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Marcadores inflamatérios e oxidativos em sangue

de cordao umbilical como preditores de gravidade

em sepse neonatal

Inflammatory and oxidative cord blood parameters as predictors

of neonatal sepsis severity

RESUMO

Objetivos: Sepse neonatal correspon-
de a uma sindrome complexa, causada por
resposta inflamatéria sistémica descontro-
lada, associada a um foco infeccioso que
pode determinar disfun¢io ou faléncia de
um ou mais Orgios ou mesmo a morte.
Apresenta incidéncia elevada em neonatos
prematuros, sendo importante correlacio-
narmos fatores progndsticos para otimi-
zar nosso diagndstico precoce e resposta
a terapéutica nestes pacientes. Este estudo
teve por objetivo determinar a relagio en-
tre marcadores inflamatérios e parAmetros
oxidativos com fatores progndsticos em
sepse neonatal precoce.

Métodos: Foi realizado um estudo
observacional, prospectivo e foram co-
letados os dados de 120 pacientes, da
maternidade de hospital universitdrio.
Foram incluidos na pesquisa neonatos
prematuros (< 37 semanas de gestagdo)
com pelo menos um outro fator de risco

para sepse neonatal. Foram determinados
os niveis de interleucina (IL)-6, IL-10,
substancias reativas ao dcido tiobarbittri-
co e de proteinas carboniladas em sangue
do cordio umbilical e sua relagio com
gravidade de sepse.

Resultados: Os niveis das substincias
reativas a0 4cido tiobarbittrico e IL-6, mas
nao IL-10 e proteinas carboniladas, apre-
sentaram correlagio significativa com o
escore de gravidade SNAPPE-II (r=0,385,
p=0,017 e r=0,435 / p=0,02, respectiva-
mente). Nao houve relacio dos marcado-
res com a mortalidade dos pacientes.

Conclusao: Substincias reativas ao
4cido tiobarbittrico e IL-6 t¢ém uma cor-
relagio de média a moderada com o escore
de gravidade SNAPPE-II, mas nio com
mortalidade.

Descritores: Sepse/sangue; Recém-
nascido; Sangue fetal/quimica; Unidades
de terapia intensiva neonatal; Estresse
oxidativo; Interleucina-6; Interleucina-10

INTRODUCAO

Sepse é uma sindrome complexa, causada por resposta inflamatéria sistémica
sem controle efetivo do organismo de um individuo, de origem infecciosa, carac-
terizada por manifestagoes multiplas, e que pode determinar disfuncio ou faléncia
de um ou mais 6rgaos ou mesmo a morte."” A sepse neonatal precoce ocorre nos
primeiros seis dias de vida e a sepse neonatal tardia apds a primeira semana de vida
(>6 dias). A importancia clinica dessa distingao e que na sepse precoce os microor-
ganismos sao adquiridos durante o parto. Jd na sepse tardia, é mais freqiientemente
causada por organismos adquiridos apds o nascimento, através de fontes nosoco-
miais ou comunitdrias.*?

A identificagio de pacientes de alto risco é um grande desafio no cuidado de
pacientes criticos.” A maioria das decis6es nos pacientes com sepse severa é base-
ada na clinica e na andlise laboratorial,” ambas com pouca acurdcia. Além disso, é
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necessdrio um maior entendimento na fisiopatologia da infla-
magio sistémica, sendo importante identificar preditores de
gravidade mais acurados.“?

Ao longo dos anos, vdrios marcadores foram sugeridos
para o diagndstico precoce da sepse, dentre os quais estd a
dosagem sérica de algumas citoquinas - interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8) e interleucina-10
(IL-10), fator de necrose tumoral (TNF) e de seus receptores
soltveis (receptor do TNF), proteinas de fase aguda (proteina
C-reativa) e procalcitonina.”” Recentemente demonstramos
relagio entre marcadores oxidativos e desenvolvimento de
sepse neonatal,"” mas hd caréncia na literatura de informagio
sobre marcadores precoces de gravidade de sepse neonatal.
Neste sentido o presente estudo pretende determinar a rela-
¢do entre marcadores inflamatdrios e oxidativos de sangue de
corddo umbilical com gravidade de sepse neonatal precoce.

METODOS

Foi realizado um estudo transversal de caso-controle, re-
trospectivo, documental, onde foi coletado sangue do cordao
umbilical de 120 recém-nascidos prematuros consecutivos
na maternidade do Hospital Nossa Senhora da Concei¢ao,
Tubarao, SC, Brasil, no periodo de fevereiro a setembro de
2005 conforme previamente descrito."” Os dados foram pri-
mariamente coletados para determinar a relagio dos biomar-
cadores com diagndstico de sepse neonatal."” Neste estudo
utilizamos os dados coletados dos casos do estudo original. A
aprovagio do estudo foi dada pelo Comité de Etica em Pes-
quisa (CEP) da Universidade do Extremo Sul Catarinense —
UNESC, sob o niimero de protocolo 168/2005.

Coleta das amostras

As amostras do sangue de corddo umbilical foram obtidas
apertando o corddo umbilical apés o parto do recém-nascido e
antes da entrega da placenta em um tubo de vidro. Essas amos-
tras foram centrifugadas a 1000g por 10 minutos e adicionado
nitrogénio liquido e armazenado a - 80 ° C até serem analisadas.

Critérios de inclusao e exclusao

Neste estudo, foram incluidos neonatos prematuros (<37
semanas de gestagio) com pelo menos um outro fator de ris-
co para o desenvolvimento de sepse neonatal: ruptura prema-
tura de membranas > 18 horas antes do parto, colonizagio
materna com o estreptococo do grupo B, febre intraparto
com a temperatura axilar superior a 37,5 ° C, ou a presenca
de corioamnionite. Alguns parimetros analisados podem ser
elevados em criangas nascidas a partir de gestantes com pré-
-eclimpsia e/ou diabetes e em bebés com restricio de cresci-
mento intra-uterino, sendo, neste estudo, excluidos.
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Diagnéstico de sepse

Com base na Conferéncia de Consenso sobre Definicoes de
Sepse e de Disfuncio de Multiplos Orgdos em pediatria de 2002,
a sepse foi definida comprovada, quando uma cultura de san-
gue ou cultura bacteriana de um sitio normalmente estéril
foi positiva para um patégeno provavel e, como altamente
provavel, se as culturas bacterianas foram negativas, tendo a
presenca de uma sindrome clinica e biolégica associadas a in-
feccio.

Evidéncias clinica e bioldgica da presenca de sepse in-
cluem: hiperleucocitose, definida por uma contagem de
leucécitos no sangue > 25000/mm3; leucopenia, definida
como uma contagem de leucécitos no sangue < 4000/mm3;
neutropenia, definida como uma contagem de neutréfilos do
hemograma < 1300/mm3; trombocitopenia, definida como
uma contagem de plaquetas < 150000/mm3; hiperglicemia,
definida como glicemia > 7mmol /1 e proteina C reativa >
20g/l. Quarenta recém-nascidos preencheram os critérios
(sepse comprovada n = 20; altamente provével n = 20) e fo-
ram incluidos no grupo sepse.

Como pardmetro de gravidade de sepse, determinamos cin-
co varidveis medidas no diagnéstico da sindrome: proteina C
reativa, lactato, bicarbonato, glicemia e o escore SNAPPE-IL."V
Além disto, os pacientes foram seguidos até morte ou alta da
UTT para determinar mortalidade na terapia intensiva.

Marcadores inflamatérios e oxidativos em sangue de
cordao umbilical

Para a determinagio de danos oxidativos, foi determi-
nado o nivel de substincias reativas ao dcido tiobarbiturico
(TBARS) e de proteina carbonil. Para a mensuragao das
TBARS, as amostras foram misturadas com 1 mL de 4cido
tricloroacético 10% e 1 mL de 4cido tiobarbittirico 0,67%
(Sigma, St. Louis, MO), e, em seguida, aquecidas em um ba-
nho de dgua fervente por 15 minutos. Os equivalentes de ma-
londialdeido foram determinados pela absorvancia a 535nm
usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano (Sigma, St. Louis, MO)
como padrio externo. BHT foi adicionado as amostras para
impedir a produgio de malondialdeido durante a andlise."?
Os resultados foram expressos em equivalentes de malondial-
deido (nmol) por miligrama de proteina.

O dano oxidativo as proteinas foi avaliado pela determi-
nagio de grupos carbonil baseados na reacio com dinitrofeni-
lhidrazina. Resumidamente, as proteinas foram precipitadas
pela adicio de dcido tricloroacético 20% e dissolvidas em
dinitrofenilhidrazina (Sigma, St. Louis, MO) sendo a absor-
bincia lida a 370nm™ e os resultados apresentados como
nmol/mg proteina.

Para andlise dos marcadores inflamatérios, foram utiliza-
dos kits de comerciais enzimdticos imunoadsorventes para a
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detecgio de IL-6 e IL-10 (Quantikine, R & D Systems Euro-
pe, Abingdon, UK), sendo os resultados expressos como pg/
mg proteina.

A relagao dos marcadores com a mortalidade foi compa-
rada pelo teste # de Student. Correlagio entre os parimetros
estudados foi feita por correlagio de Pearson. Distribuigao
normal das varidveis foi determinada pelo teste de Kolmogo-
rov-Smirnov. Um nivel de significAncia de 0,05 ou menos foi
considerado estatisticamente significativo. A posteriori foi cal-
culado o poder da amostra (tendo em vista que o estudo foi
originalmente desenhado para outro fim) e com 10 pacientes
no grupo nao-sobrevivente, para um alfa = 0.05 e um poder
de 0.80 permitiria detectar uma diferenga média de 20% pro-
jetando um sigma de 0.15 nos marcadores analisados.

RESULTADOS

Neste estudo foram incluidos 40 pacientes, sendo 20 ca-
sos de sepse neonatal comprovada e 20 casos de sepse neo-
natal provavel. Dentre estes, 30 pacientes sobreviveram e 10
pacientes vieram a Gbito. Varidveis clinicas relevantes foram
publicadas previamente.'”

TBARS apresentou correlagio média e significativa com
o escore de gravidade SNAPPE-II (r=0,385 / p=0,017), mas
nao com glicemia sérica (r=0,288 / p=0,08), proteina C re-
ativa (r=0,027 / p=0,87), lactato (r=-0,233 / p=0,49) ou bi-
carbonato (r=0,10 / p=0,95). A IL-6 apresentou correlagio
moderada com o escore de gravidade SNAPPE-II (r=0,435 /
p=0,02), mas nao com bicarbonato (r=0,341 / p=0,09), pro-
teina C reativa (r=0,124 / p=0,21), lactato (r=0,221 / p=0,25)
ou glicemia (r=0,12 / p=0,32). Nao houve correlagio signifi-
cativa entre os niveis de proteinas carboniladas e qualquer dos
parimetros de gravidade analisados, mesmo padrio observa-
dos para os niveis de IL-10.

Nenhum dos pardmetros analisados foi relacionado com
mortalidade nestes pacientes (Figura 1).

DISCUSSAO

A busca por um marcador ideal, com alta sensibilidade
e especificidade, representa um desafio em diversas doencas
estudadas pela drea da sadde. O presente estudo niao pode
determinar um papel importante dos marcadores avaliados
no progndstico e gravidade do paciente com sepse neonatal
precoce. Apesar de haver correlagio significativa entre 1L-6
e TBARS com escore SNAPPE-II esta correlagio é média a
moderada e nenhum dos marcadores podem prever desfecho
nestes pacientes.

Jé se vem estudando marcadores precoces de sepse neona-
tal hd alguns anos, e a utilizacio das interleucinas em sangue
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Figura 1- Niveis de marcadores inflamatérios e de dano
oxidativo coletados em sangue de cordio e sua relagio com
mortalidade em pacientes com sepse neonatal.

IL-6 - interleucina-6; IL-10 - interleucina-10; TBARS - substincias
reativas ao acido tiobarbitdrico.

de cordao parece promissor. Niveis elevados de IL-6 e IL-1f3
em sangue de corddo podem, com um alto indice de con-
fianga, confirmar ou descartar sepse neonatal.!'*!*!”) Recente-
mente um algoritmo que inclui os niveis de IL-6 se mostrou
altamente efetivo em selecionar recém-nascidos com gran-
de probabilidade de desenvolver sepse neonatal precoce.’®
A TL-6 ¢é considerada importante marcador da resposta infla-
matéria sistémica, caracterizando-se como citocina “de alar-
me”, pois alcanga rapidamente picos de concentragio sérica
em quadros infecciosos. Eleva-se até de 2 a 4 dias antes do
aparecimento dos sintomas, mantendo-se estdvel nas primei-
ras horas do quadro, com seus niveis decaindo apds 24 horas
do estabelecimento da sepse."” Niveis de IL-6 materna sio
capazes de predizer nascimento prematuro e desfechos des-
favordveis nesta populagio, predominantemente hemorragia
intraventricular."” Apesar de a IL-6 em sangue de cordio pa-
recer ser promissora como marcadora diagndstica’” seu uso
como marcador de desfecho nao é apoiado pelos nossos resul-
tados. Como alguns dos marcadores apresentam correlagao
até moderada com marcadores cldssicos de gravidade, pode-
riam ser utilizados para antecipagio da gravidade da doenga,
mesmo antes da presenca de sinais clinicos ou bioquimicos
de infeccio.

A TL-10 ¢ a principal citocina contra-reguladora da res-
posta imune inata. Atua como citocina antiinflamatéria
agindo por “feedback” negativo, ou seja, inibindo a sintese de
citocinas pré-inflamatérias. Elevadas concentragoes de IL-10
reduzem a produgio de TNF-oi; IL-6 e IL-8 pelos monéci-
tos, enquanto ativam (por “feedback” positivo) a produgio
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de IL-1Ra. A supressio de IL-10 resulta em aumento dos ni-
veis séricos circulantes de TNF-o e IL-6, o que sugere que
esta citocina possua grande poder antiinflamatdrio, tanto que
quando a IL-10 enddgena ¢ neutralizada por anticorpos mo-
noclonais, observa-se que a mortalidade aumenta.'41¢17 A
magnitude da resposta da IL-10 parece correlacionar-se com
a gravidade do processo inflamatério e a concentragao de ci-
tocinas pré-inflamatérias, com a ativagio da TNF-a. Niveis
elevados de IL-10 e de IL- 6 indicam quadro infeccioso no
neonato ¢ a IL-10 permanece elevada por 48 horas apds o
inicio do quadro infeccioso."® Apesar disto, nossos resulta-
dos ndo apontam para um papel na determinagao de IL-10
em sangue de corddo como marcador progndstico de sepse
neonatal.

Além disso, a sepse promove um estado de desequilibrio
entre a producdo de oxidantes e antioxidantes, gerando um
excesso de radicais livres de oxigénio. Essas moléculas tém a
fungio de destruir o agente agressor, porem, nio sio espe-
cificas e podem determinar lesdo no paciente.”” Durante a
sepse ocorre um aumento da produgio de espécies reativas de
oxigénio (ERO), que pode culminar com dano tecidual.?"
Comprovadamente, durante os quadros de sepse neonatal
hd um aumento da produgio de EROs e um evidente dese-
quilibrio entre pré e anti-oxidantes"®**?? ¢ os niveis destas
moléculas podem estar relacionadas com o desenvolvimento
de sepse neonatal."” Apesar disto, ndo demonstramos relacio
entre gravidade de sepse neonatal e niveis de marcadores de
dano oxidativo.

Algumas limita¢oes devem ser pontuadas na interpretagio
de nossos resultados. Nao dispomos da informagio do tempo
decorrido entre o parto e o desenvolvimento de sepse. Devido
a caracteristica cinética das variagoes destes marcadores isto
pode influenciar na interpretacio dos resultados. Segundo, a
amostra aqui estudada inclui paciente com sepse comprovada
e provavel, ento os resultados devem ser interpretados a luz
desta limitagao. Como demonstramos previamente,"'” exis-
tem diferencas em relagio ao peso de nascimento e APGAR
no primeiro minuto entre estas populagoes, portanto trata-se
de uma popula¢io heterogénea o que pode influenciar nossos
resultados. Terceiro, nossa amostra apresenta poder para de-
tectarmos uma diferenca de 20% nos marcadores analisados,
neste sentido como as diferencas aqui detectadas s2o menores
do que este nivel os resultados podem ser negativos em rela-
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¢40 ao desfecho por este motivo. Entretanto, acreditamos que
variagoes menores do que 20% nestes marcadores carecem
de significado biol6gico e por isso esta limitagio é de menor
importincia.

CONCLUSAO

Substancias reativas ao 4cido tiobarbittrico e IL-6 tém
uma correlagio de média a moderada com o escore de gra-
vidade SNAPPE-II, mas ndo com mortalidade. Neste con-
texto, podem ser marcadores precoces que alertam gravidade,
mas nao progndstico, antes mesmo da instalagao do quadro
infeccioso.

ABSTRACT

Objectives: Neonatal sepsis is a complex syndrome involving
an uncontrolled systemic inflammatory response associated with
an infection. It may result in the dysfunction or failure of one or
more organs or even death. Given its high incidence in premature
neonates, the identification of prognostic factors to optimize
the early diagnosis and therapeutic interventions are highly
desirable. This objective study determine the relationship between
inflammatory markers and oxidative parameters as prognostic
factors in early neonatal sepsis.

Methods: We conducted a prospective observational study
by collecting data from 120 patients in the maternity unit of a
university hospital. Preterm (<37 weeks of pregnancy) infants with
at least one additional risk factor for neonatal sepsis were included.
The levels of interleukin (IL)-6, IL-10, thiobarbituric acid reactive
species (TBARS) and protein carbonyls and their association with
sepsis severity were determined in the cord blood.

Results: Levels of IL-6 and TBARS, but not IL-10 and protein
carbonyls, demonstrated a mild to moderate correlation with
the SNAPPE-II severity score (r=0.435, p=0.02 and r = 0.385,
p = 0.017, respectively). No correlations were found between these
markers and mortality.

Conclusion: TBARS and IL-6 have a mild to moderate
correlation with SNAPPE-II, but none of the studied markers were
able to predict mortality in our sample.

Keywords: Sepsis/blood; Infant, newborn; Fetal blood/
chemistry; Intensive care units, neonatal; Oxidative stress;

Interleukin-6; Interleukin-10
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