproximadamente 21% dos RNPT pesando menos de 1.500g,
desenvolvem um ou mais episodios de sepse confirmada por cultura de sangue (CAMACHO-
GONZALEZ; SPERMAN; STOLL, 2013). Ao contrario da mortalidade relacionada as
patologias respiratorias, que mostram um declinio constante, a mortalidade por infec¢do
neonatal em RNPT aumentou nos tltimos 20 anos (BERRINGTON et al.,, 2012). As infecgdes

neonatais sdo responsaveis por aproximadamente 23,4% das mortes registradas em neonatos
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todo ano no mundo (CHAUHAN; TIWARI; JAIN, 2017). Ainda, os RN que sobrevivem a
sepse neonatal podem apresentar sequelas neuroldgicas devido ao acometimento do sistema
nervoso no choque séptico ou a hipoéxia severa (LEAL et al., 2018).

A sepse ¢ definida como uma disfungdo organica potencialmente fatal, causada por uma
resposta desregulada frente ao agente infeccioso (SINGER et al., 2016). E portanto, uma
infeccdo complicada pela disfuncdo de um ou mais orgdos (KAWASAKI, 2017). A sepse
neonatal ¢ definida como uma sindrome clinica de resposta inflamatéria sistémica
acompanhada por bacteremia nos primeiros 28 dias de vida (GOLDSTEIN et al., 2005).

De acordo com o inicio e modo de infeccdo, a sepse neonatal pode ser classificada em
precoce e tardia. A sepse precoce se inicia nos primeiros 3 dias de vida, ¢ adquirida por
transmissdo vertical de organismos invasivos e esta relacionada a fatores de risco maternos,
gestacionais e/ou periparto. A sepse tardia ocorre apos esse periodo e €, em grande parte,
causada por organismos adquiridos do meio ambiente apds o nascimento (SHANE; SANCHEZ;
STOLL, 2017). A frequéncia da sepse precoce ¢ menor em relacdo a sepse tardia, porém ¢
responsavel por uma maior taxa de mortalidade (PUOPOLO, 2008). Em um estudo no nosso
servigo foi detectado no periodo de 1 ano uma incidéncia de sepse neonatal precoce de 8,5%
dos RN internados no servico, o que representou um ter¢o dos episodios de sepse, associada a
alta mortalidade (44,1%) (BARBOSA et al., 2014).

O fator neonatal mais importante que predispde a sepse ¢ a prematuridade associada ao
baixo peso ao nascer (SHANE; SANCHEZ; STOLL, 2017). Os RNPT, especialmente os RNPT
MBP, apresentam taxas de incidéncia 10 a 25 vezes maiores de desenvolver sepse em relacao
os nascidos a termo com peso normal (CORTESE et al., 2016). Outros fatores de risco neonatal
incluem sexo masculino, baixa pontua¢do do Apgar no 1o e 50 minutos de vida, desconforto
respiratorio, desordens fetais, anemia, hemorragia intraventricular, hipotermia e disturbios
metabolicos (CORTESE et al., 2016). Além dos fatores de risco neonatais, existem fatores
maternos também considerados como de risco para a sepse neonatal. O parto prematuro (< 37
semanas), a ruptura prematura de membranas (antes do inicio do trabalho de parto), a ruptura
prolongada de membranas (> 18 horas), a infec¢do ou colonizagdo materna periparto e o baixo
status socioecondmico estdo fortemente associados a sepse neonatal (CHAN et al., 2013;
CORTESE et al., 2016).

Os sinais iniciais de infec¢do em neonatos sdo inespecificos e também podem estar
simplesmente associados a prematuridade ou a transi¢do para a vida extra-uterina (IROH TAM,;

BENDEL, 2017; SHAH; PADBURY, 2014). Os principais sinais clinicos sugestivos de sepse
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incluem: instabilidade térmica, anormalidades da colorag¢do da pele (cianose, palidez, ictericia),
desconforto respiratorio (apnéia, taquipnéia, dispnéia, necessidade de ventilagdo mecanica),
anormalidades cardiocirculatérias (bradicardia, taquicardia, aumento do tempo de enchimento
capilar, hipotensdo), anormalidades neuroldgicas (hipotonia, hiporeflexia, irritabilidade,
letargia, convulsdo) e sintomas gastrointestinais (distensdo abdominal, residuos gastricos,
vomitos) (SU et al., 2014).

Assim, o diagnostico de sepse neonatal ¢ dificil de ser estabelecido e continua a ser um
desafio. A hemocultura positiva ¢ considerada o padrdo ouro para o diagnostico de sepse, porém
o seu resultado demora de 48 a 72 horas (IROH TAM; BENDEL, 2017; TZIALLA et al., 2018;
VAN HERK; STOCKER; VAN ROSSUM, 2016). A inoculagdo de pequeno volume de sangue
(0,5 a 1 mL) diminui a sensibilidade e teoricamente, para otimizacao dos resultados 6 mL de
sangue seriam necessarios, o que nao ¢ possivel (SHAH; PADBURY, 2014). Ainda a
sensibilidade pode estar diminuida pelo uso de terapia antimicrobiana materna e pela baixa ou
intermitente bacteremia no recém-nascido infectado (TZIALLA et al., 2018). Além disso, a
sepse neonatal ndo pode ser sempre excluida nos resultados negativos de culturas (SHAH;
PADBURY, 2014; TAPPERO; JOHNSON, 2010). Para o RN termo assintomatico com
suspeita de sepse neonatal, a cultura negativa apds 36 a 48 horas ¢ suficiente para a
descontinuacdo da antibioticoterapia empirica. Em neonatos doentes ndo se pode atuar da
mesma maneira, devendo considerar outros fatores como sinais clinicos e resultados
hematologicos para descontinuar o tratamento (BENITZ, 2010).

Ao longo dos anos, o exame mais utilizado para auxiliar na detec¢gdo de um processo
infeccioso antes que os resultados das culturas estivessem disponiveis, foi 0 hemograma, sendo
avaliado o nimero total de leucdcitos, nimero de neutrofilos, nimero de neutréfilos imaturos,
a relagdo de neutrofilos imaturos / neutrofilos totais e nimero de plaquetas, conforme descritos
por Rodwell (RODWELL; LESLIE; TUDEHOPE, 1988). Porém o hemograma apresenta baixa
sensibilidade e portanto poderia apenas contribuir para a suspeita de sepse, sem confirmar ou
ser util na decisdo de iniciar ou suspender o antibidtico (TAPPERO; JOHNSON, 2010). Um
grande estudo de coorte realizado com 166 mil RN encontrou que, embora baixas contagens de
células brancas sanguineas e de neutrofilos absolutos e altos indices de neutréfilos imaturos
sobre neutréfilos totais (I/T) estejam associados a infec¢do, a baixa sensibilidade da contagem
completa de células sanguineas torna estes indices marcadores diagnosticos insatisfatorios para

descartar a infeccdo (HORNIK et al., 2012). Recentemente foi novamente demonstrado que
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valores de neutrdfilos (neutrofilos totais, neutrofilos imaturos e a relacdo imaturo / neutréfilos
total) sdo preditores pobres de sepse neonatal tardia (ROSENFELD et al., 2018).

O diagndstico precoce, antes que ocorra deterioragdo clinica, ¢ de particular interesse
dos neonatologistas, uma vez que o tempo para inicio da terapéutica parece ser de grande
importancia e representa um dos maiores determinantes da sobrevida na sepse neonatal. Assim,
um dos grandes esfor¢os na reducdo da taxa de mortalidade neonatal é focada na procura de
marcadores bioquimicos que sejam capazes de predizer precocemente o risco de
desenvolvimento de doengas agudas neonatais € o monitoramento do curso da doenca no recém-

nascido grave e agudamente doente (MUSSAP et al., 2013).

2.3- Biomarcadores no diagnodstico da sepse neonatal

Prestadores de cuidados neonatais avaliaram iniumeros testes laboratoriais a procura de
um que seja util para o diagndstico de sepse neonatal, ajudando a confirmar rapidamente o
diagndstico e acompanhar a evolucdo. A continua procura por biomarcadores para detecgao de
infeccdo se deve ao fato de suas potenciais aplicagdes, basicamente em trés circunstancias
(BENITZ, 2010). Primeiro, no caso de um RN com sinais clinicos, um biomarcador poderia
auxiliar a decisdo de iniciar o tratamento com antibidtico e posteriormente verificar
retrospectivamente aqueles que ndo foram infectados e que os antibidticos poderiam ser
descontinuados com seguranca apds um intervalo de tratamento empirico. Segundo, entre
aqueles RN com fatores de risco historicos (por exemplo ruptura prolongada de membranas),
um biomarcador que identificaria sepse antes mesmo da presenca de sinais clinicos. Nestas
situacdes, atualmente as escolhas sdo ou o inicio de terapia empirica, seguida da dependéncia
de culturas e exames de reagentes de fase aguda para identificar RN para os quais o tratamento
era desnecessario, ou observagdo clinica proxima, com inicio de terapia para RN que
desenvolvem sinais clinicos de infec¢d@o. Em terceiro lugar, um biomarcador para monitorar a
resposta a terapia ou progndstico em RN nos quais a infec¢do ¢ confirmada. Nenhum teste
atualmente disponivel ou combinacdo de testes tem sensibilidade e especificidade suficientes
para atingir esses objetivos (BENITZ, 2010).

O biomarcador ideal deveria ter as seguintes propriedades clinicas: 1) fornecer um
algoritmo com ponto de corte bem definido com sensibilidade e valor preditivo negativo

aproximando-se de 100%; 2) detectar precocemente a infec¢ao; 3) identificar precocemente um
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patogeno especifico ou uma categoria de patdgenos; 4) monitorar o progresso da doenga; 5)
orientar o tratamento antimicrobiano; 6) prever a gravidade da doenga no inicio da infecgdo e
prever o prognostico (NG; LAM, 2010). Pierrakos e Vicent (2010) realizaram extensa revisao
da literatura (3.370 artigos) e encontraram 178 biomarcadores diferentes avaliados quanto ao
uso potencial na sepse em geral, adulta e pediatrica, mostrando que, apesar da maioria deles ter
sido testada clinicamente, principalmente como marcadores progndsticos, poucos foram
estudados como marcadores de diagnostico da sepse. E nenhum teve especificidade e
sensibilidade suficientes para diferenciar sepse de resposta inflamatoria por outras causas e
portanto, nenhum biomarcador sozinho poderia ajudar e ser rotineiramente implantado na
pratica clinica. Dessa forma, apesar de extensa investigacdo ao longo das ultimas décadas, ainda
ndo ha um tUnico teste que satisfaca os critérios que o tornariam o marcador ideal para a
diagnéstico precoce da sepse no recém-nascido (BENITZ, 2010; PIERRAKOS; VINCENT,
2010; TAPPERO; JOHNSON, 2010; GILFILLAN; BHANDARI, 2017; MEMAR et al., 2019;
MONASTERO; PENTYALA, 2017, SHARMA et al., 2018; TZIALLA et al., 2018).

Os reagentes de fase aguda foram os primeiros biomarcadores a serem estudados, no
final da década de 80. Sdo marcadores diagndsticos produzidos principalmente pelo figado,
como parte de uma resposta imediata a infeccdo ou lesdo tecidual. Este grupo de proteinas tem
uma ampla gama de atividades que contribuem para a defesa do hospedeiro, incluindo
neutralizar agentes inflamatdrios, minimizar o dano ao tecido local, e participar da reparagao
tecidual (HOFER et al., 2012; MUSSAP et al., 2013). Varios reagentes de fase aguda tém sido
estudados em relacdo a sepse neonatal, sendo a proteina C reativa (PCR) e a procalcitonina
(PCT) as mais amplamente investigadas e utilizadas nas Unidades de Terapia Intensiva
Neonatais para auxiliar no diagnostico da sepse neonatal. A inducdo tardia da sintese hepatica
da PCR durante a resposta inflamatéria & infeccdo diminui a sua sensibilidade durante as
primeiras fases da sepse, portanto, a PCR ¢ considerada um biomarcador muito especifico, mas
ndo muito sensivel na infec¢do bacteriana, ndo havendo necessariamente correlagdo entre a
evolucdo da sepse e as alteragdes no seu nivel sérico (MUSSAP et al., 2013). Apesar de ser o
marcador mais antigo, ainda hoje ¢ alvo de estudos, frequentemente como comparagao com o0s
novos marcadores (HALIL et al., 2018; RASHWAN et al., 2018). No presente momento o PCR
¢ o Unico marcador disponivel para uso clinico na maioria dos servigos nacionais. Por outro
lado, a PCT ¢ liberada na circulagdo dentro de 3 horas apds o inicio da cascata da imunidade
inata, atinge um platdé com 6 horas e permanece elevada durante 24 horas, o que a torna um

marcador promissor para as fases iniciais da infec¢do além de um identificador sensivel de RN
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infectados (HEDEGAARD; WISBORG; HVAS, 2015; MUSSAP et al., 2013). Uma metanalise
mostrou a superioridade do PCT em relacdo a PCR (YU et al., 2010), embora o PCT ainda nao
esteja amplamente disponivel para uso clinico. Ambas tém intervalos de referéncias que podem
sofrer influéncia dependendo da idade gestacional, da idade pds-natal e das condigdes clinicas
do paciente, sendo afetadas por condi¢cdes nao infecciosas (HOFER et al, 2012;
VOULOUMANOU et al., 2011).

Na década de 90, as citocinas, outro grupo de marcadores de fase aguda, passaram a ser
estudados, na tentativa de se encontrar marcadores mais precoces € com maior sensibilidade
para o diagndstico da sepse neonatal. Os niveis de citocinas aumentam rapidamente na sepse
neonatal, antes mesmo que o recém-nascido desenvolva sinais ou sintomas de sepse e antes do
aumento dos niveis das proteinas de fase aguda (SHAH; PADBURY, 2014). As citocinas pro-
inflamatorias sdo proteinas soliveis que sdo produzidas e secretadas, principalmente por
mondcitos e macroéfagos imediatamente apos a invasdo bacteriana. O hospedeiro, para fazer
frente ao processo infeccioso, também produz as citocinas anti-inflamatdrias, que
neutralizariam os efeitos das proé-inflamatorias, de maneira a ocorrer uma homeostase entre
estes mediadores e finalizagdo com sucesso do processo infeccioso. Nos estudos clinicos
atengdo especial tém sido dada a IL-6, IL-8, IL-10, interleucina 1p (IL-1B) e TNF o. Numa
revisdo de 31 estudos (MEHR; DOYLE, 2000) os revisores concluiram que as citocinas sao
promissores marcadores de infec¢ao no periodo neonatal, mas as grandes variagdes encontradas
na metodologia e nos resultados destes estudos € o pequeno numero de neonatos avaliados
invibializam a realizacdo de uma metanélise para orientar o clinico quanto ao valor da dosagem
dessas citocinas para o diagnostico precoce da sepse neonatal. As pesquisas com esse grupo de
biomarcadores prosseguem até os dias atuais (BHANDARI, 2014; FATTAH et al., 2017;
HALIL et al., 2018; RASHWAN et al., 2018). Um recente estudo mostrou que a IL-6, IL-8 e
IL-10 podem ser citocinas promissoras para diagnosticar sepse neonatal. A IL-6 recebeu
destaque devido a sua potencial capacidade de estabelecer o diagnostico da sepse neonatal
assim como prever o risco de mortalidade de acordo com a condi¢ao clinica, além de apresentar

ponto de corte relativamente uniforme nos estudos (MONASTERO; PENTYALA, 2017).
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Nessa tese os biomarcadores estudados podem ser dividos em 3 grandes grupos:

1- Citocinas: sdo proteinas reguladoras intercelulares, responsaveis pela estimulagdo e
diferenciagdo de varios tipos de células e também pelo controle e producdo de outras citocinas
(AKDIS et al., 2016). Sao produzidas por diversas células, especialmente os mondcitos,
macrofagos, células endoteliais e fibroblastos e sdo divididas de acordo com a resposta
inflamatoria. As pro-inflamatdrias, principais responsaveis por iniciar uma defesa efetiva contra
agentes patogénicos, e as anti-inflamatdrias responsaveis por regular o processo inflamatério
exacerbado, mantendo a homeostase (AKDIS et al., 2016; CURFS; MEINS; HOOGKAMP-
KORSTANIJE, 1997; NG; LAM, 2006). Nesse grupo de citocinas pr6 e anti-inflamatdricas
encontram-se: [FN-y, interleucina-1 receptor antagonsita (IL-1ra), interleucina-1p (IL-1p), IL-
2, IL-4, IL-5, IL-6, interleucina 7 (IL-7), interleucina 9 (IL-9), IL-10, IL-12 por¢ao 70 (IL-
12p70), interleucina 13 (IL-13), interleucina 15 (IL-15), interleucina 17A (IL-17A) e TNF-a.

2- Quimiocinas: s3o uma grande familia de pequenas citocinas, geralmente de baixo peso
molecular, que funcionam como potentes mediadores ou reguladores da inflamagdo, pela
habilidade de atrair células especificas de defesa (GRIFFITH; SOKOL; LUSTER, 2014;
LUSTER, 1998). Nesse grupo encontram-se: eotaxina, IL-8, quimiocina CXCL10 (proteina 10
induzida por IFN-y [IP-10]), MCP-1, proteina inflamatoéria de macréfagos la (MIP-1a),
proteina inflamatoria de macréfago 1B (MIP-18), regulador na ativagdo normal de células T

expressa e segregada (RANTES).

3- Fatores de crescimento: além do papel no desenvolvimento de granuldcitos e macrofagos
sdo capazes de afetar a maturacdo celular (BAILIE et al.,1994). Os fatores de crescimento tém
multiplas fungdes, destacando-se a estimulagdo da divisdo celular, angiogénese, quimiotaxia,
inducdo ou inibi¢ao da diferenciacdo celular, transformacao ou inducdo da sintese de proteinas
(ORNITZ; ITOH, 2001). As principais fontes sdo macrdéfagos, linfocitos e plaquetas. Nesse
grupo encontram-se o fator de crescimento de fibroblasto (FGF basic), fator estimulador de
coldnia de granuldcitos (G-CSF), o fator estimulador de colonia de granuldcitos e macrofagos
(GM-CSF), fator de crescimento derivado de plaquetas subunidade B (PDGF-BB) e o fator de

crescimento endotelial vascular (VEGF).
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A seguir sdo apresentados, em ordem alfabética, os biomarcadores avaliados nesta

dissertacdo, suas fungdes e os estudos realizados correlacionando-os com a sepse neonatal.

o Eotaxin - Eotaxina

E uma quimiocina que atua na migracio de eosinéfilos e basofilos (GRIFFITH; SOKOL;
LUSTER, 2014; LUSTER, 1998).

Foi avaliada em poucos estudos clinicos em RN para diagndstico de sepse, encontrando-se
aumentada em RN com sepse neonatal quando comparados aos do grupo controle
(SUGITHARINI; PREMA; THANGAM, 2013). Outro estudo ndo encontrou diferenga do
eotaxin entre os grupos (LUSYATI et al., 2013).

J FGF basic - Fator de crescimento do fibroblasto

E uma grande familia de fatores de crescimento polipeptidicos. Sdo fatores homeostaticos e
funcionam no reparo tecidual e na resposta a lesao (ORNITZ; ITOH, 2001), com importante
papel na regulacdo da angiogénese (ZHENG et al., 1997).

Apenas o FGF21, um membro da familia FGF foi estudado na sepse neonatal, encontrando-se
aumentado nos RN com sepse, sendo considerado um marcador util (STAHANIDOU et al.,

2018).

J G-CSF - Fator estimulador de colonias de granulécitos

E um fator de crescimento hematopoiético, produzido pela medula 6ssea, que estimula a
proliferacdo e diferenciagdo das células progenitores hematopoiéticas dos neutrofilos
granulociticos (BAILIE et al., 1994; CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANIJE, 1997).

Ha descricdes do uso do G-CSF em situagdes de complicacdes infecciosas em RN com
neutropenia severa (contagem absoluta de neutrdfilos polimorfonucleares < 500) e em doengas
hematologicas que cursam com neutropenia (CASTAGNOLA; DUFOUR, 2014).

Foi avaliado em poucos estudos clinicos em RN para diagndstico de sepse, encontrando-se
aumentada em RN com sepse neonatal quando comparados aos do grupo controle, melhorando
o seu poder diagndstico quando associado a IL-8 (FISCHER et al., 2002). Uma concentragdo >
200 pg / mL estabeleceu uma sensibilidade de 95% e valor preditivo negativo de 99% para

previsao precoce de infec¢des neonatais bacterianas e fungicas (KENNON et al., 1996).
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o GM-CSF - Fator estimulador de colonias de granulocitos e macrofagos

E um precursor de células hematopoiéticas, linfocitos T e neutréfilos (BAILIE et al., 1994;
CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANIJE, 1997). E um fator de crescimento que induz a
maturacdo das células dendriticas, e também a ativacdo de granuldcitos, a proliferacdo da
microglia, a diferenciacdo das células naturais T killer e a sobrevivéncia e diferenciagdo do
macrofago alveolar (FRANCISCO-CRUZ et al., 2014).

Ensaios clinicos recentes mostraram os efeitos benéficos dos fatores estimuladores de colonias
no tratamento da neutropenia na sepse neonatal. O tratamento com GM-CSF esta associado a
um aumento na contagem absoluta de neutréfilos, eosindfilos, mondcitos, linfocitos e plaquetas
e diminui¢do da mortalidade em RN neutropénicos sépticos em estado critico (BILGIN et al.,
2001). O G-CSF e o GM-CSF promovem a liberag¢do de progenitores de neutrofilos da medula
Ossea ¢ aumentam a sobrevivéncia dos neutréfilos na circulagdo, aumentando a reserva de
neutrofilos circulantes para melhor combater a sepse (MOLLOY et al., 2005).

Foi avaliada em um estudo clinico em RN para diagnostico de sepse, ndo sendo encontrado
diferenga em RN com sepse neonatal quando comparado ao grupo controle (LUSYATI et al.,

2013).

o IFN-y - Interferon y

E uma citocina pré-inflamatéria produzida pelo sistema imunitario inato (células natural killer,
macrofagos e células mielomonociticas) e pelo sistema imunitario adaptativo (células Thl,
linfocitos T citotoxicos e células B). Induz a ativagdo de macréfagos, promovendo atividades
citotdxicas de outras células e induzindo a apoptose de células epiteliais na pele e mucosa. Além
de seu papel no desenvolvimento de uma resposta do tipo Thl o IFN-y também inibe o
crescimento celular e a apoptose e controla a extensdo da resposta imune levando a morte
celular induzida por ativagdo de células T CD41 (AKDIS et al., 2016; CURFS; MEIS;
HOOGKAMP-KORSTANIE, 1997).

Foi avaliado em poucos estudos clinicos em RN para diagnéstico de sepse, encontrando-se
aumentada em RN com sepse neonatal quando comparados aos do grupo controle (NG et al.,
2003; SEGURA-CERVANTES et al., 2016). Outro estudo nao encontrou diferenca do IFN-y

entre os grupos mostrando que nao foi capaz de predizer a sepse (BENDER et al., 2008).
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o IL-1p - Interleucina-13

E uma interleucina pro-inflamatéria. Induz a hematopoiese e a diferenciagdo das células Th17.
E um mediador importante da resposta inflamatéria e esta envolvida em uma variedade de
atividades celulares, incluindo a proliferacdo celular, diferencia¢ao e apoptose (AKDIS et al.,
2016).

Foi avaliada em estudo clinico em RN para diagnostico de sepse encontrando-se aumentada em
pacientes com sepse neonatal precoce quando comparados aos do grupo controle (BASU et al.,
2015; DE BONT et al., 1993; DE BONT et al., 1995; KURT et al., 2007; LUSYATI et al.,
2013; SUGITHARINI; PREMA; THANGAM, 2013). AYAZI et al. (2014) encontraram
sensibilidade de 27% e especificidade de 71%. Por outro lado, outros estudos ndo evidenciaram
aumento dos seus niveis (NG et al., 2007; SHERWIN et al., 2008; SILVEIRA; PROCIANOY,
1999; UCAR et al., 2008).

o IL-1ra - Interleucina-1 receptor antagonista

E uma citocina anti-inflamatéria. A IL-1 é a tnica citoquina para a qual é conhecido um
antagonista natural, a I[L-1ra (SCHREUDER et al., 1997). A IL-1ra e IL-1 sdo sintetizadas e
liberadas em resposta ao mesmos estimulos (AKDIS et al., 2016). A IL-1ra atua como um
inibidor especifico para os outros dois membros funcionais da familia IL-1 (IL-1a e IL-1p),
competindo com a ligacdo ao receptor de IL-1 e, assim, bloqueando a funcdo de IL-1a e IL-1
(SCHREUDER et al., 1997). Algumas citocinas anti-inflamatorias, incluindo IL-4, IL-6, IL-10
e IL-13, aumentam a sintese de IL-1ra, mas também inibem a sintese de IL-1p (DINARELLO,
1997).

J& foi avaliado em estudo clinico em RN para diagnostico precoce de sepse neonatal sendo
considerado um preditor de sepse, estando aumentada um ou mais dias antes do diagnostico
clinico (KUSTER et al., 1998). Outros trabalhos dosando a IL-1ra no momento da sepse
também encontraram niveis aumentados (DE BONT et al., 1995; FISCHER et al., 2002;
LUSYATI et al., 2013).

o IL-2 - Interleucina-2
E uma citocina pré-inflamatéria. Responséavel pela proliferacio de células efetoras T e B,
diferenciagdo e proliferagdo de células natural killer e fator de crescimento de células B (AKDIS

etal., 2016).
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Foi avaliada em poucos estudos clinicos em RN para diagnostico de sepse, estando aumentada

(NG et al., 2003) ou sem diferenga em RN com sepse neonatal quando comparado ao grupo

controle (LUSYATTI et al., 2013).

o IL-4 - Interleucina-4

E uma citocina anti-inflamatéria. A IL-4 é produzida por células Th2, células linféides inatas
tipo 2, basofilos, mastocitos e eosinofilos. Regula as condi¢des alérgicas e a resposta imune
protetora contra helmintos e outros parasitas extracelulares, sendo o principal estimulo do
desenvolvimento de células Th2. Também suprime o desenvolvimento de imunidade do tipo 1,
incluindo células Th1 e macréfagos, aumenta os receptores de células B, aumenta a expressao
de grupamento de diferenciagdo 23 (CD23), prolonga a vida util das células T e B em cultura e

medeia a adesdo e inflamacao tecidual (AKDIS et al., 2016).

Foi avaliada em poucos estudos clinicos em RN para diagndstico de sepse, encontrando-se
aumentada em RN com sepse neonatal quando comparados aos do grupo controle (LUSYATI

etal., 2013; NG et al., 2003; SEGURA-CERVANTES et al., 2016).

. IL-5 - Interleucina-5

E uma citocina anti-inflamatéria. A IL-5 foi inicialmente descrita como um fator de crescimento
de eosinofilos e células B. E principalmente produzida por células grupamento de diferenciagio
41 (CD41) Th2, eosindfilos ativados, mastdcitos, células grupamento de diferenciacdo 81
(CD81), células natural killer. Seu receptor compartilha a cadeia b com interleucina 3 (IL-3) e
GM-CSF. A IL-5 promove a proliferagdo, ativacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia e adesdo de
eosinofilos. As células Th2 que secretam IL-5 recrutam eosinéfilos e contribuem para a indugao
da hiperreatividade das vias aéreas em pacientes asmaticos (AKDIS et al., 2016).

Foi avaliada em apenas um estudo clinico em RN para diagnostico de sepse, estando aumentada

em RN com sepse neonatal quando comparado ao grupo controle (LUSYATI et al., 2013).

. IL-6 - Interleucina-6

E uma citocina pré-inflamatéria. A IL-6 ¢ uma citocina pleiotropica multifuncional envolvida
na regulacio de respostas imunes, respostas de fase aguda, hematopoiese e inflamacio. E
produzida por células endoteliais, fibroblastos, mondcitos e macrofagos em resposta a
diferentes estimulos (IL-1, IL-17 e TNF-a) durante a inflamagao sistémica. Na imunidade inata,

a IL-6 direciona o trafego e a ativacdo de leucocitos e induz a produgdo de proteinas de fase
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aguda pelos hepatocitos. A IL-6 promove proliferacdo de células T, diferenciagdo e
sobrevivéncia de células B e produgdo de IgG, IgA e imunoglobulina M (IgM) em células
plasmaticas. Além disso, a IL-6 induzida por alérgenos promove inflamacao das vias aéreas.
(AKDIS et al., 2016). E uma citocina envolvida na inflamag3o, resposta infecciosa e também
na regulag@o do processo metabdlico, regenerativo e neural (SCHELLER et al., 2011).

E a citocina mais estudada na sepse neonatal, desde a década de 90 (BUCK et al., 1994; DE
BONT et al., 1993; GROLL et al., 1992; PANERO et al., 1997; SILVEIRA; PROCIANOY,
1999) até os dias atuais (HALIL et al., 2018; NAKSTAD, 2018). Inimeros estudos a descrevem
como um bom marcador, com valores aumentados nos pacientes com sepse quando comparados
com os controles (BENDER et al.,, 2008; FATTAH et al., 2017, HE et al.,, 2017
MIRZARAHIMI et al., 2017; NAKSTAD, 2018; SUGITHARINI; PREMA; THANGAM,
2013; YE et al., 2017). E muito estudada em associagio com outros marcadores em especial
com os reagentes de fase aguda PCR e PCT (AL-ZAHRANI et al., 2015; CELIK et al., 2010;
DOELLNER etal., 1998; MIRZARAHIMI et al., 2017, MOSQUERA et al., 2009; RASHWAN
et al., 2018), mostrando-se um marcador mais sensivel porém menos especifico que a PCR no
diagnéstico da sepse neonatal (BUCK et al., 1994; GANESAN et al., 2016; HOTOURA et al.,
2012). Um estudo, entretanto, considerou a IL-10 e a IL-12p70 melhores marcadores quando
comparados a IL-6, IL-1p e TNF-a (SHERWIN et al., 2008). Os valores de referéncia ainda
sdo bastantes divergentes. Um cut-off de 32 pg/mL forneceu uma sensibilidade de 85,7 - 100%
e especificidade de 74 - 80,2% no diagndstico da sepse neonatal (HOTOURA et al., 2012; WU
et al., 2016). J4 um cut-off de 250 pg/mL forneceu uma sensibilidade de 71% e especificidade
de 88% na sepse neonatal precoce (BENDER et al., 2008).

o IL-7 - Interleucina-7

A IL-7 esté presente na maioria das células T e nos progenitores de células B e macrofagos da
medula 6ssea. Atua cooperando com a sinalizagdo através do receptor pré-célula-T para
coordenar a proliferagdo, diferenciacdo e o receptor de células T como uma recombinacao de
timdcitos. A sinalizagdo de IL-7 contribui para a sobrevivéncia, proliferagdo e desenvolvimento
de memoria B e células T e natural Killer. Induz a maturagdo de megacariocitos, e a sintese de
mediadores inflamatorios em monocitos (AKDIS et al., 2016).

Foi avaliada em apenas um estudo clinico em RN para diagnostico de sepse, estando aumentada

em RN com sepse neonatal quando comparado ao grupo controle (LUSYATI et al., 2013).
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. IL-8 - Interleucina-8

A IL-8 foi identificada como um quimiotatico especifico de neutr6filos e posteriormente
classificada como um membro da familia de quimiocinas CXC. A IL-8 ¢ produzida por uma
variedade de células, como mondcitos e macrofagos, neutrodfilos, linfocitos e células endoteliais
e epiteliais, apos estimulacao com IL-1a, IL-1p, IL-17, TNF-a ou receptores do tipo toll (TLRs).
As principais funcdes efetoras da IL-8 sdo a ativacdo e o recrutamento de neutrofilos para o
local da infecgdo ou lesdo. Além dos neutrofilos, a IL-8 também atrai células natural killer,
células T, basoéfilos e eosinofilos GM-CSF ou IL-3 (AKDIS et al., 2016).

Foi avaliada em estudos clinicos em RN, sendo observado valores aumentados nos pacientes
com sepse quando comparados com os controles (BENDER et al., 2008; FISCHER et al., 2002;
KOCABAS et al., 2007; KURT et al.,, 2007; LUSYATI et al., 2013; NAKSTAD, 2018;
SUGITHARINI; PREMA; THANGAM, 2013). Por outro lado, outros estudos ndo conseguiram
evidenciar aumento dos seus niveis nos RN com sepse (GONZALEZ et al., 2003; HE et al.,
2017; SHERWIN et al., 2008). Uma meta analise de 8 estudos (548 RN) mostrou que a I1L-8
tem moderada acuricia para o diagnostico de sepse neonatal e € um biomarcador util para o
diagnostico precoce de sepse neonatal, devendo entretanto ser combinada com os sintomas e

sinais clinicos, laboratoriais e resultados microbiologicos (ZHOU et al., 2015).

. IL-9 - Interleucina-9

Células Th2 e células linfoides inatas tipo 2 sdo as principais fontes de producdo de IL-9.
Mastocitos e eosindfilos secretam IL-9 em menor grau. A IL-9 inibe a produg@o de citocinas
pelas células Thl, promove a producdo de imunoglobulina E (IgE) pelas células B, induz a
secre¢do de quimiocinas e muco pelas células epiteliais bronquicas e promove a proliferacao
de mastocitos. A IL-9 tem papéis importantes na patogénese dos modelos de asma e nas
infecgdes por helmintos (AKDIS et al., 2016). Também ¢ parte da resposta tipo Th2 e pode
atuar como fator de crescimento de células T (MACHADO et al., 2014).

Ainda ndo foi explorada no periodo neonatal como marcador de sepse.

. IL-10 - Interleucina-10

A IL-10 ¢ uma citocina antiinflamatoria produzida principalmente por mondcitos, células T,
células B, uma pequena fragdo de células natural killer, macrofagos e células dendriticas. A IL-
10 inibe a expressdo de muitas citocinas pro-inflamatdrias, quimiocinas e receptores de

quimiocinas. Clinicamente, pode mediar a tolerancia a alérgenos. Em contraste com seus efeitos
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inibitorios sobre as células T, a IL-10 promove a sobrevivéncia, proliferacao e diferencia¢ao de
células B humanas e aumenta a producao de IgG (AKDIS et al., 2016). Desempenha um papel
central em limitar a resposta imune do hospedeiro ao patégeno (IYER; CHENG, 2012).

Ja foi avaliado em varios estudos clinicos em RN, sendo observado valores aumentados nos RN
com sepse quando comparados com os controles (BENDER et al., 2008; LUSYATI et al., 2013;
NG et al, 2007; SEGURA-CERVANTES et al., 2016; SHERWIN et al, 2008;
SUGITHARINI; PREMA; THANGAM, 2013; ZEITOUN et al., 2010).

o IL-12p70 - Interleucina-12p70

E uma citocina pré-inflamatéria. A forma bioativa da IL-12 (IL-12p70), descrita pela primeira
vez como fator estimulador de células natural killer, é produzida por monocitos ativados,
macrofagos, neutrofilos, microglia e células dendriticas. Inibe as fungdes imunes dependentes
da IL-12, agindo como um antagonista dos receptores da IL-12 e medeia o desenvolvimento e
a manutencao de células Thl induzindo a produgdo de IFN-y pelas células Thl e natural killer.
Além disso, desempenha um papel importante para a indugdo de células linfoides inatas tipo 1.
A IL-12 ativa indiretamente a atividade antimicrobiana, antiparasitaria e antitumoral dos
macrofagos (AKDIS et al., 2016).

Ja foi avaliado em estudos clinicos em RN, sendo observado valores aumentados nos RN com
sepse quando comparados com os controles (NG et al., 2007; SHERWIN et al., 2008;
SUGITHARINI; PREMA; THANGAM, 2013). Em outro estudo nao houve diferenga dos seus
niveis entre os RN com e sem sepse (LUSYATI et al., 2013).

. IL-13 - Interleucina-13

E uma citocina anti-inflamatéria. A IL-13 é expressa por células Th2 ativadas, mastocitos,
basofilos, eosinodfilos ¢ células natural killer. A IL-13 ativa as mesmas vias de transdugao de
sinal que a IL-4 e induz a produgdo de IgE. Também ativa e recruta mastocitos e eosindfilos e
promove sua sobrevivéncia (AKDIS et al., 2016).

Foi avaliada em apenas 2 estudos clinicos em RN para diagndstico de sepse, encontrando-se
diminuida em RN com sepse neonatal quando comparados aos do grupo controle (LUSYATI
et al., 2013). Outro estudo ndo encontrou diferenca entre os grupos (SUGITHARINI; PREMA;
THANGAM, 2013).
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. IL-15 - Interleucina-15

A IL-15 ¢ estruturalmente homologa a IL-2. Tem a capacidade de induzir a proliferagdo de
células T, células natural killer e células linféides inatas. Embora a IL-15 compartilhe algumas
fungdes com IL-2, como ativacdo de células T, estimulacdo de células natural killer,
proliferacdo celular e atividade citolitica, diferencas em suas funcdes biologicas foram
identificadas (AKDIS et al., 2016).

Foi avaliada em apenas 1 estudo clinico em RN para diagndstico de sepse, encontrando-se
aumentada em RN com sepse neonatal quando comparados aos do grupo controle (LUSYATI

etal., 2013).

o IL-17A - Interleucina-17A

E uma citocina pré-inflamatéria. A IL-17A atua em uma variedade de células, que reagem
aumentando a expressdo de citocinas, quimiocinas e metaloproteineases pro-inflamatorias. Ao
induzir células a produzir quimiocinas, o IL-17A atrai neutréfilos para mediar as defesas contra
diferentes patdgenos e promove aumento da producdo de TNF-a (AKDIS et al., 2016; CROSS,
2016).

Foi avaliada em apenas 1 estudo clinico em RN para diagndstico de sepse, encontrando-se
aumentada em RN com sepse neonatal quando comparados aos do grupo controle (LUSYATI

etal., 2013).

o IP-10 - Proteina 10 induzida por interferon y

E uma quimiocina, também conhecida como quimiocina CXCL10, que exerce um papel
quimiotatico para mondcitos e células T (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANIJE, 1997;
NG et al., 2007). E um potente inibidor da atividade angiogénica induzida por IL-8 ¢ FGF basic
(STRIETER et al., 1995).

Foi avaliado em estudo clinico em RN para diagnostico de sepse neonatal precoce
(SUGITHARINI; PREMA; THANGAM, 2013) e tardia sendo considerado um marcador
sensivel e precoce (NG et al., 2007).

J MCP-1 - Proteina quimiotatica de monocitos -1
E uma quimiocina com potente acdo quimioatrativa especifica para macréfagos e linfocitos
mononucleares. E produzido por um grande nimero de células: endoteliais, epiteliais,

mesangiais, astrociticas, monociticas, microgliais, musculares lisas e fibroblastos. Sua secre¢ao
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¢ induzida por citocinas pro-inflamatérias, como a IL-1 e TNF (DESHMANE et al., 2009;
MELGAREJO et al., 2009).

Foi avaliada em estudo clinico em RN para diagnostico de sepse neonatal sendo encontrado
valores aumentados em pacientes com sepse (LUSYATI et al., 2013; NG et al., 2007;
SUGITHARINI; PREMA; THANGAM, 2013).

o MIP-1a e MIP-1 - Proteina inflamatoria de macréfagos 1 alfa e beta

Sdo quimiocinas que desempenham um papel de quimiotaxia para monocitos, eosinofilos,
macrofagos e células natural killer (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANIJE, 1997;
GRIFFITH; SOKOL; LUSTER, 2014; LUSTER, 1998).

Foram avaliadas em estudos clinicos em RN para diagnostico de sepse encontrando-se
aumentadas em pacientes com sepse neonatal precoce quando comparados os do grupo controle
(LUSYATI et al., 2013; SUGITHARINI; PREMA; THANGAM, 2013). Por outro lado, outro
estudo em RN encontrou que a MIP-1a e a MIP-1 ndo apresentaram diferenga entre os RN

com e sem sepse neonatal precoce (HE et al., 2017).

o PDGF-BB - Fator de crescimento derivado de plaquetas

E um fator de crescimento que regula o crescimento e a divisdo celular, desempenhando um
papel significativo na formacdo de vasos sanguineos e provocando vasoconstric¢do na
musculatura vascular. Embora o PDGF seja sintetizado, armazenado e liberado pelas plaquetas,
ele também ¢ produzido por outras células, incluindo células musculares lisas, macrofagos
ativados e células endoteliais (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANIJE, 1997). Na sepse
sabe-se que o fator de crescimento derivado de plaquetas promove a integridade estrutural da
parede do vaso e aumenta a capacidade de cicatrizagdo da ferida (BRUECKMANN et al.,
2007).

Foi encontrado apenas 1 estudo clinico avaliando o PDGF-BB em RN para diagnéstico de
sepse, estando aumentado em pacientes com sepse neonatal precoce quando comparados os do

grupo controle (SUGITHARINI; PREMA; THANGAM, 2013).

o RANTES - Regulador na ativagdo normal de células T expressa e segregada
E uma quimiocina que atua na quimiotaxia para mondcitos, células T, eosinofilos e basofilos

e aumenta a liberagdo de histamina (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANIJE, 1997).

Foi avaliado em poucos estudos clinico em RN para diagndstico de sepse neonatal precoce
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sendo considerado um marcador util para o diagnodstico de infeccdo neonatal severa
(STOJEWSKA et al., 2016). Por outro lado, outros estudos com RN nao observaram altera¢ao
dos seus niveis (LUSYATI et al., 2013; NG et al., 2007) e outro observou-se diminui¢cao em
pacientes com sepse neonatal precoce (SUGITHARINI; PREMA; THANGAM, 2013).

o TNF-a - Fator de Necrose Tumoral alfa

E uma importante citocina envolvida na defesa do hospedeiro, inflamacdo e apoptose.
Desempenha um papel duplo na regulagdo das respostas imunes, agindo tanto como um
mediador pro-inflamatério, iniciando uma forte resposta inflamatoria, como um mediador
imunossupressor, inibindo o desenvolvimento de doengas auto-imunes e tumorais, € exibindo
um papel vital na manuten¢ao da homeostase imunologica limitando a extensao e a duragao dos
processos inflamatdrios. O TNF- o possui um papel importante na defesa do hospedeiro contra
patdgenos virais, bacterianos, fingicos e parasitarios, em particular contra infec¢des bacterianas
intracelulares (AKDIS et al.,, 2016; CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANIJE, 1997,
WYNN; WONG, 2010).

E um dos biomarcadores mais estudados no periodo neonatal, desde a década de 90 (DE BONT
et al., 1993; SILVEIRA; PROCIANOY, 1999). Ja foi avaliado em varios estudos clinicos em
RN para diagndstico de sepse neonatal sendo encontrado valores aumentados em pacientes com
sepse (BASU et al., 2015; FATTAH et al., 2017; HE et al., 2017; KOCABAS et al., 2007;
KURT et al., 2007; LUSYATI et al., 2013; NG et al., 2007; SEGURA-CERVANTES et al.,
2016; SUGITHARINI; PREMA; THANGAM, 2013). Por outro lado, outros estudos em RN
nao observaram alteragdo dos seus niveis (BENDER et al., 2008; SHERWIN et al., 2008).

J VEGF - Fator de crescimento endotelial vascular

E um fator de crescimento regulador fundamental da angiogénese normal e anormal.
Evidéncias indicam que o VEGF ¢ essencial para a vasculogénese e angiogénese embrionarias
e para a proliferacdo de vasos sangiiineos no trato reprodutivo feminino e para a formagao 6ssea
(FERRARA, 1999). Atua também como quimiotatico para mondécitos e pode inibir a maturagao
de células dendriticas (PAULUS; JENNEWEIN; ZACHAROWSKI, 2011). Parece ter um
papel importante no desenvolvimento da microvasculatura da mucosa intestinal e sua
deficiéncia poderia predispor a ocorréncia de enterocolite necrosante (BOWKER; YAN; DE

PLAEN, 2018).
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Na literatura encontramos apenas 1 estudo dosando o VEGF na sepse neonatal sendo
encontrado maiores concentragdes em RN pré-termo com sepse do que aqueles sem sepse

(SIAVASHI et al., 2017).

Os quadros 1 e 2 apresentam um resumo dos estudos clinicos destes 27 biomarcadores
no diagnostico da sepse neonatal e os principais achados, por ordem de ano de publicacio.
Podemos observar que desde a década de 90 estdo sendo publicados estudos avaliando os
biomarcadores na sepse neonatal e que os estudos continuam até os dias atuais. Além disso
observamos que o tamanho da amostra ¢ varidvel, sendo que a metade dos estudos avaliam
menos de 100 RN. Também vale a pena comentar a quantidade de biomarcadores avaliados em
cada estudo. Os estudos mais antigos (1992 e 1993) incluiram apenas a IL.-6. A maioria utiliza
poucos marcadores e apenas 2 estudos de 2013 avaliam um painel maior de marcadores
(referéncias 27 e 28 do quadro 1). Por fim percebemos que entre os 27 biomarcadores avaliados
nessa tese, a IL-6 ¢ sem divida a citocina mais estudada, seguida do TNF-a. Por outro lado 15
biomarcadores (eotaxin, basic FGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2, IL-5, IL-7, IL-13, IL-15, IL-17A,
IP-10, MIP-1a, MIP-1B, PDGF-BB e VEGF) foram avaliados em apenas 1 ou 2 estudos e ainda,
a IL-9 nunca foi avaliada na sepse neonatal. Dai a importancia de estudar esses biomarcadores
para investigar a possibilidade de serem possiveis marcadores na predi¢do da sepse neonatal.

Até o presente momento, a utilizacdo de algum outro biomarcador na sepse no periodo
neonatal além das proteinas de fase aguda, ainda ndo ocorre na pratica clinica, devido aos custos
para sua detec¢do e também pela necessidade de mais pesquisas cientificas estabelecendo

valores normais para essa faixa etaria (SHARMA et al., 2018; MEMAR et al., 2019).
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Quadro 1 - Principais referéncias de artigos clinicos que avaliaram um ou mais dos 27 biomarcadores estudados nessa dissertacdo no diagndstico
da sepse neonatal em sangue periférico dos recém-nascidos.

1° autor Ano | Revista de Amostra | Tipo de sepse Grupos avaliados
publicacio
1 | GROLL et al. 1992 | Pediatr Infect Dis J 20 RN sepse Sepse comprovada x sem Sepse
2 | DE BONT et al. 1993 | Pediatr Res 32 RN sepse Sepse x sem Sepse
3 | BUCK et al. 1994 | Pediatrics 222 RN sepse Sepse comprovada x Sepse clinica X sem Sepse
4 | DE BONT et al. 1995 | Pediatr Res 57 RN sepse Sepse comprovada x Sepse clinica x sem Sepse
5 | GEIGER et al. 1996 | EurJ Pediatr 40 RN sepse Sepse x sem Sepse
6 | KENNON et al. 1996 | J Pediatr 156 RN sepse Sepse comprovada x Sepse clinica X sem Sepse
7 | PANERO et al. 1997 | Pediatr Infect Dis J 149 RN sepse precoce ¢ tardia | Sepse comprovada x Sepse clinica X sem Sepse
8 | DOELLNER et al. 1998 | J Pediatr 241 RN sepse precoce Sepse comprovada x Sepse clinica x sem Sepse
9 | SILVEIRA et al. 1999 | Acta Paediatr 117 RN sepse precoce Sepse comprovada x Sepse clinica x sem Sepse
10 | DOLLNER et al. 2001 | J Clin Epidemiol 166 RN sepse precoce Sepse comprovada x Sepse clinica x sem Sepse
11 | ROMAGNOLI et al. 2001 | Eur J Pediatr 59 RN sepse Sepse comprovada x sem Sepse
12 | FISCHER et al. 2002 | Intensive Care Med 190 RN sepse Sepse comprovada x Sepse clinica x sem Sepse
13 | GONZALEZ et al. 2003 | J Perinat Med 75 RN sepse tardia Sepse comprovada x sem Sepse
14 | NGetal. 2003 | Arch Dis Child Fet Neon 147 RN sepse tardia Sepse comprovada x Sepse clinica x sem Sepse
15 | HARRIS et al. 2005 | J Pediatr 84 RN sepse Sepse comprovada x Sepse clinica
16 | KOCABAS et al. 2007 | Turk J Pediatr 55 RN sepse precoce ¢ tardia | Sepse x sem Sepse
17 | KURT et al. 2007 | Mediators Inflamm 53 RN sepse Sepse comprovada x Sepse clinica x sem Sepse
18 | NGetal. 2007 | Pediatr Res 155 RN sepse tardia Sepse comprovada x Sepse clinica
19 | BENDER et al. 2008 | Dan Med Bull 123 RN sepse precoce Sepse x sem Sepse
20 | SHERWIN et al. 2008 | Am J Perinatol 117 RN sepse precoce ¢ tardia | Sepse comprovada x Sepse clinica
21 | UCAR etal. 2008 | Mediators Inflamm 36 RN sepse tardia Sepse x sem Sepse
22 | MOSQUERA et al. 2009 | An Pediatr (Barc) 42 RN sepse precoce ¢ tardia | Sepse comprovada x Sepse clinica X sem Sepse
23 | CELIK et al. 2010 | JClin Lab Anal 282 RN sepse Sepse x sem Sepse
24 | URAS et al. 2010 | Balkan Med J 58 RN sepse Sepse x sem Sepse
25 | ZEITOUN et al. 2010 | Scand J Infect Dis 98 RN sepse precoce ¢ tardia | Sepse x sem Sepse
26 | HOTOURA et al. 2012 | Inflammation 82 RN sepse tardia Sepse comprovada x Sepse clinica x sem Sepse
27 | LUSYATI et al. 2013 | J Neonatal Perinatal Med | 77 RN sepse tardia Sepse comprovada x Sepse clinica x sem Sepse
28 | SUGITHARINI et al. 2013 | Inflamm Res 179 RN sepse precoce Sepse x sem Sepse
29 | AYAZI et al. 2014 | Infez Med 83 RN sepse Sepse (sem grupo controle)
30 | AL-ZAHRANI et al. 2015 | J Infect Dev Ctries 100 RN sepse precoce Sepse comprovada x Sepse clinica x sem Sepse
31 | BASU etal. 2015 | J Perinatol 64 RN sepse precoce Sepse x sem Sepse
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32 | GANESAN et al. 2016 | J Clin Diagn Res 80 RN sepse Sepse x sem Sepse
33 | SEGURA-CERVANTES et al. 2016 | Mediators Inflamm 83 RN sepse Sepse x sem Sepse
34 | STOJEWSKA et al. 2016 | Postepy Hig Med Dosm 129 RN sepse precoce Sepse x sem Sepse
35 | WU etal. 2016 | J Biol Regul Homeos Age | 125 RN sepse Sepse x sem Sepse
36 | FATTAH et al. 2017 | J Nat Sc Biol Med 320 RN sepse precoce ¢ tardia | Sepse comprovada x Sepse clinica X sem Sepse
37 | HE et al. 2017 | Schok 151 RN sepse precoce Sepse x sem Sepse
38 | KHAERTYNOV et al. 2017 | J Immunol Res 33 RN sepse precoce ¢ tardia | Sepse x sem Sepse
39 | MIRZARAHIMI et al. 2017 | Pediatr Reports 31 RN sepse precoce Sepse (sem grupo controle)
40 | SIAVASHI et al. 2017 | J Cell Biochem 133 RN sepse Sepse x sem Sepse
41 | YE etal. 2017 | Pediatr Res 840 RN sepse Sepse comprovada x sem Sepse
42 | HALIL et al. 2018 | Comb Chem High Th Sc 101 RN sepse Sepse x sem Sepse
43 | NAKSTAD 2018 | Infect Drug Resist 30 RN sepse precoce Sepse x sem Sepse
44 | RASHWAN et al. 2018 | Pediatr Neonatol 168 RN sepse precoce ¢ tardia | Sepse comprovada x Sepse clinica
45 | SIAHANIDOU et al. 2018 | Clin Chem Lab Med 77 RN sepse Sepse x sem Sepse
Tipo de sepse:

Sepse: sem especifica¢do em relagdo ao tempo de aparecimento da sepse; Sepse precoce: antes de 72hs; Sepse tardia: apos 72 hs

Grupos avaliados:

Sepse: sinais clinicos de sepse independente da hemocultura (clinica + comprovada); Sepse comprovada: sinais clinicos com hemocultura

positiva;

Sepse clinica: sinais clinicos com hemocultura negativa
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Quadro 2- Principais resultados dos artigos clinicos que avaliaram um ou mais dos 27 biomarcadores estudados nessa dissertagdao no diagndstico
da sepse neonatal (* numeracao das referéncias de acordo com o quadro 1)

* Eota [Basic| G |GM [IFN | IL | IL |IL|IL|IL|IL|IL|IL |IL|IL| IL | IL [ IL | IL | IP | MCP | MIP | MIP | PDGF | RAN | TNF | VEGF
xin | FGF | CSF | CSF| v |1B|1ra| 2 |4 |5|6 |7 |8 |9|10] 12 |13|15|17A|10| 1 o B BB | TES | «
70

1 T i

2 )

3 T T %

4 )

5 )

6 )

7 )

8 )

9 T 7

10 T

11 ) )

12 ) ) )

13 T

14 1 T 1 1 1

15 T T

16 ) ) )

17 1 1 1 1

18 1 T Tr 1

19 ) ) )

20 T

21 T

22 T

23 T

24 T

25 T

26 ) )
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27 - - TN -7 T -y T 0 0 0 - 0
28 * 0 0 T - 0 0 0 0 0 J 0
29
30 T
31 0 7
32 T
33 0 0 0 0 0
34 T
35 0 0
36 0 0
37 0 0
38 0 0 0
39 X
40 T
41 T T
42 0
43 T T
44 0
45 T

FEota | Basic G GM | IFN | IL IL | IL | IL |IL |IL |IL |IL |IL | IL IL IL | IL IL IP | MCP | MIP | MIP | PDGF | RAN | TNF | VEGF

xin | FGF | CSF|CSF| v |1B|1lra| 2|4 | 5|6 |7 |89 10| 12 |13]15[17A]10] 1 o B BB | TES | a

p70

(1) aumentado nos RN com sepse

(¥) diminuido nos RN com sepse

(--) sem relacdo com a sepse

(x) sem comparagao com grupo controle
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2.4 - Sangue de corddo umbilical no diagnostico da sepse neonatal

O sangue do cordao umbilical ¢ a primeira fonte bioldgica do RN, e tem composicao
celular semelhante & do sangue periférico do feto durante o uUltimo estdgio de gestacdo.
Apresenta a vantagem de possibilitar a utilizagdo de maiores volumes de sangue sem arriscar a
instabilidade hemodinamica do RN. Além disso, ndo requer um procedimento invasivo para
coleta e nem a exposicao do RN a dor, evitando assim o estresse iatrogénico e complicagdes de
procedimentos (IROH TAM; BENDEL, 2017).

Um estudo prospectivo comparou amostras pareadas do corddo umbilical e do sangue
venoso periférico extraido durante as primeiras horas ap6s o nascimento de 350 RN com algum
fator de risco para sepse e mostrou que os indices hematologicos do sangue do corddo umbilical
sdo potencialmente Uteis desde que os limites dos valores das células sanguineas sejam
ajustados para os percentis corretos (ROTSHENKER-OLSHINKA et al., 2014). De modo
semelhante, outro estudo demonstrou similaridade nos niveis de hematdcrito, plaquetas e
elevacdo de leucocitos entre o sangue de corddo umbilical e o sangue periférico (BEERAM et
al., 2012).

Alguns estudos tém colaborado no melhor entendimento da relagdo dos biomarcadores
em sangue de cordao umbilical com os eventos perinatais. Um grande estudo de 27
biomarcadores em sangue de corddo umbilical de 927 RN, correlacionando-os com a idade
gestacional, encontrou que alguns estdo aumentados no nascimento pré-termo quando
comparados ao termo (IL-2, IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, MCP-1, MIP-1a, MIP-18, TNF a), outros
estdo diminuidos (IL-1B, IL-18) e outros ndo se alteram (IL-6, IL-12, IL-17, GM-CSF, IFN-y,
RANTES) (MATOBA et al., 2009). Posteriormente, utilizando o mesmo banco de dados foi
desenvolvido um modelo matematico dos 27 biomarcadores associados com eventos adversos
neonatais em RNPT (CORDEIRO et al., 2016). Além da idade gestacional, os achados
gestacionais, incluindo o stress materno pré-natal e as complicacdes neonatais exercem
influéncia sobre os niveis de citocinas em sangue de corddo umbilical (ANDERSSON et al.,
2016; TAKAHASHI et al., 2010).

As citocinas ndo atravessam a barreira placentaria e sua elevagdo pode ser encontrada
em sangue de corddo umbilical, sugerindo a possibilidade de predizer quais RN irdo
desenvolver sepse (SHAH; PADBURY, 2014). Assim, hd vérios anos o sangue de cordao
umbilical tem ganhado ateng¢do na possibilidade de ajudar no diagnéstico precoce da sepse, em

especial da sepse neonatal precoce (MILLER et al., 1990; SANTANA et al., 2001; WEEKS et
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al., 1997) e os estudos continuam até os dias atuais (FAN; YU, 2012; NAKSTAD, 2018;
ROTSHENKER-OLSHINKA et al., 2014). Um estudo envolvendo RN com dois ou mais
fatores de risco para sepse neonatal precoce encontrou que, comparado com a cultura de sangue
periférico, a cultura de sangue de corddo umbilical tem 100% de sensibilidade e 95% de
especificidade (MEENA et al., 2015). A procalcitonina foi avaliada por Salguero et al. (2017)
apresentando sensibilidade de 100% e especificidade de 95,2% (cut off de 0,6 ng/mL) em
sangue de corddo umbilical, na detec¢dao de sepse neonatal precoce. Uma meta-analise de 15
estudos avaliou os marcadores inflamatorios do cordao umbilical e do soro materno em 2.178
episodios de infec¢do neonatal suspeita, € mostrou que PCT e IL-6 no sangue do cordao
umbilical podem fornecer informagdes importantes para o diagndstico da sepse neonatal
precoce, auxiliando na sua identificacdo precoce. A PCR e a contagem de leucécitos nao
forneceram informagdes igualmente uteis para incluir ou excluir o diagnostico (SU et al., 2014).

Por outro lado, uma revisao dos estudos que avaliaram biomarcadores no sangue de
corddao umbilical em relagdo a sepse neonatal precoce concluiu que o PCR isolado tem pouca
utilidade no diagndstico da sepse neonatal e que nenhum dos outros marcadores encontrados
nos estudos (PCT, IL-6, IL-8, TNF-a e IL-1B), pode ser utilizado individualmente para
confirmar ou excluir o diagnostico. Quando combinada com outros marcadores hematologicos
e com o quadro clinico, a confiabilidade da PCT pode ser melhorada e, tanto para a IL-6 como
para a IL-8, o uso combinado com fatores de risco clinicos como prematuridade e a ruptura
prematura de membranas, pode melhorar o valor diagndstico (FAN; YU, 2012).

Os quadros 3 e 4 apresentam um resumo dos estudos clinicos destes 27 biomarcadores
em sangue de corddo umbilical no diagnostico da sepse neonatal e os principais achados, por
ordem de ano de publica¢gdo. Podemos observar que os estudos também iniciaram-se na década
de 90 e continuam até os dias atuais, sendo que o numero de estudos em corddo umbilical ¢
bem inferior que no sangue periférico. A maioria utiliza poucos marcadores e entre os 27
biomarcadores avaliados nessa tese, a [L-6 ¢ a citocina mais estudada, seguida da IL-10 e TNF-
a. Por outro lado, 19 biomarcadores (eotaxin, basic FGF, GM-CSF, GM-CSF, IFN-y, IL-1ra,
IL-2, IL-4, IL-5, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15, IL-17A, IP-10, MCP-1, MIP-1a, MIP-13, PDGF-
BB, RANTES e VEGF) nunca foram avaliados em sangue de corddo umbilical no diagndstico
da sepse neonatal. Novamente percebemos a importancia de estudar esses biomarcadores para

investigar a possibilidade de serem possiveis marcadores na predi¢ao da sepse neonatal.
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Quadro 3- Principais referéncias de artigos clinicos que avaliaram um ou mais dos 27 biomarcadores estudados nessa dissertagdo na predi¢ao da
sepse neonatal em sangue de corddo umbilical

1° autor Ano Revista de publicacio Amostra | Tipo de sepse | Grupos avaliados
1 | MILLER et al. 1990 | J Pediatr 92 Sepse precoce | Sepse X sem sepse
2 | SANTANA et al. 2001 | Acta Paediatr 261 Sepse precoce | Sepse x sem sepse X d¢ ndo infecciosa
3 | HATZIDAKI et al. 2005 | Acta Obstet Gynecol Scand | 109 Sepse precoce | Sepse x sem sepse
4 | CANCELIER et al. 2009 | Pediatr Crit Care Med 120 Sepse precoce | Sepse X sem sepse
5 | LAVOIE et al. 2010 | J Infect Dis 30 Sepse precoce | Sepse X sem sepse
6 | CAMPOS et al. 2010 | J Pediatr 55 Sepse precoce | Sepse (sem grupo controle)
7 | MERCER et al. 2012 | Am J Obstet Gynecol 196 Sepse precoce | Sepse X sem sepse
8 | CERNADA et al. 2012 | Acta Paediatr 128 Sepse precoce | Sepse X sem sepse
9 | KUROKAWA et al. 2013 | Turk J Ped 46 Sepse precoce | Sepse x sem sepse
10 | COBO et al. 2013 | Plus One 176 Sepse precoce | Sepse X sem sepse
11 | STEINBERGER etal. | 2014 | Scand J Clin 218 Sepse precoce | Sepse X sem sepse
12 | NAKSTAD 2018 | Infect Drug Resist 30 RN sepse precoce | Sepse X sem Sepse
Tipo de sepse:

Sepse: sem especificagdo em relagdo ao tempo de aparecimento da sepse; Sepse precoce: antes de 72hs; Sepse tardia: apos 72 hs
Grupos avaliados:

Sepse: sinais clinicos de sepse independente da hemocultura (clinica + comprovada); Sepse comprovada: sinais clinicos com hemocultura
positiva;

Sepse clinica: sinais clinicos com hemocultura negativa
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Quadro 4- Principais resultados dos artigos clinicos que avaliaram um ou mais dos 27 biomarcadores estudados nessa disserta¢ao na predi¢ao da
sepse neonatal em sangue de corddo umbilical (* numeragao das referéncias de acordo com o quadro 3)

* Eota |[Basic| G [GM [IFN| IL | IL |IL|IL|IL|IL|IL|IL|IL|IL | IL [ IL [ IL | IL | IP | MCP | MIP | MIP | PDGF | RAN | TNF | VEGF
xin FGF |CSF|CSF| v |1B|1ra| 2 |4 |5|6 |7 |89 |10| 12 |13 |15|17A|10| 1 a B BB | TES | «
70
1 { 1 " J
2 - 1 1 -
3 )
4 ) )
5 - 1 N -
6 X X X
7 T T - -
8 )
9 1 1 N
10 T
11 T
12 ) )

(T) aumentado nos RN com sepse
(¥) diminuido nos RN com sepse
(--) sem relacdo com a sepse

(x) sem comparagao com grupo controle
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Concordando com Salguero et al. (2017) ¢ grande a expectativa que o uso do sangue de
corddo umbilical possa fornecer informagdes precoces e possa ajudar na identificacdo, no
momento do nascimento, de quais recém-nascidos deveriam ser considerados de maior risco e
receberem uma abordagem diagnostica e terapéutica mais intervencionista, frente aqueles com
menor probabilidade de sepse, que se beneficiariam com um manejo mais conservador,
podendo contribuir para a deteccdo precoce da sepse neonatal e para a diminui¢do da

mortalidade. E por isso as pesquisas com sangue de corddo umbilical continuam.
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3- OBJETIVOS:

GERAL:

Avaliar a presenca de biomarcadores em amostras biologicas de recém-nascidos pré-

termo de muito baixo peso que possam auxiliar na predi¢cdo da sepse neonatal.

ESPECIFICOS:

e Determinar a dosagem de 27 biomarcadores em sangue de corddo umbilical recém-

nascidos pré-termo de muito baixo peso para a predi¢do de sepse neonatal nos primeiros

28 dias de vida.

e Determinar a cinética de 27 biomarcadores em sangue periférico de recém-nascidos pré-
termo de muito baixo peso para a predigdo de sepse neonatal tardia nos primeiros 28

dias de vida.
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4- ARTIGO 1
Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) como um marcador preditivo para sepse

neonatal no sangue de cordao umbilical e periférico
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Resumo:

Objective: Determinar a dosagem de 27 biomarcadores em sangue de corddo umbilical recém-
nascidos pré-termo de muito baixo peso para a predi¢cao de sepse neonatal nos primeiros 28 dias

de vida.

Design: Estudo prospectivo caso controle.

Setting: Unidade de Terapia Intensiva Neonatal.

Subjects: Trinta e nove recém nascidos (RN) com idade gestacional menor que 34 semanas e
peso de nascimento menor que 1.500g.

Interventions: Nenhuma.

Measurements and Main Results: 27 biomarcadores foram dosados com um kit de alta
precisdo (Bio-Plex Pro Human Cytokyne 27-plex Assay) em sangue do corddo umbilical e do
RN com 2 dias de vida, divididos em 2 grupos: controle (12 RN sem sepse nos primeiros 28
dias de vida) e sepse (27 RN com sepse clinica ou comprovada). Nao houve diferenca das
variaveis maternas e neonatais entre 0s grupos, exceto um menor peso de nascimento, menor
apgar de 1° minuto e maior tempo de ventilagdo mecanica no grupo sepse. Apenas a proteina
quimiotatica de monocitos-1 (MCP-1) mostrou diferenca estatistica entre os grupos (p=0,013).
Os RN com MCP-1 menor que 130,2 pg/mL no sangue do corddo umbilical apresentaram uma
chance 9 vezes maior de sepse no periodo neonatal (p=0,015, sensibilidade 81,2% e
especificidade 66,6%). Por outro lado, os RN com MCP-1 maior que 111,3 pg/mL no sangue
periférico de 2 dias de vida apresentaram uma chance 7,2 vezes maior de sepse no periodo
neonatal (p=0,014, sensibilidade 70,8% e especificidade 75%).

Conclusions: Os nossos resultados evidenciaram que o valor diminuido de MCP-1 em sangue
de cordao umbilical pode ajudar a predizer a ocorréncia de sepse neonatal nos primeiros 28 dias

de vida, assim como o valor aumentado no sangue do RN com 2 dias de vida.
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INTRODUCAO:

Em contraposi¢do aos continuos avangos na assisténcia perinatal observados nas ultimas
décadas, a mortalidade neonatal ainda ¢ expressiva, especialmente nos paises em
desenvolvimento, e os recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso ao nascer (RNPT MBP),
ou seja, aqueles com peso de nascimento inferior a 1500 gramas, sdo os principais responsaveis
por esta alta mortalidade (1). Entre as principais causas destaca-se a sepse neonatal, que ¢
responsavel também por aumento no tempo de hospitalizacao e nos custos (2). O diagndstico
de sepse neonatal ¢ dificil de ser estabelecido pois as manifestagdes clinicas sdo inespecificas
e continua a ser um desafio, particularmente em RNPT MBP devido a imaturidade do sistema
imunolégico (1). Essa dificuldade no diagndstico, aliada a alta taxa de mortalidade tem levado
ao uso excessivo de antibidticos no ambiente de terapia intensiva neonatal e o surgimento de
organismos resistentes. O diagnostico de certeza da sepse ¢ dado pela hemocultura positiva,
mas, além da demora na obtengdo do resultado, apresenta indice de positividade muito variavel
(3). O diagnostico precoce ¢ de particular interesse dos neonatologistas, uma vez que o tempo
para inicio da terapéutica parece ser de grande importancia e representa um dos maiores
determinantes da sobrevida na sepse neonatal (4). Assim, um dos grandes esfor¢os na redugao
da taxa de mortalidade neonatal ¢ focada na procura de novos marcadores bioquimicos que
sejam capazes de predizer precocemente o diagnostico de sepse neonatal (4).

Outro desafio que se impde para o diagndstico e controle da infeccdo em RNPT MBP
em Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) ¢ a necessidade de coletas de sangue
frequentes para exames laboratoriais. Mesmo com as tentativas atuais de minimizar esse
problema, através de técnicas de micrométodos e a monitorizacdo transcutdnea, o volume
coletado ainda ¢ alto causando reducgdo rapida e significativa da massa eritrocitaria (5). Assim,
pesquisas tem sido realizadas utilizando-se outros sitios de coleta que ndo o sangue periférico

do recém nascido, na tentativa de minimizar os prejuizos da coleta de sangue, em especial a
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anemia, e, além disso, evitar a dor, que tem sido uma preocupacdo cada vez maior na
humanizagdo dos cuidados dentro da UTIN. O sangue do corddo umbilical tem composi¢ao
celular semelhante a do sangue periférico do feto durante o ultimo estagio de gestacao (6, 7).
Pode ser obtido de forma ndo invasiva, sem dor, ¢ em maiores volumes, sem arriscar a
estabilidade hemodinamica do recém-nascido (7). H4 alguns anos o sangue de corddao umbilical
tem ganhado aten¢do na possibilidade de ajudar no diagndstico precoce da sepse neonatal
precoce (8, 9). Alteragdes nos niveis de proteinas de fase aguda e de algumas citocinas tem sido
descritas no sangue do corddo umbilical, sugerindo a possibilidade de predizer o curso clinico
dos recém-nascidos (10-12). Porém os estudos com sangue de corddo umbilical avaliaram em
geral as proteinas de fase aguda (proteina C reativa e procalcitonina) e apenas alguns poucos
biomarcadores (os mais comuns IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-a). A associag¢do de
sepse com alta mortalidade e morbidade e a dificuldade no diagndstico justificam estudos
focados em novos biomarcadores que possam predizer precocemente o risco (3),
principalmente utilizando-se outros possiveis sitios de coleta, como o corddo umbilical.

O objetivo desse estudo foi determinar a dosagem de 27 biomarcadores em sangue de
cordao umbilical e periférico de recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso para a predi¢cao

de sepse neonatal nos primeiros 28 dias de vida.

MATERIAIS E METODOS:

Foram estudados todos os recém-nascidos (RN) com idade gestacional menor que 34
semanas e peso de nascimento menor que 1.500g, sem malforma¢des congénitas maiores
nascidos no Hospital de Clinicas (HCU-UFU), no periodo de setembro de 2016 a abril de 2017.
Foram avaliados os dados demograficos maternos, gestacionais ¢ do recém-nascido e o

desenvolvimento de sepse durante os primeiros 28 dias de vida.
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A coleta de sangue do corddao umbilical ocorreu logo apds o nascimento e a de sangue
periférico do RN com 2 dias de vida. As amostras foram centrifugadas e armazenadas a -80° C
e posteriormente encaminhadas ao Laboratério de Nanobiotecnologia para dosagem dos
biomarcadores. O diagndstico de sepse neonatal foi realizado de acordo com o protocolo da
UTIN sendo considerado sepse clinica a presenca de sinais clinicos e laboratoriais sugestivos
de infec¢do acompanhados do uso de antibidticos por um periodo minimo de 7 dias e sepse
comprovada aquela em que houve crescimento bacteriano em hemocultura.

O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Uberlandia (no. 974.356/2014). Os pais dos recém nascidos foram previamente
informados e consultados sobre a participacao de seus filhos no estudo e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Andlise do painel de biomarcadores. Nas amostras de sangue foi realizado um painel
de 27 marcadores bioquimicos (Bio-Plex MagPix Analyzer Luminex) usando o kit Bio-Plex
Pro Human Cytokyne 27-plex Assay (Bio-Rad). Os biomarcadores analisados foram: eotaxina,
fator de crescimento de fibroblasto (FGF basic), fator estimulador de colonia de granuldcitos
(G-CSF), fator estimulador de colonia de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF), interferon y
(IFN- v), interleucina-1 receptor antagonista (IL-1ra), interleucina-1p (IL-1B), interleucina-2
(IL-2), interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-6 (IL-6), interleucina-7 (IL-7),
interleucina-8 (IL-8), interleucina-9 (IL-9), interleucina-10 (IL-10), interleucina-12 por¢ao 70
(IL-12p70), interleucina-13 (IL-13), interleucina-15 (IL-15), interleucina-17A (IL-17A),
prote™na 10 induzida por interferon y (IP-10), proteina quimiotatica de mondécitos-1 (MCP-1),
proteina inflamatdria de macréfagos la (MIP-1a), proteina inflamatéria de macréfago 1
(MIP-1p), fator de crescimento derivado de plaquetas subunidade B (PDGF-BB), regulador na
ativacdo normal de células T expressa e segregada (RANTES), fator de necrose tumoral o

(TNF-0) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). A intensidade de fluorescéncia
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média de cada amostra foi medida. Os dados foram analisados pelo software Luminex
(XPONENT) e as concentragdes dos biomarcadores foram obtidas em comparacdo com a curva
padrdo equivalente de cada biomarcador. Os valores obtidos foram expressos em pg/mL.

Anadlise estatistica. Os dados demograficos maternos e neonatais foram comparados
usando os testes U de Mann-Whitney e X2 ou teste exato de Fischer quando apropriados. As
variaveis quantitativas foram testadas quanto a distribuicdo normal pelo teste de Shapiro Wilks,
e comparados os grupos com teste t de Student ou Kruskal-Wallis. As varidveis categdricas
foram comparadas usando teste exato de Fischer. Para andlise de correlacdo foi utilizado o teste
de correlagdo de Spearman. Para andlise dos biomarcadores os valores 'outliers' foram
identificados pelo programa e excluidos. Analise de curva ROC foi feita para cada biomarcador
e o valor de cut-off foi determinado de acordo com a melhor sensibilidade e especificidade
apresentadas. O teste de contingéncia foi realizado utilizando o Teste exato Fisher para obter
os valores de odds ratio. O nivel de significancia foi de 5% para as comparagdes. A andlise
estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software,

California USA).

RESULTADOS:

Durante o periodo de estudo nasceram 48 RN elegiveis na institui¢cao, sendo que 9 foram
excluidos por ndo ter sido possivel a coleta do sangue de corddo no momento do nascimento.
Foram entdo incluidos 39 RN, classificados retrospectivamente em 2 grupos:

Grupo 1 (grupo controle): 12 RN que ndo receberam diagnostico de sepse durante os
primeiros 28 dias de vida.

Grupo 2 (grupo sepse): 27 RN que receberam diagnostico de sepse e tratamento com
antibiotico durante os primeiros 28 dias de vida. Destes, 4 RN apresentaram sepse precoce e 23

RN sepse tardia. A média da idade no dia da sepse foi 7 (1-20) dias. Em 12 casos (44,4%) a



57
sepse foi confirmada por hemocultura positiva, sendo identificado os agentes Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus carnosis,
Streptococcus B, Klebsiella spp, Enterobacter cloacae e Candida albicans.

As caracteristicas maternas e gestacionais e os dados clinicos e sobre a evolucao dos
RN estdo apresentadas na Tabela 1. Nao houve diferenca estatisticamente significante das
variaveis maternas e neonatais entre os grupos, exceto um menor peso de nascimento (0=0,017),
menor apgar de 1° minuto (p=0,019) e maior tempo de ventilagdo mecanica (p=0,001) no grupo
sepse. No grupo controle houve apenas 1 dbito (8,33%) (com 2 dias de vida, em decorréncia de
prematuridade extrema), sendo que alta hospitalar dos sobreviventes aconteceu em média com
60,9 (40-125) dias. No grupo sepse houve 7 obitos (25,9%), com média de 19,4 (4-43) dias. A

alta hospitalar dos sobreviventes neste grupo aconteceu em média com 76,4 (41-124) dias.

Tabela 1 - Dados maternos, gestacionais e dos recém-nascidos do grupo controle e do grupo
sepse

Caracteristicas Controle Sepse
n=12 n=27 p

Idade materna' 26,7 (16-38) 28,7 (14-41) 0,445
Acompanhamento de pré-natal 11 (91,7%) 27 (100%) 0,307
Corticoide antenatal 9 (75%) 21 (77,8%) >0,999
Hipertensao arterial 9 (75%) 11 (40,7%) 0,082
Diabetes gestacional 1(8,3%) 4 (14,8%) >0,999
Rotura prolongada de membranas 1(8,3%) 7 (25,9%) 0,393
Corioamnionite 0 (0%) 6 (22,2%) 0,150
Tipo de parto

Vaginal 3 (25%) 9 (33,3%) 0,719

Cesareo 9 (75%) 18 (66,7%)
Idade gestacional (sem) 294 27,8 0,058
Peso de nascimento (g) 1159 919,6 0,017*
Sexo masculino 6 (50%) 18 (66,7%) 0,477
Apgar 1° minuto! 6 (3-9) 4 (0-9) 0,019%*
Apgar 5° minuto! 8 (5-10) 7 (3-10) 0,083
Tempo total de VM (dias) ! 4 (0-45) 13 (0-81) 0,001*
Obito 1 (8,3%) 7 (25,9%) 0,393

sem: semanas, g: gramas; VM: ventilagdo mecanica
Walores expressos em mediana (minimo — mdximo)
Teste Mann Whitney para dados ordinais e Teste exato de Fisher para dados nominais



58

A andlise dos 27 biomarcadores no sangue do corddo umbilical dos RNPT MBP ndo
mostrou diferenca estatistica entre os grupos controle e sepse, exceto para a proteina
quimiotatica de monocitos-1 (MCP-1) (Figura 1: A e B), com valores menores no grupo sepse.
Apos essa andlise inicial, foi entdo avaliado este biomarcador especifico (MCP-1) no sangue
periférico de 2 dias de vida do RN e também foi encontrado diferenca estatisticamente
significante (Figura 1: C e D), com valores maiores no grupo sepse.

Os valores do odds ratio, risco relativo, sensibilidade, especificidade, acuracia, valor
preditivo positivo e negativo da analise do MCP-1 no sangue de corddo umbilical e no sangue
periférico do RN estdo na Tabela 2. A analise de correlagdo evidenciou que o MCP-1 nao

apresentou correlagdo significativa com nenhum dado materno, gestacional ou neonatal.

Figura 1: Comparacdo do MCP-1 entre os grupos controle e sepse no sangue de cordao

umbilical (A) e do recém-nascido com 2 dias de vida (C) e suas respectivas curvas ROC (B e
D)
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Tabela 2 — Valores do odds ratio, intervalo de confianga, risco relativo, sensibilidade e
especificidade para 0 MCP-1 como preditor da sepse neonatal nos primeiros 28 dias de vida.

MCP-1 no MCP-1 no
Cordao umbilical Sangue periférico do RN
OR 9 (p=0,008) 7.2 (p=0,008)
CI (OR) 1.933 —43.620 1.779 — 24.930
RR 2.455 2.197
CI(RR) 1.261 —6.023 1.263 - 4.330
Sensibilidade 0.818 0.708
Especificidade 0.666 0.75
Acurécia 74.245 72.910
VPP 0.818 0.809
VPN 0.666 0.631

OR — odds ratio; CI — intervalo de confianga; RR — risco relativo;
VPP — valor preditivo positivo, VPN — valor preditivo negativo

DISCUSSAO:

Esse trabalho € o primeiro que conseguiu identificar, apds avaliar um grande numero de
biomarcadores, por meio de um painel de alta precisdo, uma relagdo estatisticamente
significativa do MCP-1 com a sepse tardia. Parece existir uma provavel disfun¢do deste
biomarcador no sangue do corddo e no sangue periférico do RN, evidenciada pela baixa
expressao da MCP-1 no sangue de corddo umbilical e uma alta expressdo no sangue do RN
com 2 dias de vida, ambos indicando com precisdo similar o maior risco de sepse neonatal.

O MCP-1 ¢ uma quimiocina. As quimiocinas sdo pequenas proteinas responsaveis pela
atracdo de células especificas de defesa. Duas principais subfamilias (CXC e CC) ja foram
investigadas em sepse. As quimiocinas CXC sdo tipicamente quimiotaticos para neutrofilos,
enquanto as quimiocinas CC sdo capazes de atrair e ativar células mononucleares. As principais
representantes da familia de quimiocinas CXC sdo a IL-8 e a IP-10, responsaveis pela atragao
e degranulacdo de neutréfilos e envolvidas nas fases iniciais do processo inflamatério (13). O

MCP-1 ¢ uma quimiocina CC com potente a¢do quimioatrativa para mondcitos, e um mediador
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regulador envolvido em varias doengas inflamatérias. E produzido por um grande nimero de
células: endoteliais, epiteliais, mesangiais, astrociticas, monociticas, microgliais, musculares
lisas e fibroblastos (14, 15). Sua secrecao ¢ induzida por citocinas pré inflamatérias, como a
IL-1 e TNF (14). O MCP-1 demonstra quimiotaxia especifica para macrofagos e linfocitos
mononucleares e possui varias fungdes bioldgicas quando combinado com os correspondentes
receptores. Ele induz as células a expressarem moléculas carreadoras, a produzirem IL-1 e IL-
6 e leva a liberagdo de quimiocinas por basofilos e mastécitos (16). Outras quimiocinas CC sao
o MIP-1a, MIP-1B ¢ RANTES. Sabe-se que a producdo de quimiocinas ¢ essencial para a
resposta de defesa do hospedeiro contra os agentes bacterianos, mas a superproducdo desses
mediadores pode conduzir a disfun¢dao de multiplos 6rgaos e obito (17). O MCP-1 ¢ produzida
abundantemente durante a gestacdo pelo endométrio, miométrio, células placentdrias e
trofoblésticas (18) e desempenha um papel especifico na angiogénese endometrial, apoptose,
proliferacdo e diferenciacdo celular (19), sendo essencial para manter a gestagdo (18). Os dados
sdo muito escassos sobre o papel da MCP-1 na infec¢@o neonatal, mas com os nossos resultados
podemos inferir que a disfuncdo de MCP-1 estd envolvida na predisposicdo para a sepse
neonatal.

Dentro do nosso limite de conhecimento ndo ha nenhum artigo na literatura avaliando a
relacdo de MCP-1 com sepse neonatal em sangue de cordao umbilical. Ha estudos apenas
avaliando a relacdo do MCP-1 de sangue de corddo com eventos perinatais que encontraram
diminui¢do do MCP-1 nos RN de maes com pré eclampsia (20), aumento nos RN de maes com
corioamnionite (20) e aumento nos RNPT (20, 21). Em sangue periférico de RN encontramos
na literatura apenas trés estudos (22-24) todos mostrando aumento dos niveis de MCP-1 nos
pacientes com sepse neonatal. Ha também avaliagao da relacdo do MCP-1 de sangue periférico
de RN com eventos perinatais mostrando aumento dos niveis de MCP-1, entre outros

marcadores, nos RN expostos a corioamninote (25). Em urina foi encontrado niveis aumentados
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de MCP-1 em RN com sepse quando comparados aos RN sem sepse (26). Ampliando a pesquisa
na literatura para outras faixas etarias encontramos alguns artigos que estudaram MCP-1 em
populagdo adulta com sepse, correlacionando-o com o progndstico da sepse, sendo
demonstrado correlagdo positiva entre este biomarcador e mortalidade (16, 27-28). Os autores
sugerem que o MCP-1 pode desempenhar um importante papel imunomodulador no controle
do equilibrio entre fatores pro e anti inflamatorios na sepse.

No presente estudo encontramos que os RN com valores de MCP-1 maiores que 111,3
pg/mL no sangue periférico de 2 dias de vida apresentaram chance 7,2 vezes maior de sepse no
periodo neonatal com sensibilidade de 70,8% e especificidade de 75%, confirmando o achado
esperado de aumento de MCP-1 no sangue do RN com sepse. Mas encontramos um
comportamento inverso no sangue de cordao, onde os RN com valores de MCP-1 menores que
130,2 pg/mL no sangue do corddo umbilical apresentaram chance 9 vezes maior de sepse no
periodo neonatal com sensibilidade de 81,2% e especificidade de 66,6%. Com base nas
evidéncias apresentadas, acreditamos que o MCP-1 seja um importante fator para a defesa do
RN imediatamente ao nascer. Contudo, niveis de MCP-1 muito baixos no corddo umbilical ao
nascimento podem ser deletérios & homeostase imunoldgica do RN, e nesse caso € possivel que
haja um mecanismo sistémico compensatorio nos primeiros dois dias de vida em que as células
do RN tentam se ajustar ao desequilibrio, aumentando a produ¢do de MCP-1. Assim, tanto os
niveis reduzidos de MCP-1 ao nascer quanto o seu aumento compensatorio exacerbado nos
primeiros dois dias de vida podem ser fatores predisponentes a infeccdo, e essa disfungdo
imunolodgica pode levar ao insulto e lesdes teciduais no periodo pds-natal, resultando em sepse.

De modo similar, ha descri¢do de valores diminuidos de outros biomarcadores (IL-10 e
IL-12p70) no sangue de corddo de RNPT que desenvolveram sepse neonatal precoce, € 0s
autores sugerem que isso possa indicar comprometimento de citocinas imunoregulatorias que

acionam as células Th2 (29). Em outro trabalho, esses mesmos biomarcadores estdo
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aumentados em sangue periférico de RN com sepse (30). Relagdo inversa do MCP-1 (valores
menores no sangue de cordao umbilical e maiores no sangue do RN com 1 e 4 dias de vida) foi
também encontrada em RN com retardo de crescimento intrauterino (31).

No nosso estudo os outros biomarcadores avaliados no sangue de cordao umbilical ndo
mostraram rela¢do positiva com a sepse neonatal. Na literatura varios trabalhos conseguiram
evidenciar valores aumentados de algumas citocinas no sangue de corddo umbilical e uma
maior incidéncia de sepse neonatal precoce. A IL-6 tem sido sem duvida a mais estudada, com
resultados significativamente maiores em sangue de cordao umbilical de RN com sepse
neonatal precoce quando comparados aos RN sem infecgdo (10, 29, 32-36). Além da IL-6 outras
citocinas também foram estudadas em sangue de cordao umbilical e demonstradas como tendo
relacdo positiva em RN com sepse neonatal precoce, como a IL-8 (29, 37), IL-10 (33), G-CSF
(34) e GM-CSF (38). Porém a literatura avalia a relacdo desses biomarcadores dosados em
sangue de corddo umbilical apenas com o desenvolvimento de sepse neonatal precoce, nao
avaliando o periodo neonatal completo. Quando realizamos essa analise ampliada, avaliando
todas as sepses ocorridas at¢ 28 dias de vida, verificamos que esses marcadores ja
potencialmente descritos em outros trabalhos em sangue de corddo umbilical como preditores
da sepse neonatal precoce ndo mostraram relagdo com a sepse durante os primeiros 28 dias de
vida, apenas 0 MCP-1. Assim, podemos inferir que os RN que apresentam tais citocinas (como
a IL-6) aumentadas no cordao umbilical parecem ter maior chance de desenvolvimento de sepse
neonatal precoce, porém apo6s esse periodo inicial o risco ndo estd aumentado. Por outro lado,
os RN com valores alterados de MCP-1 estariam em risco de desenvolver sepse durante todo o
primeiro més de vida. Vale comentar que apesar de varios trabalhos terem encontrado relagao
positiva de alguns biomarcadores em sangue de corddo umbilical com sepse neonatal precoce,
outros ndo conseguiram demostrar essa relacao, como o IL-10 (34), TNF-a (34) e G-CSF (38).

Essas diferengas encontradas nos trabalhos nos levam a acreditar que hd uma elevada
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heterogeneidade na producdo de marcadores bioquimicos em neonatos que irdo desenvolver
sepse, indicando que nem todos comportam-se com um padrdo definido de baixa ou alta
producdo de biomarcadores.

Esse estudo tem como limitacdo o tamanho pequeno da amostra de pacientes sendo
necessario comprovacao dos dados encontrados em uma amostra maior. Por outro lado, apesar
da amostra pequena ela foi restrita aos prematuros de muito baixo peso, que sdo o grupo de
maior risco para sepse ¢ maior mortalidade dentro de uma UTIN e onde a cinética dos
biomarcadores pode ser diferente. Além disso, o presente estudo ampliou o tempo de avaliagdo,
incluindo a ocorréncia de sepse durante todo o periodo neonatal (os primeiros 28 dias de vida),
e ampliou grandemente o numero de marcadores estudados com um kit de alta resolugdo de 27
biomarcadores, quando a grande maioria dos trabalhos consideram apenas os primeiros 2 a 3
dias de vida do RN (sepse precoce) e estudam apenas poucos marcadores com técnicas

laboratoriais menos sofisticadas como o ELISA.

CONCLUSAO:

Os resultados da analise de 27 biomarcadores em RNPT MBP, evidenciaram que o valor
diminuido de MCP-1 em sangue de corddo umbilical poderia predizer a ocorréncia de sepse
neonatal nos primeiros 28 dias de vida, assim como o valor aumentado no sangue do RNPT

MBP aos 2 dias de vida.
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Resumo:

A sepse neonatal tardia apesar de ter sua incidéncia diminuida nos ultimos anos, continua sendo
um desafio pela dificuldade no diagndstico e pela alta letalidade, especialmente entre os recém-
nascidos pré-termo de muito baixo peso. O diagnostico precoce e o inicio do tratamento
apropriado tem um papel crucial na melhoria da sobrevida destes recém-nascidos. A despeito
dos dados promissores de alguns dos biomarcadores, nenhum ¢ capaz isoladamente de
diagnosticar corretamente a sepse neonatal e pouco tem-se estudado sobre a sua utilizagdo como
preditor da sepse. O objetivo desse estudo foi determinar a cinética de 27 biomarcadores em
sangue periférico de recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso para a predicdo de sepse
neonatal tardia nos primeiros 28 dias de vida. Foi colhido sangue no 2°, 7°, 14° e 28° dias de
vida, dos recém-nascidos com idade gestacional menor que 34 semanas e peso de nascimento
inferior a 1.500g, sem malformacdes congénitas, durante um periodo de 8 meses. Foram
excluidos aqueles com sepse precoce ou que evoluiram a 6bito antes do 7° dia de vida. Os RN
foram divididos em 2 grupos: grupo controle (14 recém-nascidos sem diagnostico de sepse
neonatal tardia), e grupo sepse tardia (24 recém-nascidos com diagnostico de sepse). A média
da idade no dia da sepse foi 11,1 (5-19) dias. Foram entdo escolhidos para analise de 27
biomarcadores as amostras de sangue do 2° e 7° dia de vida do recém-nascido, antes do
diagnostico de sepse tardia, através de um kit de alta precisdo (Bio-Plex Pro Human Cytokyne
27-plex Assay). No 2° dia de vida, os recém-nascidos do grupo sepse tardia apresentaram
maiores concentragdes de IL1-ra, IL-6, IP-10, e MCP-1 ¢ menores concentragdes de FGF basic,
IFN-y, IL-4, IL-5, IL-7, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17a, PDGF-BB e TNF-q do que os
recém-nascidos do grupo controle. E no 7° dia de vida, mais préximo da ocorréncia da sepse,
apresentaram maiores concentracdes de VEGF, IL-8, IL-15 e IL1-ra e menores concentragdes
de IL-6, IL-13, IP-10 e IL-5. Concluimos que em especial a IL-6 e a IL-5 no 2° dia de vida e o
VEGF no 7° dia de vida, que apresentaram os maiores valores de odds ratio e acuricia, sdo
capazes de predizer a sepse neonatal tardia. Todos esses marcadores, com excecao da IL-6, sao
ainda muito pouco explorados na sepse neonatal, merecendo atengdo especial em novos

estudos.
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1- INTRODUCAO:

A sepse neonatal ¢ uma infec¢o sistémica que acomete recém-nascidos e € associada a
altas taxas de morbidade e mortalidade (1). A incidéncia da sepse neonatal tardia, isto ¢, a
infec¢do que ocorre apos 72 horas do nascimento, tem diminuido nos ltimos anos, porém sua
letalidade continua alta (2). Os recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso (RNPT MBP)
sdo especialmente vulnerdveis pelo seu sistema imune imaturo, incapaz de responder
adequadamente aos agravos infecciosos e tendem a desenvolver complicagdes mais graves (3,
4).

Além da incidéncia e letalidade elevados, a sepse durante o periodo neonatal apresenta
outras particularidades, como a dificuldade no diagndstico, uma vez que os sinais e sintomas
sdo inespecificos e facilmente confundidos com outras condi¢des clinicas comuns nesta
populagdo, tais como desconforto respiratdrio, apneia da prematuridade e dismotilidade
gastrointenstinal (5). O diagnostico precoce e o inicio do tratamento apropriado tem um papel
crucial na melhoria da sobrevida destes recém-nascidos.

O padrao ouro para o diagnostico da infec¢do bacteriana ou fungica sistémica ainda € o
isolamento de patogenos do sangue periférico. Porém, o resultado ¢ demorado e apresenta baixa
sensibilidade e dessa forma, o diagnostico de sepse ndo pode ser excluido, mesmo com
resultado negativo (6). O exame mais usado atualmente ¢ o hemograma combinado com as
proteinas de fase aguda, em especial a proteina C reativa. No entanto, um estudo recente
demonstrou que o screening de neutrdfilos ¢ um pobre preditor de sepse neonatal tardia (7).
Além disso, a proteina C reativa, considerada um biomarcador 1til para o diagndstico de sepse
neonatal, possui uma acuracia moderada e seus resultados devem ser combinados com sintomas
e sinais clinicos, resultados microbiologicos e laboratoriais (8). Assim, outros marcadores sao
necessarios para identificar com melhor precisdo os recém-nascidos que devem ou ndo receber
antibioticoterapia, evitando assim a exposicdo excessiva, que estd associada a alteragcdes no
microbioma gastrointestinal, ao surgimento de microorganismos resistentes e ao aumento de
infec¢des fungicas (9, 10, 11).

Estudos clinicos tem sido realizados com analise laboratorial de alguns biomarcadores,
em especial a IL-6, no momento da suspeita de infeccdo, afim de encontrar o melhor
biomarcador para diagnéstico precoce de sepse neonatal. E consenso, mesmo nas revisdes mais
atuais, que a despeito dos dados promissores de alguns dos biomarcadores, nenhum ¢é capaz

isoladamente de diagnosticar corretamente a sepse neonatal (1, 4, 12-14). Além do diagndstico
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precoce da sepse, seria interessante a detec¢do de algum marcador inflamatério que pudesse
predizer o quadro de sepse, antes mesmo do aparecimento dos sintomas clinicos (15). Como a
administracao precoce de antibidticos ¢ uma das maneiras mais eficazes de melhorar o resultado
e prognostico da sepse neonatal, o curso da doenga podera ser melhorado nos recém-nascidos
se for possivel a deteccao da sepse antes dos sintomas clinicos (14). O objetivo desse estudo foi
determinar a cinética de 27 biomarcadores em sangue periférico de recém-nascidos pré-termo

de muito baixo peso para a predi¢do de sepse neonatal tardia nos primeiros 28 dias de vida.

2- MATERIAIS E METODOS:

Foram estudados todos os recém-nascidos de um hospital universitario com idade
gestacional menor que 34 semanas e peso de nascimento inferior a 1.500g, que nasceram entre
setembro de 2016 a abril de 2017. Foram excluidos os recém-nascidos que apresentaram
malformagdes congénitas maiores, os que faleceram antes do 7° dia de vida e aqueles com sepse
precoce (<72 h de vida), pois o objetivo do estudo foi avaliar se algum biomarcador poderia
prever a ocorréncia de sepse antes do diagnoéstico clinico. Os dados demograficos maternos,
gestacionais e do recém-nascido e o desenvolvimento de sepse tardia, durante os primeiros 28
dias de vida, foram avaliados.

A coleta de sangue foi realizada com 2, 7, 14 e 28 dias de vida, de acordo com a rotina
de cuidados dos recém-nascidos da unidade. As amostras foram centrifugadas e armazenadas a
-80° C e posteriormente encaminhadas ao Laboratério de Nanobiotecnologia da mesma
instituicdo para dosagem dos biomarcadores.

O diagndstico de sepse neonatal foi realizado de acordo com o protocolo da Unidade de
Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) sendo considerado sepse clinica a presenca de sinais
clinicos e laboratoriais sugestivos de infec¢do, acompanhados do uso de antibidticos por um
periodo minimo de 7 dias e sepse comprovada aquela em que houve crescimento bacteriano em
hemocultura.

O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituigio
(no. 974.356/2014). Os pais dos recém-nascidos foram previamente informados e consultados
sobre a participagdo de seus filhos no estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.
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2.1- Andlise do painel de biomarcadores. Nas amostras de sangue foi realizado um
painel de 27 marcadores bioquimicos (Bio-Plex MagPix Analyzer Luminex) usando o kit Bio-
Plex Pro Human Cytokyne 27-plex Assay (Bio-Rad). Os biomarcadores analisados foram:
eotaxina, fator de crescimento de fibroblasto (FGF basic), fator estimulador de colonia de
granulocitos (G-CSF), fator estimulador de coldnia de granulocitos e macrofagos (GM-CSF),
interferon y (IFN- ), interleucina-1 receptor antagonista (IL-1ra), interleucina-13 (IL-1p),
interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-6 (IL-6),
interleucina-7 (IL-7), interleucina-8 (IL-8), interleucina-9 (IL-9), interleucina-10 (IL-10),
interleucina-12 por¢ao 70 (IL-12p70), interleucina-13 (IL-13), interleucina-15 (IL-15),
interleucina-17A (IL-17A), proteina 10 induzida por interferon y (IP-10), proteina quimiotatica
de mondcitos-1 (MCP-1), proteina inflamatéria de macrofagos la (MIP-1a), proteina
inflamatoria de macréfago 1B (MIP-1B), fator de crescimento derivado de plaquetas
subunidade B (PDGF-BB), regulador na ativa¢do normal de células T expressa e segregada
(RANTES), fator de necrose tumoral a (TNF-a) e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF). A intensidade de fluorescéncia média de cada amostra foi medida. Os dados foram
analisados pelo software Luminex (XPONENT) e as concentragdes dos biomarcadores foram
obtidas em compara¢do com a curva padrdo equivalente de cada biomarcador. Os valores

obtidos foram expressos em pg/mL.

2.2 - Anadlise estatistica. Os dados demograficos maternos e neonatais foram
comparados usando os testes U de Mann-Whitney ¢ X? quando apropriados. As variaveis
quantitativas foram testadas quanto a distribuicdo normal pelo teste de Shapiro Wilks, e
comparados os grupos com teste t de Student ou Kruskal-Wallis. As varidveis categdricas foram
comparadas usando teste exato de Fischer. Para andlise de correlagdo foi utilizado o teste de
correlacdo de Spearman. Para andlise dos biomarcadores os valores 'outliers' foram
identificados pelo programa e excluidos. Analise de curva ROC foi feita para cada biomarcador
e o valor de cut-off foi determinado de acordo com a melhor sensibilidade e especificidade
apresentadas. O teste de contingéncia foi realizado utilizando o teste exato de Fisher. O nivel
de significancia considerado foi de 5% para as comparagdes. A analise estatistica foi realizada

utilizando o software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, California USA).
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3- RESULTADOS:

Durante o periodo de estudo nasceram 48 recém-nascidos elegiveis na institui¢ao, sendo
que 5 foram excluidos pois evoluiram a 6bito antes do 7° dia de vida e 5 devido diagnostico de

sepse precoce. Foram entdo incluidos 38 recém-nascidos, conforme figura 1.

Acessiveis para o estudo (n=48)

Excluidos (n=10)
Obito < 7 dias (n=5)
Sepse precoce (n=5)

v

Alocados no grupo 1 (controle) Alocados no grupo 2 (sepse tardia)
n=14 n=24

Figura 1 — Flowchart da alocagdo de pacientes no estudo

No grupo 2, foi considerada sepse clinica em 14 (58,3%) RN e sepse comprovada em
10 (41,7%), sendo que 2 RN apresentaram mais de 1 episddio de sepse (méaximo de 3). Os
agentes identificados na hemocultura foram Staphylococcus aureus (2), Staphylococcus
coagulase negativo (5), Enterobacter cloacae (1), Serratia marcescens (1), Candida albicans
(2) e Candida parapilosis (1). Nao houve diferenga das variaveis demograficas entre os grupos
sepse clinica e sepse comprovada.

As caracteristicas clinicas dos recém-nascidos estdo apresentadas na Tabela 1. No grupo
sepse os recém-nascidos apresentavam menor peso de nascimento, menor Apgar de 1° e 5°
minutos, maior tempo de ventilagdo mecanica, de oxigenioterapia e nutricao parenteral e maior

incidéncia de displasia broncopulmonar.
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Tabela 1 - Dados clinicos e demograficos da gestagcdo, nascimento e evolugdo do recém-
nascido

Controle Sepse tardia p

n=14 n=24
Corioamnionite 1(7,1%) 4 (16,7%) 0,633
Parto vaginal 4 (28,6%) 15 (62,5%) 0,091
Idade gestacional (sem) ! 29,4 (24-32) 27,8 (24-33) 0,169
Peso de nascimento (g) ! 1172 (615-1499) 952,6 (488-1477)  0,028%*
Sexo masculino 6 (42,9%) 15 (62,5%) 0,317
Apgar 1° minuto! 6 (2-9) 4 (1-9) 0,046*
Apgar 5° minuto! 9 (8-10) 7 (3-10) 0,007*
Tempo total de VM (dias) ! 5,9 (0-45) 15,7 (0-81) 0,007*
Tempo total de O2 (dias) ! 21,8 (1-105) 46,3 (2-170) 0,006*
Tempo total de NP (dias) ! 12,4 (7-17) 21,5 (8-59) 0,009%*
HPIV 2 (14,3%) 10 (41,7%) 0,147
DBP? 2 (14,3%) 15 (68,1%) 0,002*
ROP? 2 (14,3%) 9 (40,1%) 0,141
Obito 0 5(20,8%) 0,136
Duragao da internacdo entre 64,7 (34-147) 67,3 (12-106) 0,318

os sobreviventes!
sem: semanas; g: gramas, VM: ventilagdo mecdnica; O2: oxigenioterapia; NP: nutri¢do parenteral;
HPIV: hemorragia periintraventricular; DBP: displasia broncopulmonar; ROP: retinopatia da prematuridade
Walores expressos em média (minimo — mdximo)
2 Avaliados entre os sobreviventes aos 28 dias de vida (n=22)
Teste Mann Whitney para dados ordinais e teste exato de Fisher para dados nominais

A média da idade no dia da sepse do grupo 2, considerando o 1° diagnodstico de sepse,
foi 11,1 (5-19) dias. Foram entdo escolhidos para anélise dos biomarcadores as amostras de
sangue do 2° e 7° dia de vida do recém-nascido, antes do diagndstico de sepse tardia. Nao houve
diferenga dos biomarcadores entre os recém-nascidos com sepse clinica € comprovada, exceto
para a IL-7.

Na andlise do sangue colhido no 2° dia de vida do recém-nascido encontramos 16
biomarcadores com diferenca estaticamente significativa entre os grupos (Basic FGF, IFN-y,
IL-1ra, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, I[L-17a, IP-10, MCP-1, PDGF-BB,
TNF-a) e para esses biomarcadores foi realizado a curva ROC e encontrado o melhor cutoff
pela andlise da curva. Na Tabela 2, estdo apresentados em ordem decresente dos valores de OR,

com destaque para os 8 biomarcadores com valores de OR superior a 20.
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Tabela 2 — Valores da area da curva ROC, cutoff (em pg/mL), odds ratio, intervalo de confianga,
sensibilidade, especificidade e acuracia para os biomarcadores com diferenga estatisticamente
significante entre os grupos controle e sepse no 2° dia de vida

2° dia AUC pROC Cutoff OR IC Sens Esp Acur
IL-6 0.89 0.0004 >14.8 533 5.0-601.0 842 909 87.6
IL-5 090 <0.0001 <12.6 550 6.2-613.1 956 714 83.6
IL-13 88.0 0.0001 <2594 40.0 6.3-209.9 87.0 857 863
IFN-y 88.8 0.0001 <762 36.7 5.7-194.0 86.7 84.6 858
IL-9 87.0 0.0002 <425 275 4.6-141.0 833 846 84.0
IL-4 833 0.0009 <37 233 4.1-103.7 875 769 822

PDGF-BB 77.5 0.0064 <8859 22.0 3.3-97.7 857 786 82.1
IL-12p70  86.4 0.0003 <1413 209 3.1-105.7 79.2 842 819
IL-17a 78.6  0.0004 <3366 183 3.2-75.6 833 78.6 809

IP-10 80.0 0.0069 >330.1 15.6 2.5-72.7 87.0 70.0 785
IL-1ra 79.2 0.0064 >353.1 12.6 2.0-674 90.0 583 742
IL-7 73.4  0.0250 <8.7 85 1.5-344 739 750 745
IL-10 79.5 0.0063 <225 7.1 15-293 727 727 727

MCP-1 71.7 0.0430 >1113 7.1 15-293 727 727 727
TNF-a 75.6  0.0120 <590 6.7 14-243 750 692 722
Basic FGF 740 0.0170 <1106 6.1 1.2-23.0 792 615 704

AUC — area sob a curva ROC; OR — odds ratio, IC — intervalo de confianga, Sens — sensibilidade;
Esp — especificidade; Acur — acurdcia

Analisando a correlagdo entre os 8 principais biomarcadores com os maiores valores de
odds ratio acima de 20 no 2° dia de vida, encontramos que a IL-5 correlacionou-se
positivamente com a IL-13 (r=0,75), IFN-y (r=0,82), IL-9 (r=0,38), IL-4 (r=0,65) e IL-12p70
(r=0,54), enquanto que a IL-6 correlacionou negativamente somente com a IL-13 (r=-0,41).

Na analise do sangue colhido no 7° dia de vida do recém-nascido, encontramos 8
biomarcadores com diferenca estaticamente significativa entre os grupos (IL-1ra, IL-5, IL-6,
IL-8, IL-13, IL-15, IP-10, VEGF) e da mesma forma foi realizado a curva ROC e encontrado o
melhor cut-off. Na Tabela 3, estdo apresentados em ordem decresente dos valores de OR, com
destaque para os VEGF, que apresentou valor de OR superior a 20.

Como o VEGF foi o marcador com maior odds ratio no 7° dia, analisamos entdo os seus
niveis em relagdo ao dia da ocorréncia da sepse de cada recém-nascido. Os maiores niveis de
VEGEF ocorreram préximo ao dia da ocorréncia da sepse, e verificamos que entre os 14 que
apresentaram diagnostico de sepse entre o 5° e 10° dia de vida, ou seja, 2 dias antes até 3 dias
depois da coleta ocorrida no 7° dia de vida, 11 (78,6%) recém-nascidos apresentaram VEGF

acima de 0,06 (cut-off) (Figura 2, circulo vermelho).
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Tabela 3 — Valores da area da curva ROC, cutoff (em pg/mL), odds ratio, intervalo de confianga,
sensibilidade, especificidade e acuracia para os biomarcadores com diferenga estatisticamente
significante entre os grupos controle e sepse no 7° dia de vida.

7°dia AUC pROC  Cutoff OR IC Sens Esp  Acur
VEGF 835 0.0030 >0.06 46.2  2.4-896.5 69.6 100 84.8
IL-6 76.9  0.0068 <10.6 11.9 2.2-54.6 826 714 770
IL-8 73.8 0.1840 >384 9.7 1.6-49.1 619 857 738
IL-13 694 0.0561 <276.8 9.0 1.5-48.0 91.3  46.1 68.7
IP-10 752 0.0127 <403.1 8.0 1.6-31.4 762 714 738
IL-15 719 0.0261 >818.8 7.3 1.5-28.4 66.7 78.6  72.6
IL-5 73.7 0.0161 <11.6 6.8 1.4-25.5 792 643 717

IL-Ira 719 0.0299 >629.8 6.0 1.1-24.3 66.7 750  70.8

AUC — area sob a curva ROC; OR — odds ratio; IC — intervalo de confianga, Sens — sensibilidade;
Esp — especificidade; Acur — acurdcia.

Figura 2 — Niveis de VEGF no 7° dia de vida em relacdo ao dia de ocorréncia da sepse no grupo

sepse.
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Idade do diagndstico da Sepse/Paciente

Uma segunda analise foi realizada com o intuito de identificar se algum biomarcador
associava-se com a idade de diagndstico da sepse, utilizando a cinética dos marcadores durante
os 28 dias com coletas nos 2°, 7°, 14° e 28° dias. Nessa analise, considerou-se o dia 0 como dia
da suspeita de sepse, e os dia das coletas foram distribuidos como sendo negativos (coleta antes
do dia 0 da sepse) ou positivos (coleta apods o dia 0 da sepse) e foram considerados os grupos
sepse clinica e sepse comprovada. Os dados obtidos com as coletas dos pacientes do grupo
controle foram analisados em uma média (linha tracejada, figura 3). Os gréaficos gerados

evidenciaram que os marcadores comportaram-se de maneira randémica. Contudo, na tentativa
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de verificar um comportamento que pudesse auxiliar na diferenciag¢@o entre os grupos de sepse
clinica e sepse comprovada, verificamos que o G-CSF no grupo sepse clinica apresentou um
comportamento homogéneo e crescente pds-sepse (Figura 3A), enquanto que a maior parte dos
pacientes do grupo sepse comprovada apresentaram niveis de G-CSF abaixo dos valores

apresentados pelo controle tanto antes quanto apos a sepse (Figura 3B).

Figura 3 — Andlise da cinética do G-CSF no dia da sepse clinica sem confirmagdo (A) e sepse

comprovada (B), considerando o dia 0 como o dia da suspeita de sepse.
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4- DISCUSSAO:

Nesse estudo, analisando 27 biomarcadores no 2° dia de vida, demonstramos que recém-
nascidos de muito baixo peso que desenvolveram sepse tardia durante os primeiros 28 dias de
vida, apresentaram maiores concentragdes de IL1-ra, IL-6, IP-10, ¢ MCP-1 e menores
concentragdes de FGF basic, IFN-y, IL-4, IL-5, IL-7, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17a,
PDGF-BB e TNF-a do que os recém-nascidos que ndo tiveram sepse, sinalizando que tais
recém-nascidos podem pertencer a um grupo de risco. E no 7° dia de vida, mais préximo da
ocorréncia da sepse (que aconteceu em média com 11,1 dias), apresentaram maiores
concentragdes de VEGF, IL-8, IL-15 e IL1-ra ¢ menores concentragdes de IL-6, IL-13, IP-10 ¢
IL-5 do que os recém-nascidos que nao tiveram sepse. Na literatura os inumeros trabalhos
realizados avaliam os recém-nascidos no momento da sepse realizando a dosagem dos
biomarcadores na suspeita de infeccdo e alguns realizam ainda dosagens sequenciais nas horas

seguintes, com o intuito de ajudar no diagnostico da sepse neonatal. O presente estudo objetivou
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avaliar os recém-nascidos antes do desenvolvimento da infec¢do, com o intuito de investigar a
possibilidade de predicdo do desenvolvimento da sepse neonatal e identificagdo de um grupo
de risco.

No 2° dia de vida encontramos a IL-6 como um dos biomarcadores preditivos com maior
relacdo com a sepse, sendo que os recém-nascidos com valores maiores que 14,8 pg/mL nesse
momento tiveram uma chance 53 vezes maior de desenvolver sepse tardia. A IL-6, uma citocina
pro-inflamatoéria (22), ¢, sem duvida, a citocina mais estudada na literatura até os dias atuais,
como biomarcador util no diagndstico da sepse com valores aumentados nos RN com sepse
quando comparados com os controles (15 - 21). Os dados apresentados sugerem que ela pode
ser util ndo so6 no diagndstico com também na predi¢do da sepse neonatal, ja no 2° dia de vida.
Além da IL-6, outros marcadores (IL-5, IL-13, IFN-y, IL-9, IL-4, PDGF-BB e IL-12p70)
destacaram-se, por estarem diminuidos no 2° dia de vida nos RN que posteriormente
desenvolveram sepse tardia, com valores expressivos de odds ratio. Na literatura, o [FN-y e a
IL-12, ambas citocinas pro-inflamatorias envolvidas na resposta Thl (22) apresentaram
resultados conflitantes: foram encontrados exacerbados (15, 23, 25) ou sem alteracdo (26) nos
RN com sepse em comparacao aos do grupo controle. A IL-4, IL-5 e IL-13, que sdo citocinas
anti-inflamatorias envolvidas na resposta Th2 (22), também encontravam-se exacerbadas (23 -
25) ou sem alteragdo (15, 23, 24) nos RN com sepse em comparagdo aos do grupo controle. J&
a IL-9, também uma citocina anti-inflamatdria envolvida na resposta Th2 (22), ainda ndo foi
estudada na sepse neonatal. E o PDGF-BB, um fator de crescimento derivado de plaquetas, que
promove a integridade estrutural da parede do vaso e aumenta a capacidade de cicatrizagdo da
ferida (27), foi encontrado exacerbado no momento da sepse (15).

No 7° dia de vida, mais proximo do evento infeccioso, a associacdo dos biomarcadores
foi menos expressiva, e apenas o0 VEGF apresentou odds ratio maior que 20. Estudado como
marcador no diagnodstico da sepse neonatal o VEGF, um regulador fundamental na
vasculogénese e angiogénese (28), ja foi encontrado aumentado em pacientes com sepse
neonatal (29). Esse aumento do VEGF no 7° dia de vida, alguns dias antes da sepse nos faz
pensar que algum evento inflamatério possa ja ter se iniciado levando a um dano vascular antes
mesmo do aparecimento dos sintomas e diagnostico da sepse e que poderia ser utilizado como
preditor e inclusive auxiliar no diagnostico precoce. A linha de tendéncia (linha azul escuro,
figura 2) demonstra um comportamento de decréscimo dos niveis de VEGF, conforme

distancia-se do dia da sepse. Aqueles pacientes com altos niveis de VEGF mesmo apds 7 dias
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da coleta podem ter tido evento mais grave ou mais prolongado, o que levou a maior
exacerbagdo do marcador por maior tempo.

Ainda na analise do 7° dia de vida, outras citocinas encontradas como fortemente
associadas ao diagnoéstico de sepse tardia no 2° dia de vida (como a IL-5, IL-6 e IL-13)
demostraram menor performance como preditores de sepse tardia no 7° dia de vida.
Curiosamente a IL-6 apresentou-se diminuida nos recém-nascidos do grupo sepse no 7° dia de
vida. Podemos inferir que os recém-nascidos que posteriormente desenvolveram sepse tardia
desencadearam precocemente a cascata inflamatdria devido a algum evento critico, chegando a
haver uma tentativa do organismo de reverter ou bloquear essa inflamagao, evidenciado pelos
menores valores de IL-6 no 7° dia. A IL-5 e IL-13, ambas citocinas anti-inflamatdrias, que
juntamente com a IL-6 apresentaram os maiores valores de odds ratio no 2° dia de vida
mantiveram-se diminuidas no 7° dia de vida, embora com menos expressao.

Conforme j& mencionado, na literatura a énfase ¢ o estudo dos biomarcadores no
momento da sepse neonatal, como marcador diagnostico. Dentro do nosso limite do
conhecimento apenas outros trés estudos também avaliaram os biomarcadores antes do
desenvolvimento da sepse e os resultados encontrados no presente estudo sao concordantes em
parte com eles. H4 20 anos, em um estudo cléssico, realizado por Kuster et al (30), as coletas
sequenciais de IL-6 e IL1-ra de 101 recém-nascidos de muito baixo peso identificaram essas
duas interleucinas como bons preditores de sepse, com aumento 2 dias antes do diagnostico de
sepse tardia, que ocorreu em média com 16 dias, um pouco superior ao deste estudo, de 11,1
dias. Com um cutoff de 25,7 pg/mL a IL-6 apresentou especificidade de 92% e sensibilidade
de 64%, valores proximos ao nosso. Os autores concluem que através do uso da IL-6 e IL1-ra,
dois de cada trés casos de sepse poderiam ter sido diagnosticados 1 a 2 dias mais cedo do que
realmente foram através dos sintomas clinicos, e assim terem inicio precoce de
antibioticoterapia. Em outro estudo realizado por Schelonka et al (31) com coletas de amostras
de sangue de recém-nascidos com 1, 3, 7, 14 e 21 dias de vida, foi encontrado valores de IL-17
significativamente menores em todos os dias de coleta, valores de IL-6 aumentados no dia 21,
e de IL-10 aumentados nos dias 7, 14 e 21 nos recém-nascidos que apresentaram sepse tardia
em relagdo aos sem sepse. Os nossos dados também evidenciaram um valor menor de IL-17a
no dia 2, mas j4 evidenciaram valores maiores de IL-6 e menores de IL-10 mais precocemente,
no dia 2. No estudo citado ndo houve diferenca dos valores de IFN-y, TNF-a, [L-4 ¢ IL-5 em
qualquer dia de coleta entre os recém-nascidos com e sem sepse tardia diferindo do presente

estudo onde todos esses marcadores estavam significativamente diminuidos no dia 2. E por fim,
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no estudo mais recente conduzido por Leal et al (32), com coleta de sangue de recém-nascidos
no momento da admissdo na UTIN, a sepse foi associada com altos niveis de IL-6, IL-10, G-
CSF e MCP-1 e baixos niveis de IFN-y. Esses dados sdo concordantes com 0s nossos em relagao
aos altos niveis de IL-6 e MCP-1 e baixos niveis de IFN-y mas diferindo da IL-10, que
encontramos diminuida e do G-CSF que ndo encontramos relagdo positiva. Apenas os niveis de
IL-6 geraram uma curva ROC estatisticamente diferente, que poderia prever o aparecimento de
sepse, com cutoff de 44,9 pg/mL, uma sensibilidade de 50% e especificidade de 80%, menores
que o presente estudo.

O feto experimenta uma constante invasdo de antigenos estranhos, derivados
principalmente da mae, e deve regular para baixo a resposta imune para sobreviver. O feto em
desenvolvimento reduz entdo sua resposta imune a esses antigenos por meio da expressao de
varias citocinas imunoregulatorias Th2, como IL-4, IL-5 e IL-10. Apds o nascimento,
entretanto, a recém-nascido ¢ imediatamente exposto a microrganismos € o sistema
imunolédgico deve ser ativado para conter esses microrganismos nas superficies cutaneas e
mucosas. Este processo, quando bem sucedido, envolve uma mudanga no equilibrio de células
T-auxiliares de uma dominancia Th2 fetal para um estado pré-inflamatorio Thl dominante no
periodo pds-natal (33). Durante a sepse, uma resposta robusta de citocinas pro-inflamatdrias
como em lactentes maiores e em adultos, ¢ essencial para a depuracdo imediata de patdégenos,
enquanto uma resposta inflamatéria embotada ou desregulada observada com frequéncia em
neonatos com muito baixo peso pode ser inadequada para erradicar a infec¢do (31). Os dados
mostraram que os recém-nascidos do grupo sepse tiveram menores niveis de [L-4, IL-5 e IL-10
(Th2) no 2° dia de vida e também menores niveis de IFN-y, IL-17a e TNF-a (Thl) podendo
mostrar um desbalanco da resposta inflamatéria que poderia predispor a infec¢do. Concordando
com Schelonka et al, (31), com base nos perfis alterados de citocinas, os dados apresentados
sugerem que o desenvolvimento imune pode ser diferente desde muito cedo, em recém-nascidos
que desenvolverdo sepse. Estratégias para amadurecer a resposta imune neonatal podem incluir
intervengdes que direta ou indiretamente alterem os niveis de citocinas. Embora as citocinas
orquestrem a resposta imune, ndo se pode supor que uma citocina em especial tenha um efeito
direto sobre o risco de infec¢do. Pelo contrario, parece haver interagdo de multiplas citocinas
que afetam o equilibrio geral.

Em relagdo a diferenciag¢do entre os pacientes com sepse clinica daqueles com sepse
comprovada observamos que o G-CSF pode ser um marcador 1util provavelmente ja estando

associado a uma melhora clinica mais rapida de neonatos com sepse clinica. O G-CSF ¢ um
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mediador da proliferacdo e diferenciagdo de neutrofilos produzido pela medula 6ssea e ja foi
encontrado valores maiores no momento da sepse nos recém-nascidos com sepse comprovada
em relagdo aos sem evidéncia de sepse, sendo considerado um marcador util no diagnostico
precoce da sepse (34). Um modelo de associagdo do G-CSF com a IL-8 também foi descrito
como sendo capaz de discriminar entre os recém-nascidos com sepse comprovada daqueles sem
infecdo (35).

O presente estudo apresenta como limitacdo o pequeno numero de neonatos, o que
permite uma inferéncia limitada sobre os mecanismos inflamatérios e, portanto, precisam ser
interpretados com cautela. Porém, apesar do nimero de pacientes ter sido pequeno o nimero
de biomarcadores avaliados foi grande e incluiu marcadores pouco estudados ou ainda nao
estudados anteriormente em sepse neonatal e avaliou esses biomarcadores em um momento
diferente, antes da ocorréncia da sepse, como preditores da sua ocorréncia ou mesmo como
auxilio no diagndstico precoce. Os resultados encontrados no presente estudo indicam que esses

marcadores deveriam ser melhores estudados na sepse neonatal.

5- CONCLUSAO:

A analise de 27 biomarcadores nos 2° ¢ 7° dias de vida, evidenciou que varios deles
podem ajudar a predizer a sepse tardia, em especial a IL-5 e a [L-6 no 2° dia de vida e o VEGF
no 7° dia de vida, que foi o marcador associado mais préximo da ocorréncia da sepse. Além
disso evidenciamos marcadores ainda ndo estudados na literatura na sepse neonatal, como a IL-
9, bem como outros muito pouco estudados, como o IFN-y, IL-4, IL-12p70, IL-13 e PDGF-
BB, os quais podem também exercer esse papel de predi¢do da sepse, merecendo atencao
especial em novos estudos. Por fim, evidenciamos ainda que o G-CSF foi o Unico marcador

capaz de auxiliar na distin¢ao de pacientes com sepse clinica daqueles com sepse confirmada.
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6- CONCLUSAO

Os resultados da andlise de 27 biomarcadores em amostras biologicas de recém-

nascidos pré-termo de muito baixo peso, evidenciaram que:

O valor diminuido de MCP-1 em sangue de cordao umbilical e aumentado no sangue
do RNPT aos 2 dias de vida poderia predizer a ocorréncia de sepse neonatal nos

primeiros 28 dias de vida;

A IL-5 e a IL-6 no 2° dia de vida e o VEGF no 7° dia de vida em sangue periférico de

recém-nascidos pré-termo de muito baixo podem ajudar a predizer a sepse tardia.

Outros biomarcadores ainda ndo estudados na literatura associados a sepse neonatal,
como a I[L-9, bem como outros muito pouco estudados, como o IFN-y, IL-4, IL-12p70,
IL-13 e PDGF-BB, podem também exercer esse papel de predicdo da sepse neonatal

tardia, merecendo atenc¢do especial em novos estudos.
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7- PERSPECTIVAS

A presente tese faz parte de uma série de estudos de uma linha de pesquisa de
investigacdo de biomarcadores no periodo neonatal. J& originou trés trabalhos de mestrado do
Programa de Ciéncias da Satde da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de
Uberlandia avaliando esses 27 biomarcadores em urina do RN, “Preditores urinarios de sepse
neonatal tardia” e “IL-1P urindrio como biomarcador preditivo de sepse neonatal em pré-
termos”, identificando vérios deles (G-CSF, IL-1ra, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-7, IL-9, IL-15,
IL17-A, MIP-1a, MIP-1B, MCP-1, RANTES, TNF-a) com associacao positiva, e no sangue do
RN “Preditores clinicos e laboratoriais para displasia broncopulmonar em recém-nascidos pré-
termo de muito baixo peso ao nascer” identificando valores aumentados de GM-CSF e
diminuidos de eotaxin nos RN com displasia broncopulmonar. Ainda, estd em curso novas
coletas de material para analise desses biomarcadores com a hemorragia peri-intraventricular,
para outra tese de doutorado, também dentro do Programa Ciéncias da Satde da Faculdade de

Medicina da Universidade Federal de Uberlandia.

Por fim, estamos planejando a realizagdo da dosagem dos biomarcadores no momento
da sepse, em sangue periférico do RN (dados ja colhidos) e a ampliagdo das coletas em uma
coorte maior para validar os dados encontrados até o presente momento. A identificagdo dos
melhores biomarcadores envolvidos na predi¢do e no diagnostico da sepse poderiam fornecer
dados para uma escolha direcionada dos marcadores a serem incluidos em um kit de detec¢ao

de sepse neonatal.
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9- APENDICES
Apéndice A. Termo De Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Recém-nascido

Prezada senhora, o(a) menor, pelo qual a senhora é responsdvel, 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.

Nesta pesquisa nds estamos buscando novos exames que possam nos mostrar mais

precocemente se o bebé recém-nascido esta com infecgdo.

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, apds o nascimento do seu bebg,

durante a sua interna¢do hospitalar na Maternidade do Hospital das Clinicas da UFU.

A participacao do(a) seu(sua) filho (0) sera autorizando a utilizacdo de uma amostra do sangue
e urina dele que ja € colhido para exames de rotina referentes aos cuidados médicos. Em nenhum
momento o(a) menor serd 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 internacao.
Os beneficios que haverdo, mesmo que ndo diretamente, sdo o avanco no diagndstico mais cedo
das infeccdes 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 cada uma das

etapas do estudo.

Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com a senhora.
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Se houver qualquer duvida a respeito da pesquisa, vocé poderd entrar em contato com 0s
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, Servico de Neonatologia - Av. Para,

1720. Bairro Umuarama - Telefones: 3218-2112 / 3218-2454.

Poder4 também entrar em contato com o Comité de Etica na Pesquisa com Seres Humanos —
Universidade Federal de Uberlandia — A. Joao Naves de Avila, 2121 bloco A, sala 224, Campus
Santa Monica — Uberlandia — MG — CEP: 38408-100 — Telefone: 3239-4131.

Uberlandia, ....... de e, de 20....

Assinatura dos pesquisadores

Eu, responsével legal pelo(a) menor consinto na

participagdo dele no projeto citado acima, apds ter sido devidamente esclarecida.

Responsavel pelo(a) menor participante da pesquisa
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Apéndice B. Termo De Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Mae

Voce esta sendo convidada a participar como voluntaria da pesquisa intitulada “Avaliacio 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.

Nesta 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 serd 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, apds o nascimento do seu bebé,

durante a sua interna¢do hospitalar na Maternidade do Hospital das Clinicas da UFU.

Vocé participara autorizando a utilizacdo de uma amostra do seu sangue e do sangue de cordao
umbilical que ja é colhido para exames de rotina referentes aos seus cuidados médicos aos
cuidados médicos do seu bebé. Esse material sera utilizado na realizacdo de alguns exames

laboratoriais que possam servir para a identificacao de infec¢do.

Em nenhum momento vocé serd identificada. Os resultados da pesquisa serdo publicados e

ainda assim a sua identidade sera preservada.
Vocé ndo terd nenhum gasto ou ganho financeiro por participar na pesquisa.

Os riscos consistem no incomodo que vocé poderd sentir com a coleta do sangue, porém o seu
sangue ja sera coletado rotineiramente para os seus cuidados durante a internacao. Os beneficios
que haverdo com a sua participacdo, mesmo que nao diretamente, sdo 0 avango no diagndstico
mais cedo das infeccdes nos bebé€s possibilitando inicio do tratamento mais rdpido e

contribuindo para diminuir a mortalidade dos bebés.

Vocé € livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo

ou coagdo. Sempre que vocé desejar, serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das
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etapas do estudo.
Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com vocé.

Se houver qualquer duvida a respeito da pesquisa, vocé poderd entrar em contato com 0s
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, Servico de Neonatologia - Av. Pard,

1720. Bairro Umuarama - Telefones: 3218-2112 / 3218-2454.

Poder4 também entrar em contato com o Comité de Etica na Pesquisa com Seres Humanos —
Universidade Federal de Uberlandia — A. Joao Naves de Avila, 2121 bloco A, sala 224, Campus
Santa Monica — Uberlandia — MG — CEP: 38408-100 — Telefone: 3239-4131.

Uberlandia, ....... de e, de 20....

Assinatura dos pesquisadores

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apos ter sido devidamente

esclarecida

Participante da Pesquisa



103

Apéndice C. Instrumento utilizado na coleta de dados

Projeto de Pesquisa: Desenvolvimento e Avaliacio de Biomarcadores Associados a
Patologias no Periodo Neonatal e Implicagdes Diagnosticas e Prognosticas

INSTRUMENTO PARA COLETA DE DADOS

N° sujeito pesquisa N° prontuario MAE N° prontudrio RN
Nome RN
DADOS MATERNOS, DE PRE-NATAL E PARTO
Idade Materna Estado Civil ( )solteira ( )casada ( )amasiada ( )viava ( ) divorciada
Escolaridade ( )la3anos ( )4a7anos ( )8allanos ( )12ou+ ( )ignorado
N° gestacdes (filhos vivos) N° abortos
N° consultas pré-natal Corticoide antenatal () nfo ( )sim, 1 doses ( )sim, 2 doses ( )sim,>3
doses
Anormalidades do pré-natal ( ) infec¢io urinaria ( )corioamnionite ( ) sofrimento fetal agudo
( ) pré-eclampsia ( ) sifilis ( ) ruprema, quantas horas?
( )RCIU ( )TPP ( )oligodramnio
( ) anormalidade congénita ( ) diabetes ( ) drogas ilicitas
( ) toxoplasmose ( YHIV ( )HBsAg ()
DPP
Usode ATB ( )Nao ( )Sim Quando? ( ) 1°trim. ( )2°trim. ( )3°trim ( ) 48 horas antes parto
Qual ATB? Tipo de parto ( ) vaginal ( ) cesariana
DADOS DO RECEM NASCIDO
Data nascimento Sexo ( )Masc. ( )Fem. ( ) Indeterminado
Gemelaridade ( ) Sim ( ) Nio Boletim de Apgar 1° min 5° min
Peso nascimento Idade Gestacional Clinica
Classificagdo do RN ( )PIG ( )AIG( ) GIG
Surfactante ( )sim  ( )ndo Uso de B-bloqueadores ( )sim  ( )ndo
Hemotransfusdo ( ) Néo ( )Sim Idade: Hemocomponente:
Infecgdes ( ) diarreia () meningite () onfalite ( ) conjuntivite ( YHIV () infecgdes cutinea
( )sifilis( ) CMV () rubéola congénita ( ) toxoplasmose

Dispositivos ¢ Procedimentos: V.M. dias CPAPnasal __ dias PICC dias SVD  dias
Cat. Umb.( ) ndo ( )sim (arterial, venoso) diasNPP _ dias
CVvC ___ dias Drenos  dia  Procedimento Cirtrgico( )nio ( )sim
Quantos dias de vida,  Qual?

( ) Alta hospitalar
Diagnosticos:

( )Transferéncia

( ) Obito

Data: Idade:
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AL

AN

AN

2 dias

/ ( ) Sepse Precoce ( )Sepse tardia Data: Idade do RN:
( )Nao ( ) Sepse Clinica ( YHMC + Microorganismo:
HMG (rodwell): PCR: LCR cultura:
ATB: N° dias: Urina:

/ ( )Sepse tardia Data: Idade do RN:
( ) Nido ( ) Sepse Clinica ( YHMC + Microorganismo:
HMG (rodwell): PCR: LCR cultura:
ATB: N° dias: Urina:

/ ( )Sepse tardia Data: Idade do RN:
( )Nao ( ) Sepse Clinica ( YHMC + Microorganismo:
HMG (rodwell): PCR: LCR cultura:
ATB: N° dias:

/ ( )Sepse tardia Data: Idade do RN:
( )Nao ( ) Sepse Clinica ( YHMC + Microorganismo:
HMG (rodwell): PCR: LCR cultura:
ATB: N° dias:
( ) Sepse Precoce ( )Sepse tardia Data: Idade do RN:
( ) Nido ( ) Sepse Clinica ( YHMC + Microorganismo:
HMG (rodwell): PCR: LCR cultura:
ATB: N° dias: Urina:

N

AN




N\

( )Sepse tardia Data: Idade do RN:
( )Nao ( ) Sepse Clinica ( YHMC + Microorganismo:
HMG (rodwell): PCR: LCR cultura:
ATB: N° dias: Urina:

ﬂ )Sepse tardia Data: Idade do RN:
( )Nao ( ) Sepse Clinica ( YHMC + Microorganismo:
HMG (rodwell): PCR: LCR cultura:
ATB: N° dias: Urina:

/ ( )Sepse tardia Data: Idade do RN:
( )Nao ( ) Sepse Clinica ( YHMC + Microorganismo:
HMG (rodwell): PCR: LCR cultura:
ATB: N° dias: Urina:

\_

AN




106

Apéndice D. Aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa

A UNIVERSIDADE FEDERAL DE 3 Plabaforma
l!j U F U UBERLANDIA/MG S <§rasi

Camitc de Etica cm Poqmiaa

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento e Avaliacdo de Biomarcadores Associados a Patologias no Periodo
Neonatal e Implicagdes Diagnosticas e Prognésticas

Pesquisador: VANIA OLIVETTI STEFFEN ABDALLAH

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 36471314.5.0000.5152

Instituigao Proponente: Universidade Federal de Uberlandia/ UFU/ MG
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

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

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:
O CEP/UFU. considera que as pendéncias foram respondidas de maneira clara e adequada

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os itens foram apresentados.

Recomendagdes:

Nao ha.

Conclusoes ou Pendeéncias e Lista de Inadequagoes:

As pendéncias apontadas no parecer 887.483 foram atendidas.

De acordo com as atribuigbes definidas na Resolu¢gao CNS 466/12, o CEP manifesta-se pela aprovagéo do
protocolo de pesquisa proposto

O protocolo nao apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redagdo e da metodologia apresentadas.

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Enderego: Av. Jodo Naves de Avila 2121- Bloco “1A”. sala 224 - Campus Sta. Ménica

Bairro: Santa Ménica CEP: 38 408-144

UF: MG Municipio: UBERLANDIA

Telefone: (34)3239-4131 Fax: (34)3239-4335 E-mail: cep@propp.ufu br



10- ANEXOS

Anexo A - Curvas padrao dos 27 biomarcadores estudados nessa dissertagao.

Lutrrines

Repor Date

Data Intarpretation Repart

Batch Nama: Sepsa Neanatal 22 11.2016
Protocol Neme: Grp | Panel 27-Pex
Protocol Version: 1

Test Mame: Basic FGF

Basic FGF
LogmscSp y = as((o-aM(1¢((xic} a1

2

127012011 Report Time 1 44:13AM
Serial Numbar: MAGPX12174706
Batch Run Date: 1273072011 7:48.09AM
Operator:

Raport Genarated By:

Bas< FOF - Logestic 5P viaighied

- TR == =

Curve Data
R*2 = 0 BA7976362700194

Sum of Residusis = 88 0092547907402

Average Reaidualy = 11 0010318488425

Relaive Sum af Squaies Ahaclufe = 379583 A6A03ARNE

Relafve Sum af Squares Retabve = 0.515191029793082

Standard Error of the E stimate = (1 414403500482476

Adpraied Coeflicient of Multipe Determination = 0,07 1944848300462
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Luminax

Data Interpretation Report

Repori Dale: 1213072011

Report Time:  1:44:11AM

Batch Name: Sepse Neonatal 22.11.2016 Serial Number: MAGPX12174706
Protocol Name: Gmp | Panal 27-Pex Batch Run Oate: 1273072011  7:48:00AM
Protocol Version: 1 Qpamior:
Teat Name: Eataxin Report Ganerated By:
Eolaxin
LogmcSp y = asi{d-ay|1s{inel d 1™
Eotann - Logesiic 57 Waighted
. .
/’ o
e /
"4
- y
/
- f
5 = /
- l{'
- Vs
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R*2 = (1 936436675104431
Sum of Reaichuals = 1365 138747240828
Average Resduals » 18 8923434061035
Reiatve Sum af Squares Abachile = 301683 800688477
Relafive Sum of Squares Relatwe = 0 667908733034273
Standard Efrer of the Eatimabe = 0 471854049634011
Adpated Coefficen of Multiple Determination = 0,99 1685676243071
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Data Intarpretation Report Repon Date: 1273072011 Report Time: 1:44:28AM
Batch Name: Sepse Neanatal 22.11.2016 Serial Numbar: MAGPX12174708
Protocol Nama: Grp | Panal 27-Fex Batch Run Date: 12/30/2011  7:48:08AM
Protocol Version: 1 Qperator:
Teat Name: G-CSF Report Generated By:
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LogmisSe y = ov|iDaiiisiner'arn
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Curve Data

R*2 = 0 98340607 1082374

Sum af Reaiduais = 82 1140827414

Average Resxals = 11 GI2ATREEM27

Relatve Sum of Squaies Absoluie = 47574 7937388026
Relabve Sum of Squares Relabve = 0 224648306367182

Standad Efrer of the Esiimate = 0. 3289627 128A0540

Adpaied Coefficzent of Multiple Determination = 0 0847820E8588727
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Data Interpretation Report Report Date:  1230/2011 Report Time:  1:44:04AM
Baich Nama: Sepse Neanatal 22 11 2016 Serial Number: MAGPX12174706
Protocal Namae: Grp | Panal 27-Plex Batch Run Date: 1273002011 7.48:00AM
Protocol Version: 1 Qperator:

Teat Name: GM-CSF Report Ganerated By:
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Average Resriuais = 3 412800045 36881
Reiatve Sum of Squaies Absaiuie = 1455 8190040705
Relafive Sum af Squares Relabve = 0 0574200003345278
Standard Emor of the Estimate « 0.13834740786885
Aduated Coafieni of Multple Delermination = 0 20748600A540080
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Data Intarpretation Report Repon Date: 1273072011 Report Time: 1:43:58AM
Batch Name: Sepse Neanatal 22.11.2016 Serial Numbar: MAGPX12174708
Protocol Nama: Grp | Panal 27-Fex Batch Run Date: 12/30/2011  7:48:08AM
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Average Resdicis = 250 724304975671

Relatve Sum af Squaies Ahaciuie = 2755738 71837700
Relafve Sum ol Squares Relabwe = 1.27034572430393
Standad Erfrer of the Esiimate = 0 850720263824808

Adusked Coefficzeni of Multiple Delesnamanan = 0 8780800 10823062
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Data Interpretation Report Repon Date 1273072011 Report Time: 1A 10AM
Batch Nama: Sepse Neanatal 22.11.2016 Serial Numbar: MAGPX 12174706
Protocol Nama: Grp | Panel 27-Pex Batch Run Date: 123072011 7:48:00AM
Protocol Version: 1 Qperator:
Teut Name: L-1b Report Generatad By:
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Data Interpretation Report Report Date:  12/30/2011 Report Time: 1:44:01AM
Batch Name: Sepse Neonatal 22.11.2016 Serial Number: MAGPX12174708
Protecol Name: Grp | Panel 27-Piex Batch Run Date: 1273072011 7:48:00AM
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Tent Name: L-1ra Report Ganerated By:
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Data Intarpretation Report Repon Date: 1273072011 Report Time: 1.44:08AM

Batch Name: Sepse Neonatal 22 11.2016 Serial Number: MAGPX12174706

Protocal Name: Grp | Panal 27-Plex Batch Run Dal 12/30v2011  7:48:08AM
Protocol Veralon: 1
Tent Name: w-2
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Data Interpretation Report Report Date: 12/30r2011 Report Time: 1.44:20AM
Batch Name: Sepse Neonatal 22.11.2016 Serial Number: MAGPX12174706
Protocol Name: Gmp | Panel 27-Plex Batch Run Data: 12/30/2011  7-48:00AM
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Curve Data
R*2 = 0 5926387018274

Sum of Residuale = 287 727564730078

Average Fescusls = 15 SOS04004 12508

Reisgve Sum af Squaies Absolule = 1162908 38AA7017
Reiafve Sum af Squaies Relatue « 1 615687008088 33

Standaed Eqror af the Eaimate = (.7 10700ABA644467
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Data (nterpretation Report

Batch Name:
Protocal Name:
Protocal Verslan:

Sepse Neonatal 22.11.2016
Grp | Panel 27-Pex
1

Repon Dale 12730/2011

Serial Number:
Batch Run Da
Opearator:

Report Time: 1:44:02AM
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Curve Data
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Standard Ermor of the Eslimate = (1 2503779324876 18
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Data Interpretation Report Report Date: 121302011 Report Time: 1:43:58AM
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Relséve Sum ol Squares Retatwe = 0 416486465100830
Stanxiard Ester of the Eshimate = 0. 381442600006826

Adpmied Coefficent af Mulbple Dedarmination = 0 00088EA05873738
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Luminax

Data Interpretation Raport Repon Dae: 127302011 Report Time: 1:44:31AM
Baich Name: Sepse Neanatai 22 11 2016 Serial Number: MAGPX 12174706
Protocal Name: Grp | Panel 27-Plax Batch Run Dete: 1273072011 7:48:09AM
Protocol Veralon: 1 Operatar:

Teat Name: L7 Report Generated By:
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Relstve Sum of Squares Ahank e = 1308753 93750268
Relafve Sum af Squares Relatwve = 1 65188124139881
Standard Enres af the Estimate = 0.7 18231358557828

Adpated Coaflicent of Mullipie Detesmmation = O 83070481003 1404
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Batch Name: Sepse Neonatal 22.11.2016 Serial Number: MAGPX12174708
Protocal Name: Grp | Panal 27-Plex Batch Run D 12/30/2011  7:48:09AM
Protocol Version: 1 Opesator:
Teat Nama: L Report Ganaratad By:
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Curve Data
R*2 = 0 AAMAN013468607 11

Sum af Residual = 69 7792807557738

Average Residuais = 8.72240750447174

Relafve Sum of Squaim Abaoluie » 192158 751787427
Relave Sum of Squares Relabwe « 1 87132832085462
Standaed Eqres of the Estimabe = (| 788784970652868

Aduated Cosfioent of butoee Determinanon = 0 9974384 750104
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Data Intarpretation Report Repan Date: 1273072011 Report Time: 1:44:35AM
Batch Name: Sepse Neanatal 22.11. 2016 Sarial Number: MAGPX12174706
Protocol Name: G | Panel 27-Plex Batch Run Date: 12/30/2011  7:48:068AM
Protocol Version: 1 Operatar:
Teat Nama: e Report Generatad By:
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Data Intarpretation Report Report Date 1273072011 Repart Time 1:44:27AM
Bateh Nama Sepse Neonatal 22 11.2016 Serial Numbar. MAGPX12174706
Protocol Name: Grp | Panal 27-Plex Batch Run Date: 1273072011 7.48:00AM
Protocol Version: 1 Qpearator:
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Sum of Resicuals = -1 504022134 76458

Average Rescuals = -0 188D027018456572

Reistve Sum ol Squares Absoiule = 566 268700182784
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Data Interpretation Report Report Date: 123072011 Report Time. 1:44:33AM
Batch Name: Sepse Neonatal 22.11.2016 Serial Number: MAGPX12174706
Protocol Name: Gm | Panal 27-Pex Batch Run Date: 1273072011 7:48:09AM
Protocol Version: 1 Qpamior:
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Standiard Errer of the Estimate « (1. 15818064 133682
Adusted Cosflicent of Mol Determination = 0 S99 A508 7191
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Data Intarpretation Report Report Date: 1273072011 Report Tima. 1.44:30AM
Batch Nama: Sepse Neanatal 22 11.2016 Serial Numbar: MAGPX12174706
Protocal Name: G | Panel 27-Pex Batch Run Date: 1273072011 7:48:08AM
Protocal Version: 1 Operalor:
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Protocal Namae: Grp | Panal 27-Plex Batch Run D 1273072011 7:4B:00AM
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Data Interpretation Raepart Report Date: 1273072011 Rapart Time 1:44:25AM

Baich N; . Sepsa Neonatal 22 11 2018 Serlal Number: MAGPX12174706
Protocol Nama: Grp | Panel 27-Pax Batch Run Date: 1273072011 7 48:09AM
Protocol Varsion: 1 Operator:
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Baich Name: Sepse Neanata 22 11 2016 Serial Number: MAGPX12174706
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R*2 = 0.99A724489008309

Sum of Resicuala = 18 1802887486721

Avernge Reaiduals = 2. 0237860333401

Relatve Sum af Squares Absohds = 76568 5784611802
Relafive Sum of Squares Relatve = 0. 2435820270263207
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Data Interpretation Report Report Dale: 123072011 Report Time:  1:44:16AM
Batch Name: Sepse Neonatal 22 11 2016 Serial Number: MAGPX12174706
Protocol Name: Grp | Panel 27-Plex Batch Run Date: 1273072011 7 48:00AM
Protocol Verslon: 1 Opecator:
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Relatve Sum af Squaies Absoiule = 2025 A2R4E07T7667
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Adusind Coefioen! of Mulliple Determmnation = 0 9B47002556827687
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Data Intarpretation Report Repon Date: 123072011 Report Time: 1:44:05AM
Batch Name: Sepse Neonatal 22 11.2016 Serial Numbes: MAGPX12174706
Protocol Name: Grp | Panal 27-Plex Batch Run Date: 1273072011 7:48:09AM
Protocol Veralon: 1
Test Name: TNF-a
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Relafive Sum af Squaiea Relatwe = 1 27200138088 1784
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Data Interpretation Report Regort Date 12730/2011 Report Tima: 1:44:14AM
Baich Name: Sepse Neonatal 22.11.2016 Serial Number: MAGPX12174706
Protocol Name: G | Panal 27-Plex Batch Run Date: 127302011 7:48:09AM
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Cutve Dala
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Sum af Resichuals = 19 4566284066219
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Relafve Sum af Squarea Absolule = 2083 08505038422
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ANEXO B — Ata de aprovagdo da defesa da tese.

20/02/2019 SEIUFU - 1009852 - Ata

Av. Para, 1720, Bloco 2H, Sala 09 - Bairro Umuarama, Uberlandia-MG, CEP 38400-902

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Coordenagdo do Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias da Saude
Telefone: 34 3225-8628 - www.ppcsa.famed.ufu.br - copme@ufu.br

ATA

ATA DA DEFESA DE TESE DE DOUTORADO JUNTO AO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM
CIENCIAS DA SAUDE DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Defesa de Tese de Doutorado N2 002/PPCSA
Area de concentrac¢do: Ciéncias da Salde
Linha de Pesquisa 3: Fisiopatologia das doengas e agravos a saude.

Projeto de Pesquisa de vinculagdo: AplicagGes da nanobiotecnologia em doengas infecciosas, parasitarias
e crénico-degenerativas.

Discente: Lidia Mayrink de Barros — Matricula n? 11513CSD013. Titulo do Trabalho: "Avaliagdo de
biomarcadores associados a sepse no periodo neonatal." As 14:00 horas do dia 08 de fevereiro do ano
de 2019, no anfiteatro do Bloco 2H — Campus Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia reuniu-
se a Banca Examinadora, designada pelo Colegiado do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias da
Saude, assim composta: Professores Doutores: Mario Leon Silva Vergara (UFTM), Magda Regina Silva
Moura (IMEPAC), Marilia Martins Prado Bonini (UFU), Yara Cristina de Paiva Maia (UFU) e Luiz Ricardo
Goulart Filho (UFU) orientador da discente. Iniciando os trabalhos, o presidente da mesa Prof. Dr. Luiz
Ricardo Goulart Filho apresentou a Comissao Examinadora e a discente, agradeceu a presenga do publico
e concedeu a discente a palavra para a exposi¢ao do seu trabalho. A seguir o senhor presidente concedeu
a palavra aos examinadores que passaram a argliir a candidata. Ultimada a arglig¢do, que se desenvolveu
dentro dos termos regimentais, em sessdo secreta, em face do resultado obtido, a Banca Examinadora
considerou a candidata (X)aprovada ( )reprovada. Esta defesa de Tese de Doutorado é parte dos
requisitos necessarios a obteng¢do do titulo de Doutor(a). O competente diploma sera expedido apés
cumprimento dos demais requisitos, conforme as normas do Programa, legislacdo e regulamentagdo
internas da UFU, em especial do artigo 55 da resolugio 12/2008 do Conselho de Pds-Graduagdo e
Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia. Nada mais havendo a tratar foram encerrados os
trabalhos as 18:30 horas. Foi lavrada a presente ata que apds lida e achada conforme foi assinada pela
Banca Examinadora.

-’eii Documento assinado eletronicamente por Mario Ledn Silva Vergara, Usudrio Externo, em
S \Llj 11/02/2019, as 11:39, conforme hordario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do
{ etetrdnica Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

—y
.’eil Documento assinado eletronicamente por Yara Cristina de Paiva Maia, Professor(a) do Magistério
S ,_é Superior, em 11/02/2019, as 19:48, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 69,
| cletronica § 19, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

.’eil Documento assinado eletronicamente por Luiz Ricardo Goulart Filho, Professor(a) do Magistério
S ,_ﬁ Superior, em 11/02/2019, as 20:20, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62,
[ eletrdniea § 19, do Decreto n® 8.539, de 8 de outubro de 2015

» * *
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l ") Documento assinado eletronicamente por Marilia Martins Prado Boninni, Professor(a) do
)el j Magistério Superior, em 12/02/2019, as 18:43, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento
{ Sletronica no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

SE|| Documento assinado eletronicamente por MAGDA REGINA SILVA MOURA, Usudrio Externo, em
frtetynd \j 13/02/2019, as 11:39, conforme hordario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do
l EjEidnta Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

o p \ acao= documento confenr&ld Orgao_acesso externo 0. informando o cédigo verificador 1009852 e
; 0 codigo CRC 4A48353F.

Referéncia: Processo n? 23117.003656/2019-91 SEI n? 1009852
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