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RESUMO

Objetivo: analisar quais os principais biomarcadores empregados no diagndstico da sepse neonatal
descritos na literatura.

Métodos: foram consultadas as bases de dados dos sistemas eletronicos Cochrane Library,
PUBMED e SciELO por meio dos seguintes descritores combinados: [Neonatal OR Infants OR
Newborns AND Sepsis AND Molecular Markers]. Foram incluidos artigos randomizados publicados
entre 1990 a 2014 que tratavam de “marcadores infecciosos e/ou inflamatérios envolvidos na sepse
neonatal” e dispunham de versao integral disponivel gratuitamente no Portal de Periédicos CAPES.
Resultados: do total de 655 artigos, 283 foram incluidos, sendo 47% sobre inflamag&o, 37%
abordando inflamagéo/infecgéo e 16% infecgdo. Destes, 184 estavam disponiveis. Dos marcadores
encontrados, os mais citados foram: PCR, PCT, IL-6, IL-10, IL-8, TNF-a, CD64, E-selectin, IL-1B,
nGAL, TBARS e SAA.

Conclusédo: o diagnéstico por meio de biomoléculas pode ser influenciado de acordo com as
particularidades das amostras, dos individuos estudados, caracteristicas das comorbidades e pelas
metodologias empregadas. A utilizag&o conjunta dos marcadores moleculares parece ser uma
tendéncia, cada vez mais, empregada na sepse neonatal. Por isso, esta revisdo podera contribuir
em investigagdes futuras, uma vez que, descreve os marcadores que tém sido relatados para o
diagndstico de SIRS e sepse neonatal.

Palavras-Chave: biomarcadores, sepse neonatal, recém-nascidos, heonatos
ABSTRACT

Objective: to analyze the most used biomarkers in the diagnosis of neonatal sepsis described in
literature.

Methods: we searched electronic databases of Cochrane Library, PubMed and SciELO, with the
following combined descriptors: [Neonatal OR Newborn OR Infants AND Sepsis AND Molecular
Markers]. Randomized articles, from 1990 to 2014 dealing with “infectious and/or inflammatory
biomarkers involved in neonatal sepsis” which had full version available for free were included.
Results: from a total of 655 studies, 283 were included, 47% of inflammation, 37% of inflammation/
infection, and 16% of infection. From those, 184 were available, and most cited markers were: PCR,
PCT, IL-6, IL-10, IL-8, TNF-a, CD64, E-selectin, IL-1B, nGAL, TBARS and SAA.
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CLASSICOS E NOVOS BIOMARCADORES DE SEPSE NEONATAL

Conclusion: diagnosis using biomolecules can be influenced by samples particularities, studied subjects, comorbidities particularities and employed
assay. The combined use of molecular markers in neonatal sepsis seems to be a trend, increasingly common in the majority of the researches.

Therefore, this review may help in future investigations, since it describes the reported markers for diagnosis of SIRS and neonatal sepsis.

KeyWords: biomarkers, neonatal sepsis, newborns, neonates.

Introducao

Adefinigao de sepse foi estabelecida no ano de 1991 na Conferéncia de Consenso de Sepse, e permanece utilizada
até a atualidade. A sepse foi denominada de Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS) e conceituada como
decorrente de um processo infeccioso comprovado. Para que a SIRS seja diagnosticada é necesséria a presenga de pelo
menos dois dos seguintes sintomas: febre ou hipotermia; taquicardia; taquipneia; e leucocitose ou leucopenia.1

Os recém-nascidos (0 a 7 dias de vida) e neonatos (7 dias a 1 més), em especial os prematuros de baixo peso,
com méaes que possuem infecgdes, e que sofreram ruptura prematura de membrana amniética, podem ser acometidos
pela sepse neonatal (SN), que € classificada como precoce quando ocorre nos primeiros sete dias de vida e é causada
por microrganismos adquiridos durante o parto, e tardia apds esse periodo, com etiologia nosocomial ou comunitaria. O
aparecimento da sepse no recém-nascido (RN) ou neonato, em geral é insidioso, possui sinais e sintomas inespecificos,
particularmente no pré-termo, e esta associado com os procedimentos invasivos somados a imaturidade imunolégica. Em
decorréncia desses fatores a sepse neonatal continua sendo uma patologia de elevada morbimortalidade, principalmente
nos paises em desenvolvimento.2-7

A hemocultura é considerada o padrao-ouro no diagnostico da sepse neonatal. No entanto, sua positividade é
variavel e os resultados ndo sao disponibilizados rapidamente para definicdo de uma conduta terapéutica adequada. Por
esse motivo, proteinas de fase aguda como a proteina C-reativa (PCR) e a procalcitonina (PCT), sdo empregados para o
diagnéstico precoce da sepse neonatal. Outros marcadores moleculares ainda s&o descritos, como as interleucinas (IL-1,
IL-6, IL-8 e IL-10), fator de necrose tumoral (TNF), seus receptores sollveis (receptor do TNF) e fatores estimuladores
de colbnias (G-CSF, M-CSF, GM-CSF). Recentemente mais marcadores estdo sendo pesquisados, principalmente a
amiloide sérica A (SAA), o receptor CD64 de neutrdfilo, as substancias reativas ao acido tiobarbiturico e a interleucina
(IL-B).4

Todos esses marcadores bioldgicos, quando associados a avaliagdo clinica, aumentam as chances de acerto
diagnostico e trazem mais seguranga para o inicio precoce da administracdo de antimicrobianos e melhor progndstico
dos neonatos. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi conhecer os principais marcadores para a SIRS e sepse,
classicos ou novos, e estabelecer suas validades enquanto substancias capazes de diagnosticar com rapidez e eficiéncia
a sepse neonatal.

Metodologia

Este estudo consistiu em uma revisdo literatura sobre os biomarcadores mais empregados em métodos de
diagndstico molecular da sepse neonatal.
Estratégia da Pesquisa

Foram utilizadas referéncias de trés bases de dados eletronicos (Cochrane Library, PUBMED e SciELO) com os
seguintes descritores combinados: [Neonatal OR Infants OR Newborns AND Sepsis AND Molecular Markers]. Estudos
randomizados publicados entre os anos de 1990 a 2014 foram incluidos. Foram incluidos somente artigos originais e
comunicagdes com dados laboratoriais. O banco de dados foi construido entre os meses de junho a novembro de 2014.
Os artigos selecionados foram separados por assunto: infecgdo, inflamagéo e infecgéo/inflamagéo; sendo cada tema
distribuido para dois revisores cegos e independentes. Ainclusao dos trabalhos se baseou na leitura de titulos e resumos,
observando se os mesmos tratavam de “marcadores infecciosos, inflamatérios, ou ambos envolvidos na sepse neonatal”.
As publicacdes que apresentavam versdes disponibilizadas na integra através do Portal de Peridédicos CAPES/MEC
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ou com acesso gratuito foram incluidas. Para tabulagdo dos dados, os artigos foram classificados de acordo como
trés idiomas principais: portugués, inglés e espanhol. Em seguida, as tarefas foram divididas entre os revisores com a
finalidade de reunir os dados coletados em planilhas para anélise quanti/qualitativa. Foram obtidas fotocdpias completas
dos artigos selecionados para posterior avaliagdo em grupo.

Resultados

Os artigos foram pesquisados em trés bases de dados: PubMed (A1), Scielo (A2) e Cochrane (A3), conforme fluxograma
1. Um total de 655 artigos foram selecionados, resultando em 283 (A1= 267, A2=2 e A3=14) incluidos, dos quais 184
(A1=174, A2=2 e A3=8) estavam disponiveis e 98 (A1=95, A2=0 e A3=3) indisponiveis. Excluiu-se por titulo 297 artigos
(A1=282, A2=5 e A3=10) e por resumo 89 artigos (A1=89, A2=0 e A3=0). Utilizaram-se somente os artigos incluidos da
base Pubmed porque foram encontradados dados similares nas bases Scielo e Cochrane.

Os artigos selecionados foram publicados entre 1990 e 2014. Dos 283 artigos incluidos, houve maior nimero de
publicacdes sobre o tema nos anos de 2004, 2007, 2008, 2010, 2012 e 2013. A partir de 1997 houve aumento no nimero
de publicagdes na area do conhecimento estudada, conforme gréafico 1.

A partir da analise dos 283 artigos incluidos, como pode ser visto no Grafico 2, constatou-se que 47% abordavam
majoritariamente marcadores de inflamag&o. Enquanto que, 37% dos artigos restantes tratavam de marcadores de
inflamacao e infecgao e 16% de infecgao.

Discussao

Odiagnéstico de sepse tem sido sugerido de acordo com as manifestacoes clinicas SIRS e testes laboratoriais
de rotina, podendo ser posteriormente confirmado pelo isolamento do agente etioldgico. No entanto,
nem sempre é possivel estabelecer a confirmacao precoce do quadro séptico com base somente em tais
critérios diagndsticos, o que pode implicar num mau progndéstico devido ao inicio tardio das intervencdes
terapéuticas. A utilizacdao de biomarcadores moleculares tem se mostrado promissora na obtencao de
resultados presuntivos rapidos e de alta acuracia. E, embora exista a necessidade de equipamentos
especiais e profissionais qualificados, o emprego de biomoléculas acaba sendo mais vantajoso em relacdo
ao custo-beneficio quando comparado a métodos tradicionais. 8,9

Nos ultimos anos, um grande nimero de marcadores para diagnéstico de sepse neonatal tem sido
investigado. Neste sentido, a presente revisao, teve por objetivo verificar quais os biomarcadores foram
descritos na sepse neonatal de 1990 a 2014. Assim, no decorrer da analise (Fluxograma 1), notou-se
que variantes particulares em cada artigo quanto a amostra (sexo, idade, comorbidade analisada) e
aos biomarcadores (analise isolada ou combinada entre biomoléculas) influenciaram os resultados de
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e negativo (VPN).

Alguns biomarcadores, tais como PCR, PCT, CD64, SAA, E-selectina, nGAL, TBARS e algumas citocinas,
tém sido convencionalmente Uteis nos testes laboratoriais e pesquisas envolvendo suspeita de sepse, os
quais vém sendo validados como moléculas que auxiliam nao somente no diagnéstico, mas também na
classificacao da gravidade e prognéstico da doenca.8

Marcadores mais convencionalmente utilizados

A proteina PCR vem sendo utilizada, nos ultimos 10 anos, como um marcador inflamatério de fase aguda
em exames de rotina. Apés acometimento por processo infeccioso ou lesao tecidual, a sintese de PCR
se inicia de 6 a 8 horas.10 Atinge pico de concentracdo sérica depois de 2 a 3 dias e, caso a evolucao do
quadro seja favoravel, segue-se em decréscimo, tendo tempo de meia vida aproximadamente de 19 horas.
A sensibilidade deste marcador aumenta-se consideravelmente de 24 e 48 horas apds o estabelecimento
da sepse.10,4 Diante deste contexto, a PCR vem sendo considerada como um marcador tardio e especifico
de infeccao, porém quando é analisada isoladamente no sangue umbilical tem revelado pouca utilidade
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para deteccao de sepse neonatal de inicio precoce. No pds-natal, a concentracao pode aumentar em até
1000 vezes no recém-nascido durante uma resposta de fase aguda. A especificidade da PCR pode ser
acessivel na sepse de aparecimento precoce. No entanto, na auséncia de infeccao sistémica, as ocorréncias
falso-positivas tém sido relacionadas, em especial, a certas condi¢des pré-natais, tais como febre materna,
sofrimento fetal ou parto fatigante. A PCR também vem sendo bastante util no manejo das infec¢oes
nosocomiais tardias, incluindo enterocolite necrotizante.

A procalcitonina (PCT), pré-hormoénio da calcitonina, ocorre em concentracdes muito baixas em
individuos saudaveis e seus niveis aumentam significativamente na sepse bacteriana (especialmente na
severa e choque séptico). Normalmente, sua liberacao ocorre 3 horas apds a presenca de endotoxinas. Os
niveis séricos de PCT também aumentam em outras condigdes como: cesariana, ruptura de membrana
<18h, corioamnionite, ressuscitacao ao nascimento, exposicao pré-natal a corticoesterdides e doencas
respiratérias ndo-infecciosas (em exemplo, doenca da membrana hialina e sindrome do desconforto
respiratorio), o que pode dificultar a interpretacao de seus niveis.11,12 A dosagem da PCT pode ser usada
para discriminar as inflamacodes sistémicas da sepse bacteriana, além de ser util para monitorar o progresso
e avaliar o progndstico do paciente.13 Também se concluiu a partir de tal estudo que, quando usada como
Unico marcador, a PCT nao é suficientemente confidvel.

Em andlise prospectiva multicéntrica verificou-se que a confiabilidade da PCT como marcador requer
valores especificos de corte para cada momento de avaliacao (0,55 ng/ml ao nascimento; 4,7 ng/ml de
12 as 24 h; e 1,7 ng/ml de 36 as 48h). Porém, ha falta de precisao sobre os valores normais a serem usados
como parametros na avaliagcao dos niveis da PCT.14

Em um estudo multicéntrico realizado com recém-nascidos pré-termo e a termo com suspeita de sepse
nos primeiros trés dias de vida, demonstrou-se que a procalcitonina pode ser utilizada como marcador
para encurtar a duragao da antibioticoterapia nos casos de sepse neonatal precoce.15

Analise combinada entre marcadores classicos e modernos

Khassawneh et al. compararam a utilizacao daIL-6 e da PCR para o diagnostico de sepse neonatal precoce.16
O melhor parametro encontrado foi de PCR com 95% de sensibilidade e 98% de valor preditivo negativo.
Valores 6timos de corte para (IL-6, TNFa, PCR, E-selectina e a IL-1P) foram definidos para deteccao de
infeccdo tardia sistémica em prematuros de muito baixo peso ao nascer. Demonstrou-se que a avaliacao
concomitantedosniveisdellL-6 e PCRouTNF-a pode contribuircom diagndstico da sepse edescontinuidade
do tratamento apds 48 horas, sem esperar pelos resultados microbioldgicos, desde que os bebés estejam
em boas condig¢des clinicas.17

A combinacao de dois marcadores IL-6 e PCR parece ser mais adequada para o diagndstico precoce no
dia 0 e até 24 horas de evolucao do quadro, com sensibilidade e valor preditivo negativo de 100%. O
diagndstico de sepse empregando IL6 e PCR e o resultado dos testes, no decorrer dos dias, acompanhou a
evolucgao clinica dos neonatos.18

Edgar et al. realizaram estudo prospectivo para avaliacao da PCR altamente sensivel, molécula de adesao
intercelular 1 soldvel (ICAM-1), E-selectina soluvel e SAA como marcadores de sepse neonatal. Foi
sugerido que os quatro marcadores tém valor diagnéstico para sepse e quando utilizados conjuntamente
apresentam um alto valor preditivo negativo.19

Beceiro-Mosquera et al. realizaram estudo comparando IL-6 e PCR em 42 recém-nascidos com suspeita
de infeccdo clinica. IL-6 e PCR foram considerados bons marcadores de infeccao quando o valor de IL-6 foi
maior que 96pg/mL, ou quando houve combinacao de IL-6 maior que 53pg/mL e PCR maior que 13,3mg/L,
tendo atingido 100% de especificidade e VPP. Com os resultados obtidos desenvolveram um algoritmo de
decisao para o inicio da antibioticoterapia nos recém-nascidos.20

Os marcadores IL-6, IL-8, PCR e PCT sao sensiveis quando ha lipopolissacarideos de membrana de bactérias
no inicio da infeccao. Quando comparados os valores de IL-6, IL-8 e PCT aos de PCR no diagnéstico e
tratamento da sepse tardia em criancas admitidas na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal, concluiu-se
que IL-6, IL-8 e PCT sao parametros melhores que a PCR no diagndstico e no acompanhamento da sepse
neonatal provocada por estafilococos coagulase negativos, inclusive na exclusao de infeccao bacteriana
entre os internados por infeccdo enteroviral.21 O diagnéstico da sepse é dificil em recém-nascidos e
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neonatos internados na UTI devido a sinais clinicos inespecificos. Portanto, indicadores confidveis de
sepse e seu emprego combinado seriam uteis para um diagnoéstico preciso, resultando em reducao do uso
desnecessario de antibidticos.

O uso da PCT, da PCR e da leucometria revelou que a contagem de leucécitos na admissao do recém-
nascido nao tem valor na diferenciacao do tipo de infeccao nas criancas criticamente doentes e que a PCT
teria maior sensibilidade e especificidade nesse periodo.22 Os valores de PCT e PCR foram avaliados no
cordao umbilical de 197 recém-nascidos, sendo detectadas altas taxas de sensibilidade e especificidade
para PCT.23

Os parametros microbiolégicos, hematolégicos e o marcador SE-Selectina foram investigados como
preditores precoces para avaliar o desfecho da sepse neonatal, em uma amostragem com 90 casos (sendo
58 infectados e 32 nao infectados) e 30 controles.24 SE-Selectina analisada isoladamente demonstrou
sensibilidade de 59%, especificidade de 87%, valor preditivo positivo de 81% e valor preditivo negativo
de 69%. Além de seu valor diagnéstico, principalmente em associacao com a PCR, esse marcador pode
ser usado como um indicador de prognodstico de septicemia neonatal e pode prever a etiologia a ser
apontada na hemocultura (andlise combinada). No entanto, ao ser analisada em conjunto com a PCR,
houve alteracdo de tais resultados: 45% sensibilidade, 100% especificidade, 100% valor preditivo positivo
e 65% valor preditivo negativo. Além de que, em analises do subgrupo de casos infectados (n=58), a SE-
Selectina alterou-se de acordo com a etiologia de base. Nos casos de sepse neonatal por bactéria Gram-
negativa (n = 42; 72%) houve maiores niveis de SE-Selectina do que em bebés infectados por bactérias
Gram-positivas (n = 16; 28%); e os niveis plasmaticos de SE-Selectina foram maiores em nédo sobreviventes
e naqueles com disfuncao hemodinamica.

Novos biomarcadores

O soro amiloide A ou Amiléide sérica A (SAA) tem sido usado como novo marcador de inflamacao
aguda e cronica. SAA é proteina de fase aguda induzida pelas citocinas IL-1 e IL-6 e TNF, em resposta a
LPS de bactérias Gram-negativas. Ha grande aumento dos niveis de SAA de 8 a 24 horas apds o inicio
da sepse. Em estudo envolvendo 104 neonatos, com menos de 72h de vida, foi demonstrado SAA como
um marcador inflamatério de sepse neonatal precoce.25 Uma maior sensibilidade e niveis mais elevados
de SAA ocorriam no inicio da sepse, tendo retorno da concentracao para valores normais durante a
recuperagao.
O receptor CD64 é expresso em macréfagos, mondcitos, neutréfilos e eosinéfilos. CD64 é um marcador
uatil no diagnéstico de infecges tardias. CD64 de neutréfilos tem sido descrito como marcador altamente
sensivel para sepse neonatal.26,27 CD64 de neutréfilos combinado com outros marcadores e contagem
de leucécitos pode ampliar consideravelmente a deteccao da condicao septicémica.28
Criancas com sinais de infeccao e diagnéstico presuntivo de sepse apresentam niveis significativamente
mais altos de Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) em relagao as outras higidas.29,30 Os niveis desse
marcador foram significativamente mais elevados em criancas mais velhas e em infec¢des de etiologia por
bactérias Gram-negativas. Sua liberacao, em geral, ocorre em 30 minutos com pico de concentracao em
cerca de 1,5 horas. Os niveis de TNF-a decrescem com o avan¢o da idade gestacional, no entanto alguns
resultados contraditérios ndao demonstram essa diferenca em prematuros saudaveis. A concentracao
inicial nos RN também nao é afetada pelo tipo de parto, nem pelo nivel sérico maternal, sugerindo que o
TNF-a provavelmente nao atravesse a placenta durante o parto.
Segundo Hodge et al., o aumento das concentra¢des séricas de uma citocina em recém-nascidos e
neonatos nao é suficiente para o estabelecimento de sepse neonatal, todavia, a expressao ou elevacao de
multiplas moléculas podem identificar quadro séptico.31 IL-10 foi a citocina que mais se correlacionava
quando avaliada isoladamente, encontrada em niveis aumentados em mais de 50% dos casos. Porém,
essa interleucina foi detectada mais tardiamente, quando comparada a IL-6. Esse estudo também concluiu
gue houve diferencas entre os grupos de idade (12, 22 e 32 semanas de vida). IL-10, como também IL-6 e
IL-12, teve elevacao nos primeiros 7 dias, sugerindo que as infec¢des intrauterinas podem estar associadas
com niveis mais elevados dessas citocinas em tal periodo, comparando as infec¢ées adquiridas apds o
nascimento. Boskabadi et al. avaliaram IL-6, IL-8 e IL-10, verificando que ambas sao bons marcadores
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para sepse precoce, porém IL-6 demonstrou melhor sensibilidade e correlagao com mortalidade acima de
78.2pg/mL.32

Maes com bebés pré-termos (<28semanas) demonstraram altas concentragdes de proteinas protetoras no
colostro, tais como: lisozima, HBD1, sCD14 e TGF-2, comparado a maes de neonatos nascidos a termo.33
Tais fatores maternos, inclusive citocinas, contribuem com a protecdao do recém-nascido no periodo pré-
natal e pés-natal. No entanto, o uso de corticoides pode influenciar no perfil e taxa desses componentes
imunolégicos no pdés-natal. Portanto, utilizar as citocinas pré ou anti-inflamatérias na sepse neonatal
como unico parametro tém os seus riscos. A deteccao de multiplas citocinas tem sido mais empregada,
particularmente de L-6, IL-8, IL-10 e TNF-q, as quais tém sido detectadas nas infeccdes de criancas34 e
adultos. Os marcadores IFN-y, IL-10, IL-18, TGF- e TNF-a, mensurados durante as trés primeiras semanas
de vida, foram associados significativamente com sepse em lactentes de muito baixo peso.35

O perfil de marcadores protedmicos de inflamacao intra-aminidética (defensinas de neutéfilos humanos 1 e
2 e calgranulinas A e C) foi usado para estabelecer uma pontuacao de massa restrita (MR), essa pontuacao
foi relacionada com a presenca de inflamacao materna.36 MR de 3 a 4, correspondente a graus avan¢ados
de funisite, tiveram relevancia como marcador de sepse precoce. Maes com MR maior que 3-4 foram
relacionadas a neonatos de menores idades gestacionais, menor peso ao nascimento e maior incidéncia
de sepse (suspeita e confirmada), em comparacdo aos recém-nascido de maes com MR menores do que
1ou2.

De acordo com o levantamento bibliogréafico, observa-se também outros novos biomarcadores

para sepse neonatal, os quais vem sendo utilizados nas pesquisas com frequéncia (citados de 2 a 5 vezes),
sao eles: TBARS (substancias reativas aos acidos tiobarbituricos), G-CSF (fator estimulador de granuldcitos),
UNGAL e as proteinas carboniladas. Além destes, apareceram como novos biomarcadores duas vezes
citados em pesquisas: a resistina, Pro-ADM (pré-adrenomedulina), lactato, IP-10 (interferon-y induzido por
proteina-10), as interleucinas IL-18, IL-12 e IL-2r, Interferon-y, cistatina C, neopterin, e LBP (proteina ligada
a lipoproteina). No entanto, mais estudos para avaliar estes marcadores e, cada vez mais, novas moléculas
estao sendo descritas, o que provavelmente no futuro tera um impacto muito positivo na contencao da
SIRS e sepse neonatal.
O diagndstico de sepse ainda é dificil devido aos sinais clinicos, na maioria das vezes, serem inespecificos,
especialmente em recém-nascidos e neonatos. Portanto, estudos sobre marcadores para diagnostico
da sepse sao extremamente relevantes na atualidade. O desenvolvimento de novas tecnologias nesse
campo tem aumentado vertiginosamente, o que podera contribuir com a reducao do uso desnecessario
de antibiodticos e da mortalidade de RN por sepse. Conforme esta revisao, encontramos inimeros estudos
sobre biomarcadores e uma ampla variedade de novas moléculas sendo investigadas. De modo geral,
observa-se uma aposta mais acentuada ao emprego de multiplos marcadores moleculares e/ou escores
de progndsticos, inclusive no conjunto daqueles que tendem a presuncao etioldgica, gravidade da doenca
e apresentam maior sensibilidade e especificidade. A direcdo desses estudos nesse século aponta que em
breve teremos desfechos mais precisos na sepse neonatal.
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