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RESUMO

A mortalidade infantil tem sofrido um declinio principalmente no componente
poés-neonatal, que ¢ mais susceptivel as agdes preventivas, como campanhas de
vacinagdo, estimulo ao aleitamento materno e controle da doenca diarreica. A
mortalidade neonatal, por outro lado, resulta de uma estreita e complexa relagdo entre
variaveis bioldgicas, imunologicas, sociais e de assisténcia a satde, o que faz com que a
reducdo seja mais dificil e lenta.

Avangos recentes em estudos gendmicos vém buscando identificar a correlagdo
entre polimorfismos genéticos de base tnica (SNPs) em genes reguladores da resposta
inflamatoria sistémica e a suscetibilidade a sepse.

Neste estudo, foram avaliados os polimorfismos de base tnica nas posi¢des TNF-
308 G>A ;TNF-863 ; IL-6-174; LTA+252 ; MIF-173; IL-10- 819 em relacdo a gravidade
de evolugao clinica na sepse na populacdo neonatal.

Trata-se de um estudo retrospectivo com 58 criangas nascidas na maternidade no
IFF, gravemente enfermas admitidas em UTI Pediatrica (UPG) e historia pregressa de
internacdo em UTI Neonatal (BAR e Neocirtrgica I[FF/Fiocruz) com ou sem diagndstico
de sepse no periodo neonatal.

A genotipagem de todos foi disponibilizada em banco de dados existente e
resultados foram comparados com dados da evolucao clinica desses pacientes no periodo
neonatal através de medidas de associagdo regressdo logistica, sendo ajustadas co-
variaveis.

Foi observada diferenga estatisticamente significativa na distribuicdo de sepse
neonatal entre criangas nascidas a termo e pré termo, o predominio de sepse neonatal no
grupo de menor peso ao nascer € a presenca de fatores nosocomiais como necessidade
de acesso profundo, uso de nutri¢do parenteral e permanéncia em ventilagdo mecanica
invasiva apresentaram associagdo estatisticamente significativa entre tais fatores e o
desenvolvimento de sepse neonatal .

Nao foi observada associacdo estatisticamente significativa na andlise dos
gendtipos, alelos e carreadores dos polimorfismos nas posicdes TNF-308 G>A
LTA+252, 1L-6-174, TNF-863, IL-10-819 ¢ MIF-173 e o desenvolvimento de sepse
neonatal na populagdo estudada, nem na populagao estratificada por prematuridade.

A dificuldade em identificar uma associacdo entre o desfecho e polimorfismos
nessas citocinas ¢ compativel com os resultados da literatura especializada, revistos em
detalhe a partir de uma revisdo sistematica do assunto. Juntos, os nossos dados indicam
que as analises dessas associagdes ja podem ser feitas em nossa instituicdo, mas que ainda
ndo ¢ possivel definir um painel de biomarcadores que possa ser implementado
rotineiramente como ferramenta progndstica para a sepse neonatal.
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ABSTRACT

Infant mortality is decreasing, especially in the post-neonatal age group, which is
more amenable to preventive measures, such as vaccination, stimulation of breastfeeding
and control of diarrheal disease transmission. Neonatal mortality, by contrast, results
from a close and complex relationship between biological, immunological, social and
health care factors, which makes the efforts to achieve reduction in disease both time-
and labour-intensive.

Recent progress in genomic studies have focussed on the correlation between
single nucleotide polymorphisms (SNP) affecting genes relevant to the systemic
inflammatory response and susceptibility to sepsis.

In this study, we evaluated SNP in the positions TNF-a-308; TNF-a -863; IL-6 -
174; LTA +252; MIF -173; and IL-10 -819, for their impact on the risk of sepsis and
clinical evolution of sepsis in neonates.

Ours is a retrospective study of 58 children born in Instituto Fernandes Figueira,
which due to serious disease were admitted in the Pediatric Intensive Care Unit of the
same institute, and who had a history of admission in Neonatal Intensive Care Units of
the same institution. All children could be classified as either having presented neonatal
sepsis or having excluded neonatal sepsis as a diagnosis during their passage in the
neonatal ICU.

Genotypic data were obtained from the pediatric ICU data bank, and the results
were compared with data from the clinical evolution of these patients in the neonatal
period through measures of logistic regression, after adjustment for co-variables.

We observed statistically significant differences in the distribution of neonatal
sepsis between term and preterm newborns; a predominance of neonatal sepsis in the
group of low birth weight newborns; and the influence of nosocomial factors, including
the need for deep venous access, use of parenteral nutrition, and length of invasive
mechanical ventilation, which were significantly associated with with neonatal sepsis.

By contrast, we did not observe statistically significant association between
genotypes, alleles or carriers of polymorphisms in positions TNF-308 G>A, LTA +252,
IL-6 -174, TNF -863, IL-10 -819 and MIF -173 and the development of neonatal sepsis in
our study population, even after stratification into term and preterm infants.

Our difficulty in identifying an association between the outcome of interest and
polymorphisms in these cytokine genes is consistent with results from the specialized
literature, which were reviewed in detail on the basis of a systematic review of
publications up to January 2012. Together, our results from reviewing published studies
and patient data show that genomic association studies can be carried out in our
institution, but it is not yet possible to define a panel of SNP that can be routinely applied
as a prognostic tool in neonatal sepsis.
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INTRODUCAO

Os avancos cientificos e tecnoldgicos das duas ultimas décadas, permitiram
grandes mudancas na assisténcia obstétrica e neonatal, destacando-se o incremento no
uso de corticoide antenatal e a terapia de reposi¢do de surfactante no recém-nascido
prematuro, intervengdes estas cujo beneficio na reducdo da mortalidade neonatal ¢
inquestionavel.

Em contrapartida, o aumento nas taxas de sobrevivéncia de recém-nascidos (RN)
de idade gestacional e de pesos extremamente baixos ao nascer, explica a persisténcia de
altas taxas de mortalidade por infecgdes.

Os neonatos sdo mais susceptiveis as infec¢des, devido a imaturidade do seu
sistema imunologico e, dependendo do tipo de invasdo a que sdo expostos nos primeiros
dias de vida, o risco de infecgao se eleva.

Assim, tanto em paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento, houve
na década de 90 um significativo aumento nas taxas de sobrevida de prematuros de muito
baixo peso, especialmente nos menores de 1.000 gramas, ou seja, de extremo baixo peso
(EBP)'?. Além disso, a taxa de sepse nosocomial aumenta de forma inversamente
proporcional ao peso de nascimento e a idade gestacional’.

Ao final da década de 90 nos Estados Unidos da América, a expectativa de
sobrevida para prematuros de 750-1.000 g e de 500-749 g, situava-se em torno de 85% e
45%, respectivamente; enquanto no Brasil, a Rede Brasileira de Pesquisas Neonatais
mostrava, nesta época, sobrevida de 66-73% e 9-44% na faixa de 750-1.000 g e 500-

. 1,2
749¢g de peso ao nascer, respectivamente .
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Os obitos infantis tendem a concentrar-se no periodo neonatal, sobretudo durante
a primeira semana de vida. Na dltima década, houve uma reduc¢do acentuada na
mortalidade infantil no Brasil, de 39,5% (1994) para 26,6% em 2004, que ocorreu
principalmente no componente pés-neonatal®. Esse perfil reflete a melhoria das condigdes
de vida e a implementacdo de agdes basicas de protecdo da saude infantil, reduzindo
principalmente a mortalidade associada a fatores ambientais.

Dados do Sistema Unico de Satide do Brasil mostram que cerca de 70% dos
obitos infantis em 2011 ocorreram no periodo neonatal. Além disso, 49% dentre todos os
Obitos infantis foram atribuidos & causas evitaveis’. Neste mesmo ano, foram devidos a
aten¢do inadequada ao RN, levando a altas taxas de mortalidade por doengas infecciosas
em criangas prematuras.

Um aspecto relevante ¢ que as taxas de reinternacao hospitalar, mesmo no final da
infancia, permanecem elevadas, sugerindo consequéncias imunologicas e fisiologicas
generalizadas relacionadas a prematuridade®.

A hospitalizacdo da crianga, na maioria das vezes, representa um problema
complexo para a estrutura familiar, além de acarretar um custo financeiro para o sistema
de satde, tanto publico como privado. O periodo em que a crianga estd internada em um
hospital, geralmente acompanhada da mae, pode significar, por exemplo, o abandono do
lar e dos demais filhos.

Segundo relatério emitido pela Organiza¢dao das Nagdes Unidas (ONU) em 2004,
a respeito da prospeccdo da populagdo mundial, a mortalidade para menores de cinco
anos no Brasil, no periodo de 1995 a 2000, foi de 44,6 para cada 1000 nascidos vivos ¢ a
estimativa para 2010 a 2015 é de 26,1 para cada 1000 nascidos vivos’.

A prevaléncia de sepse e meningite tem sido estimada no Brasil em varias

populagdes de recém-nascidos, variando de 1 a 5/1.000 nascidos vivos. Entretanto, no
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prematuro, estima-se que essa prevaléncia seja tdo elevada quanto 4/1000 recém-
nascidos, sendo a sepse mais frequentemente encontrada nesse grupo de criangas®.

A sepse neonatal pode ser definida como precoce ou tardia, dependendo da
etiologia e do tempo decorrido, desde o nascimento até o inicio do aparecimento de
alteracdes clinicas e/ou laboratoriais.

A infecc¢do nos recém-nascidos que ocorrem dentro da primeira semana de vida ¢
classificada como sepse precoce, e apOs a primeira semana de vida até os 3 meses como
tardia °.

E importante ressaltar que as taxas de infecgdes no periodo neonatal sdo definidas
como causas evitaveis da mortalidade infantil através da ateng@o a saude, constituindo-se
de um problema de saude publica.

Os desafios frente ao cuidado e preven¢do de insultos e procedimentos invasivos
sdo também influenciados pelas caracteristicas genéticas individuais que determinam os
padrdes de resposta a infec¢do e a abordagem terapéutica relaciona-se a alguns fatores,
tais como variabilidade individual, complexidade da resposta imune, conhecimento
insuficiente a respeito dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na sepse e auséncia
de biomarcadores bem estabelecidos.

A 1identificagdo de biomarcadores na sepse ¢ de extrema importancia, tendo em
vista que existe correlacdo direta entre o prognostico de uma crianga com infec¢do grave
e o tempo decorrido entre o inicio do quadro e 0 momento de institui¢do terapéutica.

Avancos recentes na biologia molecular enfatizando gendmica vém permitindo
uma compreensdo mais profunda dos processos organicos relevantes na sepse. Com o
sequenciamento do genoma humano e o reconhecimento do grau de variagdo genética
que existe na populagdo, ficou claro que a carga genética de um individuo tem impacto na

~ ~ . 10 . .
apresentacdo da doenga, tratamento e evolucdo clinica . Este conhecimento estimulou
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estudos buscando identificar a correlacdo entre genes polimorficos de citocinas
inflamatorias e sepse.

Alguns polimorfismos de base unica de genes reguladores da resposta
inflamatoria vém sendo associados com evolugdo grave e mortalidade na sepse e choque
séptico em adultos e criangas. Sua genotipagem permite acesso a uma classe de
biomarcadores que, se efetivamente validados, podem ser conhecidos precocemente e
contribuir para o emprego mais racional de alguns recursos terapéuticos que possam
inibir ou estimular a resposta do hospedeiro a infeccdo e até mesmo antecipar a
necessidade de cuidados intensivos, funcionando como marcadores prognoésticos de
evolugdo desfavoravel''.

Sendo assim, o maior desafio proposto ¢ incorporar a pratica da Medicina
Neonatal o conhecimento delineado na pesquisa clinica, ja que avangos no entendimento
da fisiologia e da fisiopatologia podem melhorar ndo s6 as chances de sobrevivéncia do

recém-nascido, mas a qualidade desta sobrevida e o futuro desenvolvimento da crianca.
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JUSTIFICATIVA

Durante décadas emergiram discussdes sobre as relagdes entre o estado de satde
de uma populacio e o desenvolvimento econdmico. Um dos principais debates na area
de satde se refere a existéncia, ou ndo, de uma interdependéncia entre a melhoria das
condi¢des de saude da populacdo e o aumento equivalente do padrao de vida.

Mortes infantis sdo mortes precoces e, em sua maioria por razdes evitaveis e
representam um desfecho indesejavel em saude publica. Portanto, o acesso a saude e
garantia ao atendimento adequado para um nascimento saudavel, a promocdo do
crescimento e desenvolvimento com enfoque prioritario para a vigilancia a satde das
criangas de maior risco, sdo ag¢des para prover qualidade de vida e ndo podem deixar de
ser realizadas em toda a sua plenitude.

A taxa de mortalidade infantil ¢ padronizada internacionalmente, como o numero
de oObitos de criangas menores de um ano sobre o nimero de nascidos vivos (multiplicada
por 1.000) e esta, indica o risco de um nascido vivo evoluir para o obito.
Tradicionalmente, essa taxa ¢ considerada como um indicador de saude das populagdes,
sendo utilizada para defini¢do das politicas publicas direcionadas a saude infantil.

O Indice de Desenvolvimento Humano (IDH) foi criado originalmente para medir
o nivel de desenvolvimento humano dos paises a partir de indicadores de educacdo
(alfabetizacdo e taxa de matricula), longevidade (esperanca de vida ao nascer) e renda
(PIB per capita). O indicador de longevidade sintetiza as condigdes de saude e
salubridade daquele local, uma vez que quanto mais mortes houver nas faixas etérias
mais precoces, menor sera a expectativa de vida observada no local'?,

Em 2000, os lideres de Estados dos Estados-membros das Nagdes Unidas (ONU)
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firmaram a Declaracdo do Milénio e assumiram o compromisso de alcangar os Objetivos
de Desenvolvimento do Milénio (ODM) até 2015, a saber: (1)Erradicar a extrema pobreza
e a fome; (2) Atingir o ensino basico universal; (3) Promover a igualdade entre os sexos e
a autonomia das mulheres; (4) Reduzir a mortalidade na infancia; (5) melhorar a saude
materna; (6) Combater o HIV/AIDS, a Malaria e outras doencas; (7) Garantir a
sustentabilidade ambiental; e (8) Estabelecer uma Parceria mundial para o
Desenvolvimento'”.

No tocante a redugdo nas taxas de mortalidade infantil no atual cenario mundial,
as projecdes para os ODM ligados a saude sdo as piores no grupo de metas estabelecidas
até 2015. A proje¢do para reducdo da mortalidade infantil infelizmente esta neste caso. O
numero de mortes de criancas com menos de cinco anos diminuiu de 12,4 milhdes para
8,1 milhdes entre 1990 a 2009, o que implica em quase 12 mil mortes de criangas a
menos a cada dia"’. Progresso notivel, mas insuficiente para que o objetivo seja
alcancado com redugdo dessas mortes em dois ter¢os, meta da ONU.

A previsdo da ONU aponta para 1,2 milhdo de mortes de criangas para o periodo
de 2009 a 2015. O Brasil reduziu a mortalidade infantil (criangcas com menos de um ano)
de 47,1 para 19 6bitos por mil nascimentos entre 1990 a 2008. Até 2015, a meta € reduzir
esse namero para 17,9 6bitos por mil nascidos vivos". A expectativa ¢ de que esse
objetivo seja cumprido ainda antes do prazo, mas a desigualdade ainda ¢ grande: criangas
pobres t€ém mais do que o dobro de chance de morrer do que as ricas, e as nascidas de
mées negras e indigenas tém maior taxa de mortalidade'”.

No Estado do Rio de Janeiro no periodo de 1994 a 2007, houve queda na taxa de
mortalidade de 30,4 6bitos para 14,8 por mil nascidos vivos. Apesar dessa queda
sistematica da mortalidade no Estado, o nimero de o6bitos ainda ¢ alto, comparado com

’ . . r1e . . 15
paises desenvolvidos, onde a taxa situa-se em torno de 6 6bitos por mil nascimentos .
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O processo de transicdo da mortalidade infantil desencadeou o debate sobre o
papel da melhoria das praticas sanitarias e inovagdes tecnologicas e da melhoria das
condigdes socio-econdmicas sobre a reducdo da mortalidade. E possivel apontar que, nos
paises onde a queda da mortalidade ocorreu antes das principais descobertas médicas de
prevencao e cura das doengas infecto-contagiosas, os fatores de crescimento socio-
econdmicos sdo os principais determinantes em tal redugio'®.

E inquestionavel que os fatores exdgenos tiveram algum papel nessa redugdo, mas
era inevitavel que este modelo de reducdo da mortalidade por intermédio de medidas
sanitarias e de simples medidas de saude publica tivesse seus limites. Isso pode ter
ocorrido em funcdo das grandes mudangas presenciadas nas sociedades latino-americanas
em geral, e na brasileira, em particular. A retomada deste declinio dependia, cada vez
mais, da associacdo entre as medidas de reducdo de morte e a capacidade dos paises de
realizar mudangas necessdrias a incorporacdo de segmentos na nova economia de
mercado urbano-industrial®.

A elevagdo do padrio de vida da populagdo e a implementacdo de politicas
compensatorias nas areas dos servigos publicos, como, por exemplo, educacdo, saude e
saneamento bdasico, também jogam papel importante no declinio da mortalidade. Tal
transicdo da mortalidade infantil foi responsavel pela substitui¢do das principais causas
de obitos relacionadas as doencas infecto-contagiosas, que sofreram um declinio pela
crescente importancia das causas perinatais, decorrentes de problemas durante a gravidez,
partos e puerpério. Estas correspondem a mais de 50 % das causas de obitos no primeiro
ano de vida’.

Nesse sentido, o0 movimento pela humanizagdo da atencdo perinatal no pais, vem
contribuindo para o resgate da participagao ativa da mulher e da familia no processo do
nascimento e ainda a abordagem multidisclipinar com a participagdo e o cuidado no

periodo neonatal visando o alcance de melhores resultados.
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Embora a mortalidade e a morbidade neonatal sejam resultantes de uma estreita e
complexa relacdo entre as variaveis bioldgicas, ¢ importante ressaltar que elementos
socio-econdmicos e culturais, bem como fatores assistenciais a saude, devem fazer parte
de estratégias de acdo rumo a reducdo das elevadas taxas de morbi-mortalidade neonatal
dos paises em desenvolvimento.

Esta proposta indica que, apesar dos avancos demonstrados na satide materna e
cobertura dos servigos de satde, ainda persistem importantes desafios para a reducdo da
mortalidade neonatal no contexto atual do nosso pais. A assisténcia em satide reprodutiva
e no pré-natal e ainda as praticas clinicas no parto e no nascimento sdo fatores relevantes
para o risco de prematuridade e conseqiientemente para a mortalidade a ela associada.
Neste sentido, tanto a melhoria de qualidade do cuidado pods-natal, quanto a maior
regulacdo da assisténcia hospitalar nos setores publico e privado de satde, podem ser as
acdes com maior potencial de redu¢do da mortalidade neonatal em mais curto prazo.

Por outro lado, o nimero de mortes neonatais preveniveis decorrentes de
infecgOes e asfixia, causas persistentes de mortalidade infantil e neonatal no pais, mas
tradicionalmente de pouca visibilidade dentro do grupo das afec¢des perinatais, chama a
aten¢do para a complexidade do quadro epidemioldgico e aponta para a necessidade de
melhorar a qualidade do cuidado j4 disponivel.

Estima-se que mais de 40% das criangas nascidas antes de 33 semanas de gestagdo
sdo readmitidas no hospital durante o primeiro ano de vida, com predomindncia de
infecgdes respiratorias'’.

Adicionalmente, a taxa de mortalidade por doenga infecciosa em criancas
prematuras, associada a elevadas taxas de re-internacdo hospitalar no final da infincia,
sugere a existéncia de deficiéncias imunoldgicas e fisiologicas relacionadas a

prematuridade’.
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Por outro lado, ha uma crescente aceitagdo de que as complicagdes comuns da
prematuridade, como doeng¢a pulmonar croénica e paralisia cerebral, ndo sdo
exclusivamente decorrentes da prematuridade por si s0, sendo o desencadeador infeccioso
na inflamag¢do perinatal cada vez mais reconhecido como responsavel na patogénese
dessas sequelas'®" .

A imersdo no conhecimento da fisiopatologia, etiologia e fatores de risco
associados a sepse neonatal, inserida na realidade de nosso sistema de saude, busca a
necessidade da detec¢do precoce do estado infeccioso, com a tentativa da adogdo de
medidas especificas e preven¢ao de sequelas incapacitantes.

Partindo-se da analise da mortalidade neonatal, das morbidades pos-natais e de
fatores de risco para infec¢do, ¢ essencial identificar possiveis impactos de mudangas
sociais e econdmicas e dos avancos na cobertura e da qualidade dos servicos de
assisténcia pré-natal e nosocomial. E de suma importincia identificar os fatores
constitucionais e individuais que favorecem ao desenvolvimento de infec¢do perinatal no
paciente vulneravel.

No panorama cientifico atual, a respeito da variabilidade genética do recém-
nascido na competéncia imunoldgica frente ao insulto infeccioso, existem poucas
publicacdes sobre o assunto e as evidéncias publicadas ainda estdo sujeitas a
controvérsias.

A literatura internacional recente sobre esses fatores constitucionais tem sido
predominantemente dirigida ao estudo da produgao de citocinas, incluindo a influéncia de
polimorfismos génicos capazes de influenciar a produgdo dessa classe de mediadores
inflamatorios. Tais estudos sdo altamente especializados, exigindo métodos que ndo
estdo rotineiramente disponiveis em laboratorios clinicos, assim como uma equipe
capacitada cientificamente para analisar os resultados e avaliar sua relevancia para o

progndstico do paciente individual.
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Esses e outros aspectos implicam em custos elevados para a geragdo, manutencao
e operacdo de uma estrutura laboratorial adequada, e torna-se, portanto, uma questdo
importante em satde publica definir at¢ que ponto: a) a literatura internacional ja
estabeleceu a importancia dos estudos de citocinas e dos polimorfismos génicos
associados para o prognostico de sepse e suas sequelas em neonatos; b) a nossa realidade
institucional ¢ adequada para a conducao dessas analises, e em que estagio ja se encontra
a caracterizacdo dos pacientes desta faixa etaria em nossa institui¢ao.

A proposta do presente estudo ¢ examinar em conjunto esses dois aspectos,
verificando se ha evidéncia de associa¢do de polimorfismos génicos afetando citocinas
inflamatorias e o risco de sepse neonatal em pacientes atendidos na nossa instituigdo, e
contextualizando nossos achados através da avaliagdo de artigos cientificos disponiveis

na literatura cientifica atual.
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REFERENCIAL TEORICO

3.1 As Infeccoes Neonatais

A sepse neonatal ¢ uma das principais causas de morte dos recém—nascidos em todo
mundo e configura-se como um dos fatores que mais contribuem para a elevagdo do
indice de mortalidade neonatal®**'.

De acordo com o Consenso Internacional de Sepse Pediatrica, sepse ¢ definida
como uma sindrome clinica caracterizada por uma resposta inflamatoria sistémica na
presenca de uma infecgdo suspeita ou confirmada, ou resultante desta® .

A sepse ¢ classificada como tardia quando a infec¢do ¢ confirmada por uma ou
mais hemoculturas positivas apds 72 horas de vida, na presenca de sinais e sintomas
clinicos caracteristicos> ",

As infecgdes no periodo neonatal tém caracteristicas que ndo sao observadas em
nenhum outro grupo de pacientes em diferentes periodos da vida. Pode-se considerar o
recém-nascido (RN), a principio, como bacteriologicamente estéril, pois adquirird a flora
bacteriana normal nas primeiras horas e nos dias iniciais de vida.

As bactérias que causam sepse neonatal precoce sdo adquiridas pouco antes,
durante e ap6s o parto. Elas podem ser adquiridas diretamente do sangue da mae, da pele
ou do trato vaginal, antes ou durante o nascimento, ou no ambiente durante ou apds o
parto.

As infecgdes se correlacionam com algumas deficiéncias do sistema imunolégico
e com a fragilidade das barreiras cutdneas e mucosas do neonato. Estas defesas sdo,
ainda, mais frageis no neonato prematuro e de baixo peso, o qual, além disso, ¢ exposto

durante uma internacao hospitalar a uma variedade de patdgenos maternos e hospitalares.

. , . . . 25 . < .
O status imunoldgico deficitario desse perfil de pacientes™ associado a inerente
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invasividade de uma UTI neonatal, favorece a disseminacdo de microrganismos
hospitalares, a colonizagdo, principalmente do prematuro, por uma flora patogénica,
aumentando os riscos para infec¢io hospitalar e dbito neonatal®.

As infecgdes relacionadas a assisténcia a satide (IRAS) afetam mais de 30 % dos
neonatos, ¢ quando comparados & populacdo pediatrica de maior idade, seus indices
podem ser até cinco vezes maiores®.

Estima-se que no Brasil, cerca de 70% dos 6bitos no primeiro ano de vida,

ocorram no periodo neonatal, sendo cerca de 55% dentro do periodo neonatal precoce,

ou seja até o sétimo dia de vida, sendo a sepse neonatal uma das principais causas".

Grafico 1- N° de 6bitos infantis segundo grupo etiario no ano de 2011
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M Neonatal precoce M Neonatal tardia M Pds-neonatal

Numero de 6bitos infantis (masculinos e femininos) investigados, no ano selecionado e
ultimos quatro anos precedentes, segundo grupo etario. Fonte: Mddulo SIM - Janeiro de 2012

Ressaltamos que aproximadamente 55% dos Obitos evitdveis ocorrem por
inadequada ateng¢do ao recém nascido, como mostra o grafico a seguir, com dados do

sistema de informagao sobre mortalidade no Brasil.
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Grifico 2 - N° de 6bitos neonatais precoces evitaveis, em fun¢io da forma de prevenc¢io em 2011

Fonte: Modulo SIM - Janeiro de 2012
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De fato, como se observa no grafico abaixo, o nimero de 6bitos em 2009
redutiveis por A¢des de Promog¢do a Satde na faixa etdria neonatal precoce foi de 35%.
No ano de 2011, esse mesmo percentual declinou para 25%. Podemos imaginar que tal
reducdo se deu por melhorias realizadas no ambito das Acdes de Atencdo a Saude e

identificacdo imediata de possiveis 6bitos no periodo neonatal precoce.

Grafico 3 - N° de 6bitos redutiveis por acdes de Promociao a Satide nas Acdes de Atencdo na faixa
etaria neonatal no ano de 2011
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Numero de 6bitos neonatais (masculinos e femininos) investigados, no ano selecionado e ultimos quatro anos
precedentes, segundo grupo etdrio. Fonte: Médulo SIM - Janeiro de 2012

3.1.1 Epidemiologia das infeccdes neonatais

Segundo The World Health Organization (WHO), estima-se que 1 milhdo de

mortes por ano (ou seja, 10 % de toda a mortalidade abaixo dos cinco anos) ¢
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consequéncia de sepse neonatal. Destas mortes, 42% ocorrem na primeira semana de
vida®™.

Alguns estudos regionais no pais mostraram indice médio de infeccdes
relacionadas a saide de 25/1000 RN-dia”’.

Sabe-se que a incidéncia de IRAS em neonatos estd relacionada com o peso ao
nascimento e com a utiliza¢do de cateter venoso central (CVC). A infec¢do primaria da
corrente sanguinea (IPCS) associada a presenca do CVC ¢ a principal infeccdo em UTI
neonatal, embora existam servigos com outras realidades em nosso pais.

Segundo Pessoa da Silva e colaboradores, em seu estudo no pais, a densidade de
incidéncia de IPCS variou de 17,3 IPCS/1000 CVC-dia em RN entre 1501g a 2500g até
34,9 IPCS/1000 CVC-dia em RN<1000g”’.

A contaminag¢do pelo Streptococcus agalactiae (Estreptococo do grupo B, o GBS)
¢ a causa mais comum de sepse neonatal em muitos paises, embora as taxas baixas sejam
relatadas em muitos paises de baixa renda, especialmente, os do sul da Asia. Os bacilos
Gram negativos (Escherichia coli, Klebsiella spp., Pseudomonas spp., Acinetobacter
spp.) € cocos Gram positivos (como o Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis) sio outras causas importantes™~ ",

A incidéncia da sepse neonatal tardia ou nosocomial ¢ 100 vezes maior que a da
sepse precoce, em decorréncia da maior sobrevida de RNs de muito baixo peso, uma vez
que esses necessitam de maior tempo de hospitalizagdao, possuem barreiras fisicas menos
eficientes contra infec¢iio e apresentam maior imaturidade do sistema imunolégico™ .

O uso prolongado de cateteres profundos, de nutri¢do parenteral total, a ventilagao
mecanica, uso de antibioticoterapia prévio, de uso de bloqueadores de receptores H2 e a
demora no inicio da dieta enteral também contribuem efetivamente para esse alto indice

de infeccdo nosocomial®* .
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Em relacdo a microbiologia, os germes mais comumente identificados incluem
Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase negativo, Enterococcus sp. €
Enterobactérias e, num estagio mais tardio, a Candida sp™

O principal germe relacionado a sepse tardia € o Staphylococcus coagulase
negativo (SCN), responsavel por 40% dos casos".

Existe uma dificuldade em determinar a incidéncia precisa dessa sepse devido a
duvida na diferenciag@o entre hemoculturas positivas por contamina¢do da amostra € por
uma infec¢do verdadeira. Germes que colonizam a pele e contaminam a superficie
externa dos cateteres podem gerar uma infecgdo de disseminagdo hematogénica’. As
infecgdes sistémicas por microorganismos Gram- causam 20 a 30 % das infecgdes
tardias, com uma taxa de mortalidade ao redor de 30 a 50% **.

Agentes virais também podem estar relacionados as infec¢des nosocomiais,
geralmente em paralelo com surtos comunitarios.

A taxa de mortalidade total relacionada a sepse tardia ¢ de 17 %, sendo maior
quando causada por germes Gram- (36%) e fungos (32%), € menor quando causada pelo
Staphylococcus Coagulase negativa’ .

Antes da era dos antibidticos, a sepse neonatal era frequentemente fatal.
Atualmente, dados mostram que as taxas de letalidade em criangas tratadas com
antibioticos podem variar entre 5% e 60%, com propor¢des mais altas nos paises de
menor renda’®.

O uso antenatal de corticosterdides pode reduzir em 47% a incidéncia de
sindrome do desconforto respiratorio, em 40% a mortalidade entre as criangas nascidas
pré-termo, e em 52% a ocorréncia de hemorragia intracraniana’’. Porém, cursos com altas
doses de corticoide antenatal, ou repetidos semanalmente, podem refletir em um
crescimento intrauterino restrito e, a longo prazo, podem ocasionar atraso no

. ~ 38
neurodesenvolvimento, ndo sendo portanto recomendados™.
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3.1.2 Fatores de Risco para Sepse Neonatal

Os fatores de risco neonatais estdo diretamente relacionados aos antecedentes
gestacionais e periparto. A prematuridade ¢, sem duvida, o fator de risco mais importante
pela incidéncia de sepse neonatal precoce. Estd frequentemente associada a pré-

N . . . . . ~ , . 40
eclampsia, baixo peso ao nascer, asfixia perinatal e infec¢des estreptocdccicas maternas™ .

Tabela 1 - Fatores de Risco para o Desenvolvimento de Sepse Neonatal

FATORES DE RISCO PARA DESENVOLVIMENTO DE SEPSE NEONATAL

FATORES MATERNOS SALA DE PARTO

Idade materna (> 30 anos) Prematuridade

Auséncia de Pré-natal Baixo peso ao nascer < 2500g
Multiparidade Apgar no 5° minuto < 5
Rotura Prematura e prolongada das membranas | Ressuscitagdo na sala de parto
ovulares (>6h) Sexo masculino

Liquido meconial tinto de mecdnio
Aspiragdo de liquido amnidtico

Parto Prematuro

Corioamnionite

Colonizagdo retovaginal por GBS

ITU Materna

Multiplos cursos de corticoide ou agentes
tocoliticos

Parto prolongado

NEONATAL

Cateter vascular

Ventilagdo mecanica (CPAP ou IOT)
Auséncia de alimentagdo enteral

Patologias do trato gastrointestinal
Medicagdes ( bloqueadores H2, inibidores da bomba de prétons, corticdides pds-natal,
cefalosporinas)

Neuropenia

Baixas concentragdes de Imunogloulina G
Hiperalimentagao

Internagdo hospitalar prolongada

Atraso na recuperag@o do peso de nascimento
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O risco de infec¢do neonatal aumenta em seis vezes quando ha associa¢do de
colonizagdo materna com a ruptura de membranas ovulares por tempo maior que 18
horas; quatro vezes quando hé associacdo da colonizagdo com a febre materna; e sete

, o~ . ~ . 41
vezes quando hé associagdo da colonizagdo materna com a prematuridade™ .

A profilaxia antibidtica intra-parto contra S. agalactiae também levou a uma
mudanga substancial no perfil de patdégenos causadores de sepse neonatal precoce;
bacilos Gram- e Staphylococcus spp, predominam nos paises que puseram em execugao

42
esses programas .

Os fatores de risco distais para sepse neonatal incluem a pobreza e condigdes
ambientais desfavordveis. Ja os fatores de risco adjacentes incluem ruptura prolongada de
membranas, prematuridade, febre materna, parto sem higiene e sem cuidado pds-natal,

. . ~ ;o1 . , . . 25-
baixo peso ao nascer e alimentagdo pré-lactea de alimentos e liquidos contaminados
26,43

Os fatores de risco frequentemente associados a sepse tardia incluem a
prematuridade (devido a imaturidade do sistema imunolédgico), procedimentos invasivos
terapéuticos, ventilagdo mecanica, nutri¢do parenteral, antibidtico de amplo espectro,
cirurgia, longa permanéncia hospitalar e ndo-seguimento das normas de prevencdo de

infecgdo hospitalar’>*,

3.1.3 Diagnostico de Sepse Neonatal

As infecgdes no periodo neonatal possuem caracteristicas que ndo sdo observadas
em nenhum outro grupo de pacientes em diferentes periodos da vida, e a susceptibilidade
aumentada as infec¢des no neonato se correlaciona com algumas deficiéncias do sistema

imunolédgico e com fragilidade das barreiras cutaneas e mucosas tipicas desta faixa
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etaria. Tais defesas sdo ainda mais frageis no recém nascido prematuro e de baixo peso ao
nascer.

O diagnostico de sepse neonatal precoce ¢ dificil, e os sinais clinicos podem ser
minimos ou inespecificos. Detectar um quadro infeccioso ¢ o objetivo primordial quando
um pediatra se depara com neonatos que apresentam sinais e sintomas inespecificos e,
que possuem ou nao, fatores de risco maternos para sepse neonatal.

Em recém-nascidos, os sinais e sintomas, bem como os marcadores laboratoriais
de sepse, sdo inespecificos; sendo necessario para o neonatologista usar uma combinacao
de variaveis para aumentar o valor preditivo do diagnéstico precoce® .

O diagnoéstico de infecgdo em prematuros pode ser mais dificil ainda. A
apresentacdo clinica ¢ sutil e ndo-especifica, podendo apresentar sinais como: ictericia,
temperatura corporal instavel, dificuldade respiratdria, alteragdes do ritmo cardiaco, e
dificuldade na alimentac¢do™>**.

As variaveis clinicas utilizadas para definir SIRS e disfun¢@o organica sdo muito
afetadas pelas mudancas fisiolégicas que ocorrem em determinadas faixas etdrias
pedidtricas.

Goldstein e colaboradores propuseram uma classificacdo estratificada em seis
grupos de idades especificas, de acordo com sinais vitais e varidveis laboratoriais®.
Viérios sinais e sintomas sdo usados como critérios sugestivos de sepse, dentre eles: a
instabilidade térmica; as alteracdes de freqiiéncia cardiaca e respiratéria associadas a
geméncia e tiragens; a letargia; a intolerancia alimentar; as alteragdes de perfusao tissular
e também as varidveis laboratoriais, tais como leucocitose ou leucopenia;
trombocitopenia; elevagdo da proteina C reativa e alteracdes de interleucinas® .

A utilizagdo de uma associacdo de exames laboratoriais tem apresentado alta

sensibilidade e boa acuracia em diversos estudos publicados nas duas ultimas décadas.

Entre os testes diagnosticos destacam-se: hemocultura, exame de liquor, urinocultura,
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leucograma, contagem de plaquetas, VHS (Velocidade de Hemossedimentagdo) e testes
imunoloégicos incluindo a dosagem de reagentes da fase aguda produzidos em resposta a
diversos estimulos inflamatérios (Proteina C reativa, e algumas citocinas)™.

Indicadores confidveis de sepse seriam Tuteis para um diagndstico preciso,
resultando em uma diminuigdo do uso desnecessério de antibidticos®. A sensibilidade de
cada teste laboratorial esta longe de 100% e as medi¢des do antagonista dos receptores de
IL-1 (IL-1Ra), da IL-6, da IL-8, ainda s3o em muitos paises confinadas a laboratdrios de
investigacio®* .

Embora a diferencia¢do entre colonizacdo e infeccdo possa ser dificil quando se
obtém culturas de aspirado endotraqueal em neonatos cronicamente ventilados, as
amostras de aspirado endotraqueal sdo uteis quando coletadas nas primeiras 12 horas de
vida. Sherman e colaboradores demonstraram uma positividade de 44% no aspirado
traqueal de RNs com pneumonia e hemocultura com auséncia de germes®.

Os exames laboratoriais coadjuvantes para o diagndstico de sepse neonatal nao
sdo especificos, porque avaliam a resposta inflamatéria promovida pelo agente causador,
ndo identificando o agente etiologico. Ja a utilizagdo de uma associagdo de exames
laboratoriais tem apresentado alta sensibilidade e boa acuridcia em diversos estudos
publicados nas duas ultimas décadas. Entre os testes diagndsticos destacam-se:
hemocultura, exame de liquor, urinocultura, teste hematoldgico (leucograma, plaquetas,
VHS)™.

As hemoculturas, apesar de serem o padriao-ouro para o diagnostico, possuem
baixa sensibilidade e podem ndo estar disponiveis no momento de definicdo da
terapéutica inicial. Dada a rapida progressao e a alta mortalidade da sepse em prematuros,
o uso de agentes antimicrobianos de largo espectro ¢ frequentemente iniciado na primeira
suspeita clinica de infec¢do, apesar do maior risco de toxicidade pela droga, devido a

. . . i 1
imaturidade do sistema hepatico e renal’’.
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Viérios estudos vém sendo realizados na tentativa de estabelecer qual teste ou
combinac¢do de testes pode diagnosticar precoce e corretamente os quadros de sepse, e
que marcadores seriam considerados indispenséaveis para dar inicio a antibioticoterapia
naqueles neonatos com fatores de risco maternos, mas sem sinais clinicos de infec¢ao.

Diante desse cenario, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
elaborou em 2008 o documento Critérios Nacionais de Infec¢oes Relacionadas a
Assisténcia a Saude (2°. versdo 2010) com a finalidade de sistematizar a vigilancia das
infecgdes relacionadas a assisténcia a saide (IRAS) em neonatologia e objetivando a
prevengio dos agravos a satide neonatal’’. Neste documento contemplam-se as infecgdes
relacionadas a assisténcia, tanto do ponto de vista da prevengdo, como do diagndstico e

do tratamento.

Figura 1- Diagnéstico de Sepse Neonatal e sua origem

TRANSPLACENTARIA ASSISTENCIA A SAUDE (IRAS) EM
(INFECCAO CONGENITA) Lo
NEONATOLOGIA
PRECOCE TARDIA
<48h >48h
Provavel origem materna Origem Hospitalar

A- Transplacentarias

Sao infecgdes adquiridas por via transplacentaria, acometimento intra utero.
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B- Infeccoes Relacionadas a Satide (IRAS) Precoce de Provavel Origem Materna
Infeccdo cuja evidéncia diagnodstica (clinica/laboratorial/microbiologica) ocorreu
nas primeiras 48 horas de vida com fator de risco materno para infecgao.

Definem-se como fatores de risco materno:

* Bolsa rota maior que 18 hora (h);

* Cerclagem,;

* Trabalho de parto em gestacdo menor do que 35 semanas;

 Procedimento de medicina fetal nas Gltimas 72 horas;

* Infec¢do do trato urinario (ITU) materna sem tratamento ou em tratamento ha menos
de 72 horas;

» Febre maternal nas ultimas 48 horas;

 Coriamnionite;

* Colonizagao pelo Estreptococo B em gestante, sem quimioprofilaxia intra-parto,
quando indicada. Segundo orientacdes do guideline Recomendagdes para Prevengdo da

Infecgdo Perinatal pelo Streptococcus do Grupo B (GBS) do CDC™.

C- Infecches Relacionadas a Assisténcia a Saide (IRAS) tardia de origem

hospitalar: ocorre apds as primeiras 48 h de vida, sendo por sua vez dividida em :

1. Infeccdo primaria da corrente sanguinea (IPCSL) com confirmacio
microbioldgica.

Deveré apresentar um dos seguintes critérios:

1) Uma ou mais hemoculturas ndo contendo contaminantes da pele, em que o
microorganismo nao esteja relacionado a infec¢do em outro sitio;
2) Pelo menos 1 dos seguintes sinais e sintomas* abaixo, sem outra causa nao

infecciosa reconhecida:
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Tabela 2 - Sinais clinicos e Sintomas para o Diagndstico de Sepse Neonatal

Instabilidade térmica Piora do desconforto respiratorio
Bradicardia Intolerancia a glicose

Apnéia Instabilidade hemodinamica
Intolerancia alimentar Hipoatividade / Letargia

E pelo menos um dos seguintes:

* Microorganismos contaminantes comuns de pele, cultivados em pelo menos duas
hemoculturas, em dois locais diferentes, com intervalo maximo de 48h entre as coletas;
* Staphylococcus coagulase negativa cultivado em pelo menos 1 (uma) hemocultura
periférica de paciente com CVC. Nesse caso, deve-se valorizar a evolugdo clinica e
exames complementares e o tempo de crescimento de microorganismo apos incubacgao.
Se a amostra positiva for colhida somente de CVC, ndo valorizar como agente
etioldgico da infec¢do, recomendando-se coleta preferencialmente de duas amostras de
hemoculturas com anti sepsia e volume de, pelo menos, 1 ml por amostra.
Deve-se colher hemocultura antes do inicio da antibioticoterapia ou, se esta ja foi

iniciada, colher no vale da droga (antes da proxima dose).

B. Infeccio primaria da corrente sanguinea clinica sem confirmac¢io microbioldgica

(IPCSC) ou sepse clinica

Devera apresentar pelo menos um dos seguintes sinais e sintomas™* sem outra causa
reconhecida, além de todos os seguintes critérios:
* Hemograma com > 3 parametros alterados (escore de Rodwell, detalhado na Tabela)

e/ou Proteina C reativa quantitativa alterada ;
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Tabela 3 - Escore Hematolégico de Rodwell

1- leucopenia ou leucocitose

2- neutropenia ou neutrofilia

3- aumento de neutrofilos imaturos

4- aumento de neutrdfilos imaturos/neutroéfilos totais
5- neutréfilos imaturos/neutréfilos segmentados > 0,3.
6- neutréfilos com granulacao toxica ou vacuolizagdo
7- plaquetopenia.

1 (um) ponto para cada um desses pardmetros e valor maximo de 7 (sete)

* Hemocultura ndo realizada ou negativa;
* Auséncia de evidéncia de infec¢do em outro sitio;
* Terapia antimicrobiana instituida e mantida pelo médico assistente.

Na suspeita de sepse precoce, recomenda-se colher hemocultura (s) antes do
inicio da antibioticoterapia empirica, preferencialmente entre 12 e 24 horas de vida.

Um estudo clinico retrospectivo realizado por Kingsmore e colaboradores (2008),
com o intuito de identificar biomarcadores séricos para o diagnostico de infeccdo em
prematuros, utilizou a técnica de microarranjos (microarray) para avaliar o nivel de 142
proteinas séricas em 107 pacientes infectados e ndo infectados. As andlises revelaram
alteracdes significativas nos niveis de expressdo dos genes correspondentes a 8 proteinas
nos neonatos infectados, as quais estdo associadas com inflamacdo, coagulagdo e
fibrindlise, mostrando que o uso de imunoensaios para esses mediadores pode ter uma
utilidade clinica como adjuvante para o rapido diagnostico da infecgdo™*.

Outros estudos vem sendo realizados para tentar estabelecer que teste ou
combinag¢do de testes possam diagnosticar precoce e corretamente os quadros de sepse
neonatal, e especialmente que marcadores seriam considerados indispenséaveis para dar
41,50

inicio a antibioticoterapia naqueles recém-nascidos com fatores de risco maternos,

mas sem sinais clinicos de infecgao.
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Sabe-se que o diagndstico precoce da sepse neonatal e seu correto tratamento,
podem ajudar significativamente no prognostico da sepse, bem como evitar as possiveis

sequelas e o obito.

3.2 Imunidade Neonatal

O sistema imune inato, que funciona principalmente durante as respostas
inflamatorias, inclui o sistema de células fagocitarias, isto ¢ polimorfonucleares e
fagdcitos mononucleares (mondcitos e macrofagos) e varios sistemas de amplificacdo,
como os sistemas do complemento, da coagulagdo e das cininas™.

O sistema imune adaptativo consiste nos sistemas celular (células T) e humoral
(células B). E importante frisar que os sistemas inato e adaptativo sdo intimamente
interrelacionados e interdependentes. Por exemplo, a ativacdo do sistema Complemento
por imunoglobulinas (IgM e IgG), ou a produgdo de fatores quimiotaticos e outras
citocinas, desempenham um papel significativo em toda a resposta inflamatoria. O
mondcito ou macréfago podem atuar nas respostas inflamatorias e exercer um papel
expressivo no processamento de antigenos, etapas que sdo essenciais a inducdo de
resposta imune especifica™. As citocinas sdo outros produtos secretados pelas células que
participam dos mecanismos imunes inato e adaptativo.

Viarias anormalidades da imunidade podem afetar o recém nascido, incluindo
anormalidades quantitativas e qualitativas da fun¢io celular e humoral®®™®. As
anormalidades quantitativas da imunidade inata, que também estdo presentes, sdo
relacionadas com o tamanho e capacidade de regenerar células maduras para os pools de
armazenamento de células fagocitarias no figado fetal e bago, na medula éssea e outros

locais neonatais como pulmao e pele. Ja as anormalidades qualitativas estdo relacionadas
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com a aderéncia e migracao dirigida, ou seja, quimiotaxia de células fagocitdrias em
resposta a um estimulo exogeno (proteinas bacterianas) ou endégeno (produtos celulares
ou plasmaticos); a fagocitose (opsonizagdo) e inativacdo (processamento de antigenos no
material fagocitado).

Neonatos possuem um sistema imune imaturo do ponto de vista funcional. Eles tém
niveis de imunoglobulina extremamente baixos, com excecdo de Ig G materna contra
alguns antigenos, transferidos passivamente através da placenta durante o ultimo
trimestre da gravidez™ .

A funcdo das células T estd relativamente inalterada, mas a atividade do
Complemento ¢ metade da encontrada em adultos saudaveis. Neonatos possuem um
niamero pequeno de neutrofilos de reserva, e os neutrofilos circulantes apresentam uma
reduzida capacidade migratoria do sangue periférico para os sitios de infecgao®'.

A expressdao basal de receptores do tipo Toll (TLRs, receptores que detectam a
presenga de microorganismos) ¢ similar no neonato e no adulto®. Entretanto, a resposta
imune inata das células mononucleares de neonatos, ¢ caracterizada por uma reducao
significativa da libera¢do de citocinas pré-inflamatorias polarizantes para o perfil Thl,
como o fator de necrose tumoral (TNF-a) e o interferon-gama (IFN-y), com a preservacao
relativa de citocinas anti-inflamatdrias, polarizantes para o perfil Th2, como a
interleucina 6 (IL6)%.

Os pools de armazenamento de polimorfonucleares (PMN) sdo consideravelmente
menores por kg de peso corporal no RN, tanto prematuro como a termo, do que em
adultos®**° . Os neonatos sio menos capazes de aumentar seus niimeros de PMN porque a
taxa proliferativa de suas células progenitoras ja estd proxima do maximo em comparagao
com os adultos® .

Os problemas imunolégicos no periodo neonatal sdo evidentes na apresentagdo

clinica da sepse neonatal. Os recém-nascidos ndo possuem uma resposta rapida a infec¢do
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e esta pode ter progressdo fulminante. O monitoramento da infeccdo por resultados
laboratoriais, incluindo marcadores hematoldgicos e imunologicos de infeccdo e
inflamacdo, ¢ de dificil interpretacdo nesta faixa etaria. Bebés de baixo peso ao nascer
(pré-termos e pequenos para a idade gestacional) tém a imunidade ainda mais
comprometida, e estdo, especialmente, em risco de sepse’’ .

Entretanto, neonatos possuem proteinas e peptideos antimicrobianos (APPs) de
membrana, funcionais e de carga cationica. Estes APPs podem ser achados no vérnix
caseoso que cobre a pele ao nascer, e nos tratos respiratorio e gastrointestinal®’.

Adicionalmente, a taxa de mortalidade por doenca infecciosa em criangas
prematuras e a taxa de reinternag@o hospitalar permanecem elevadas, mesmo no final da
infancia, sugerindo defeitos da imunidade a longo prazo, decorrentes da prematuridade’.

Além da suscetibilidade a doencas infecciosas, outros parametros relacionados
com a funcdo imunoldgica, como as respostas a vacinagdo, parecem Sser

significativamente afetados em criangas prematuras

3.3 Polimorfismos Genéticos e Sepse

Polimorfismo genético ¢ uma variante alélica que existe de forma estavel numa
populacdo, a qual ndo pode ser explicada por novas mutagdes (geralmente com
frequéncia superior a 1%). O mais frequente tipo de polimorfismo ¢ o polimorfismo de
um unico nucleotideo, ou também chamado de polimorfismo de base tinica (SNP), que
pode resultar de substitui¢io, dele¢do, ou inser¢io de um nucleotideo'®. Existem
diferentes tipos de polimorfismos: os de base Unica (SNP — Single Nucleotide
Polymorphism), onde ha troca de uma uUnica base nitrogenada por outra; os de
inser¢do/dele¢do, nos quais ha adicdo ou auséncia de uma ou mais bases; e os SSLP

(Simple Sequence Length Polymorphism), STR (Short Tandem Repeats) e VNTR
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(Variable Number Tandem Repeats), nos quais ha repeti¢des de sequéncias simples ou
repeticdes curtas em Tandem.

Aproximadamente 1 em cada 300 a 500 bases do DNA humano pode apresentar
um SNP, ou seja, diferir da sequéncia predominante na populagdo para aquela posicdo. A
mutagdo pode ser na regido codificante (éxon) ou na regido ndo codificante do gene
(intron), ou na regido promotora. Quando o SNP ¢ dentro de um éxon, o alelo variante
pode apresentar uma substitui¢do de aminoéacido, que em alguns casos (mas nem sempre)
resulta numa proteina funcionalmente alterada.

A estimativa do niimero total de SNPs em todo o genoma humano ¢ mais de 10
milhdes, mas apenas uma pequena porcentagem (2-3%) ¢ conhecida por alterar a fungao
ou a expressdo génica. O estudo de SNPs em genes associados a fisiopatologia e a
patogenia de doengas ¢ de grande utilidade, pois variantes desses genes podem conferir
susceptilidade a (ou protegdo contra) determinados eventos ou patologias'*®’ .

Alguns pesquisadores tém utilizado a detec¢do da presenca de polimorfismos de
base Unica para avaliar o risco de desenvolver sepse’”".

A variacdo observada nos estudos pioneiros de Mendel foi devida a uma
diferenga simples de fenotipo determinada por diferengas genotipicas envolvendo um
unico gene. Em casos de doencgas causadas por mutacdes em um Unico gene, que
apresentam este padrdo de heranca dito mendeliano, a andlise de ligacdo compara a
heranca da doenca, definida fenotipicamente, com a heranca de marcadores genéticos em
familias com varios membros afetados. Marcadores mais proximos do gene da doenga
mostram a correlagdo mais forte com padrdes de doengas nas familias, e o rastreamento
de eventos de recombinacdo pode delimitar a regido do gene da doenca de entre 100 e
varios milhares de pares de bases’”.

Em contraste, a maioria dos tragos fenotipicos ja descritos, assim como a

suscetibilidade a algumas doengas muito comuns, como a diabetes do tipo Il e a
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aterosclerose, sdo determinados por varios genes que foram mapeados em /oci diferentes,
e ndo pelo efeito de um tnico gene. Estes sdo exemplos de heranca multifatorial. Altura e
inteligéncia sdo exemplos de tracos poligénicos, exibindo heranga "ndo mendeliana".
Exemplos de heranga poligénica incluem também a suscetibilidade a sepse e ao choque
séptico. A identificacdo da base genética ¢ muito mais dificil do que no caso de heranga
mendeliana'”.

SNPs podem ser usados como marcadores de todo o genoma para analise de
ligagdo em familias com membros afetados, bem como em estudos de associacdo em
individuos de uma populagdo e na avaliagio evolutiva de grandes populagdes humanas’
. Alternativamente, SNP associados com o fenotipo de interesse sdo Uteis para identificar
genes candidatos com vistas a um estudo mais aprofundado. Um exemplo ¢ o estudo da
associacdo do gene TNF-a com a susceptibilidade ao choque séptico. Mondcitos de
individuos homozigotos para um alelo variante de TNF-a apresentam niveis circulantes
mais elevados de TNF-a em resposta & estimulagdo por endotoxinas’™, o que pode estar
relacionado com a suscetibilidade ao choque séptico, que se supde ser mediado por esta
citocina.

Um estudo de associagdo em pacientes com trauma, homozigotos para uma
variante do TNF-a, identificou um maior risco de sepse grave em relacdo ao outro
gendtipo” .

Diferengas genéticas entre os individuos podem afetar tanto a probabilidade de
desenvolverem sepse como de sobreviverem a sepse em determinadas condigdes
adversas® "’

Variagdes genéticas ou mutagdes que interferem na capacidade do sistema imune
de identificar microorganismos poderiam explicar variagdes na eficiéncia da resposta a
uma infeccdo, na diversidade da apresentacdo clinica da sepse, ou na resposta ao

0
tratarnen‘[068’7 .
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Outra aplicagdo do estudo de SNPs ¢ relacionado com o impacto dos haplotipos,
definidos por combinag¢des de polimorfismos genéticos especificos, na suscetibilidade a
condi¢do de interesse. Polimorfismos ndo existem isolados e podem ser uma combinacao
de trocas de bases em diversos sitios, por exemplo hapldtipos, podendo influenciar na
funcdo da proteina constituida’’ . Como exemplo, o haplétipo G/A/A no gene para o f-
fibrinogénio esta associado com baixa mortalidade e menor disfuncdo de 6rgaos em
pacientes sépticos'’, tendo portanto um efeito protetor.

Polimorfismos mapeados no Complexo Principal de Histocompatibilidade Humano
(Complexo HLA) estdo associados com a  susceptilidade a infeccdo. Esses
polimorfismos estdo presentes em genes que influenciam a resposta inflamatodria, e sdo
fortes candidatos a determinantes genéticos da predisposi¢do a sepse € ao choque
séptico’” .

A inflamagdo e a coagulagdo estdo intimamente relacionadas com as moléculas
codificadas por esses genes, como as citocinas inflamatorias TNF-o e LT-o (também
chamado TNF-f) tornando assim importante o estudo dos polimorfismos genéticos com
correlacdes fisiopatologicas, as quais podem ser a chave para o entendimento da
predisposicio individual a sepse’’ .

Alguns genes podem influenciar a intensidade da resposta inflamatodria sistémica a
infecg¢do, e predispor a sindrome da resposta inflamatoria sistémica. A maioria desses
estdo localizados na regido fortemente polimorfica do cromossomo 6 que inclui o
Complexo Principal de Histocompatibilidade Humano.

O gene candidato ideal para a correlacdo fisiopatologica, deve ter plausibilidade
bioldgica, e a variante mais comum deve ser fenotipicamente normal. No caso da sepse,
no entanto, esta especificagdo € enganosa, porque a causa da sepse nao ¢ o polimorfismo
em si, e sim a infec¢do. Desta forma, a exposi¢do infecciosa ¢ indispensavel a definicao

dos padrdes de resposta tanto normais como patologicos, associados respectivamente as
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variantes majoritaria e minoritaria do gene candidato de interesse.

Um diagrama simplificado da resposta imune inata a infec¢do e da injuria tecidual
envolvendo citocinas inflamatorias e a cascata de coagulacdo ajuda a visualizar quais
citocinas inflamatdrias estdo envolvidas, e mostra que a cascata de coagulagdao ¢ um dos
primeiros eventos, estando intimamente relacionada com o processo inflamatdrio e com a
resposta imune inata (Figura 1).

O fator tecidual (TF) pode ser produzido pela lesdo celular direta, e ativado
pela adesdo de neutrofilos, ativa a cascata de coagulacdo, resultando na producdo de
trombina e deposicao de fibrina, a qual ¢ também regulada por mediadores da inflamagao,
incluindo citocinas inflamatérias’>. Além disso, citocinas inflamatérias estimulam a
liberagdo de TF a partir de mondcitos e endotélio. Moléculas contra reguladoras, tais
como APC (célula apresentadora de antigeno) inibem este processo em varios niveis.
Para exemplo, a APC inibe a producdo de trombina, e inibe a margina¢do de mondocitos e
neutrofilos em endotélio lesado, inibindo assim um aumento na produgdo de citocinas
inflamatorias. A APC também aumenta a resposta fibrinolitica

através da regulacdo negativa de PAI-1 (Inibidor do Ativador de Plasminogénio do tipo

).



45

Figura 2- Diagrama da resposta imune inata a infec¢fo e a injuria tecidual envolvendo citocinas

inflamatorias e a cascata de coagulacio
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5
Fonte: Reproduzido de Holmes et al. Genetic Polymorphisms in Sepsis and Septic Shock. Critical Care Review.
CHEST 2003; 124: 1103-1115
Nas secdes que se seguem, serdo apresentados os  mediadores da resposta
inflamatoria e os polimorfismos genéticos ja identificados por alguns estudos como

tendo alguma influéncia na gravidade da resposta inflamatdria sistémica.

3.3.1 Fator de Necrose Tumoral e TNF-308

O Fator de Necrose Tumoral (TNF ou TNF-a) ¢ um potente mediador da resposta

inflamatoria em resposta a patdgenos e toxinas, secretado principalmente por macréfagos
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e neutréfilos apds exposigdo a esses agentes. E um dos principais mediadores da resposta
inata, crucial para a indugdo da resposta local protetora contra infecgdes, trauma ou
isquemia’®. O TNF ja é secretado alguns minutos apos a infecgio, porém apos 3-4h a sua
produgio para e os niveis séricos passam a ser quase indetectaveis’ .

O TNF vem sendo descrito como um dos principais mediadores do choque
séptico, uma vez que ¢ encontrado em pacientes com esta condicdo e em modelos
experimentais de choque, além de ser capaz de disparar todo o espectro de consequéncias
hemodindmicas, metabdlicas e patologicas relacionadas, como extravasamento capilar,
hipotensio, SDRA ¢ DMOS’. Também ¢ considerado um dos mais importantes
mediadores dos efeitos induzidos por endotoxina, sendo descritas diferengas
interindividuais na sua liberagdo®' e tendo alguns estudos mostrado relago entre niveis
elevados e a gravidade da sepse’’.

Além de induzir a expressdo das moléculas de adesdo no endotélio vascular
dentro das areas infectadas, TNF-a induz as células endoteliais a produzir moléculas
como o fator ativador de plaquetas (PAF), desencadeando a coagulacdo sanguinea e
promovendo obstru¢do do fluxo sanguineo. A coagulacdo desempenha um papel em

reduzir a disseminacdo de patdgenos pela circulagdo, mas nos casos em que tal processo

local ocorra de modo exacerbado, as consequéncias podem tornar-se catastroficas®” .

O locus génico do TNF-a estd posicionado préximo ao do TNF-f (LT-a), dentro
do complexo HLA, no brago curto do cromossomo 6, na regido de Classe III e j& foi bem
caracterizado®' (Figura 2). O SNP na posigdo -308 deste locus parece ter significancia
funcional por afetar a transcri¢do do gene para TNF-a. Tal polimorfismo presente na
regido promotora consiste de um G (TNF-308) no alelo mais frequente ¢ um A (TNF-

308) no alelo minoritario, o que pode modificar sua expressdo génica’® .
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Figura 3 — O Sistema HLA
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Fonte: Reproduzido de Klein J e Sato A. The HLA system. N Eng J Med 2000; 343 (10): 702-709.

Como o TNF ¢ um dos principais mediadores na fisiopatologia da sepse,
individuos geneticamente predispostos a fazer producdo intensa da citocina em resposta
aos estimulos adequados (altamente responsivos, high responders), o que ndo ¢
necessariamente atribuivel a um SNP especifico, podem ser considerados de maior risco
para o desenvolvimento de DMOS e 6bito, quando expostos a infecgdes mais graves,
trauma e outras injurias que possam evocar resposta inflamatéria sistémica’’ .

Viérios polimorfismos de base unica tém sido identificados na regido promotora
do gene do TNF, apresentando impacto variavel na produgdo espontinea ou estimulada
de TNF, tanto in vivo, quanto ex vivo. Dentre estes, um polimorfismo de base unica que
diretamente afeta a express@o do TNF foi localizado na regido promotora do gene TNF,
na posi¢io —308 (rs 1800629)°, ou seja, 308 nucleotideos acima do sitio de inicio da
transcricdo do gene. Este polimorfismo resulta em duas formas alélicas, uma onde a
Guanina (G) define o alelo selvagem 7NF' 1 e outro onde a Adenina (A) define o alelo
variante TNF 2 (polimorfismo -308) de acordo com a frequéncia populacional. Assim,

um individuo pode ser homozigoto para o alelo mais comum (7NF-308 GG) ou ser
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carreador do alelo raro A, sejam eles homozigotos (TNF-308 AA) ou heterozigotos (TNF

-308 GA).

O alelo TNF A foi associado com a gravidade da apresentacdo clinica e
mortalidade em uma variedade de doencas infecciosas. Esta associagdo foi descrita em
Doenca de Kawasaki em criancas®®, nas formas graves de maldria cerebral®, na
deméncia relacionada ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV) em adultos®™, em
criangas com infec¢ao meningocécicagl, em adultos com pneumonia comunitaria® e na
leishmaniose mucocutanea® .

Este polimorfismo foi amplamente estudado na sepse, j& que o gene polimodrfico
poderia resultar em liberacdo alterada de TNF apds exposi¢cdo aos patdgenos. De fato,
homozigotos para o alelo A na posi¢do TNF-308 produzem maiores quantidades de TNF
durante o choque séptico e t€m um risco de mortalidade significativamente maior, quando
comparados a pacientes que sdo homozigotos ou heterozigotos para o alelo G'°. Estudos
de associacdo entre o alelo TNF-308 A e sepse foram realizados em pacientes com sepse
priméria, causada por diferentes agentes, € com sepse secundaria, apds trauma,
queimaduras ou realizagdo de cirurgias eletivas. A presenca do SNP foi correlacionada a
susceptibilidade a sepse, aos diferentes espectros clinicos da sepse e a mortalidade.

Em criangas, muitos dos estudos publicados s3o em neonatologia. Hedberg e
colaboradores publicaram um estudo com 173 prematuros de muito baixo peso, sem
encontrar associagdo do SNP TNF-308 com susceptibilidade a sepse, porém observou-se
uma mortalidade trés vezes maior em carreadores A. No entanto, ndo encontrou-se a
mesma associagio em 67 prematuros com sepse neonatal precoce®’ .

Weitkamp et al. avaliou 23 RN prematuros e a termo com sinais clinicos de sepse
e cultura de sangue positiva, comparando com caracteristicas laboratoriais para
identificar um valor progndstico para evolucdo da doenca. Concluiu que o locus de TNF

ndo ¢ marcador progndstico para progressao de doenga nos AT e PMT de alto risco com
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cultura positiva admitidos nas UTIs Neonatais®.

Um estudo retrospectivo alemao, feito em 2006 por Schuler et al., com 67 RN
prematuros e com sepse precoce comprovada, ndo conseguiu mostrar associa¢do entre o
LTA +252 e TNF-308 ¢ o desenvolvimento de sepse®’.

Na faixa etdria pedidtrica, excluindo os recém-natos, uma das primeiras
associagdes entre o polimorfismo do 7NF -308 e a sepse foi demonstrada em pacientes
com meningococcemia, uma doenga grave, relativamente frequente em pediatria, de
curso fulminante e associada com ativa¢do rapida de inflamagdo sistémica. Inicialmente,
foi encontrada associagdo entre o alelo 7NF -308 A e dbito tanto, nos homozigotos AA,
quanto nos heterozigotos®’. Read e Balding, anos mais tarde, tentaram reproduzir tais
resultados, mas ndo conseguiram confirmar esta associagio™ > .

Em 2009, Read e colaboradores, observaram associagdo positiva entre o alelo
TNF -308 A e a susceptibilidade a doenga meningococica®™, mas ndo identificaram a
associagdo com Obito em uma coorte de 1321 pacientes com meningococcemia
comprovada, entre criangas e adultos, sendo 959 pacientes abaixo de 16 anos™ .

J& um estudo realizado na Turquia, com 53 pacientes na faixa etdria pediatrica
(entre 0 e 15 anos), concluiu que os carreadores do alelo 7NF-308 apresentaram risco
2,42 vezes maior de desenvolvimento de sepse grave e choque séptico, mas ndo houve
associacdo com 6bito’" .

Uma recente meta-analise demonstrou associagdo entre o alelo 7NF -308 A ¢ a
susceptibilidade a sepse (OR=2,15; p<0.01), porém relatou auséncia de significancia
estatistica para a associacdo deste SNP com 6bito (OR=1,48; p=0.20). O artigo publicado
por Teuffel et al. (2009) comparou estudos que incluiam pacientes com sepse primaria
causada por diferentes agentes etioldgicos ou secundaria a um evento inicial (trauma,
queimadura ou cirurgias eletivas) sendo também comparadas populagdes de diferentes

. , . . , . 91
faixas etarias, e incluidos estudos em neonatos, criangas e adultos” .
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Recentemente Hartel et al (2011) tentou confirmar esses resultados positivos em
uma coorte alemd com 1944 recém-nascidos de muito baixo peso ao nascer, mas nao
encontrou  nenhuma associacdo entre o polimorfismo 7NF 308 G/A e sepse
comprovada’®.

Concluindo, as diferengas entre adultos e criangas, principalmente recém-nascidos
prematuros, precisam ser levadas em consideragdo nos estudos futuros com avalia¢do de
risco para sepse nestes perfis.

Sabe-se que o gene do TNF localiza-se em uma regido no interior do complexo
HLA, densamente povoada por genes relacionados com a resposta inflamatoria, incluindo
o gene LTA, que codifica TNF-B/LT-a, sendo os polimorfismos nesta regido
caracterizados por um alto grau de desequilibrio de ligagio’>. Tal fendmeno ocorre
devido a proximidade desses marcadores, em conjunto com seu surgimento em data
relativamente recente na escala evolutiva, o que resulta na sua transmissdo em conjunto
por longos periodos até a recombinacdo intra-HLA terminar por eliminar o desequilibrio
resultante. Portanto, um dado polimorfismo pode ndo estar diretamente causando a
secrecdo aumentada de TNF, mas ser um marcador para algum outro fator genético
relevante, muito proximo ao primeiro do ponto de vista fisico e ainda em desequilibrio de
ligagdo na populagdo®”.

A associacdo haplotipica do alelo LTA4 +252 A com o alelo TNF -308 G ¢ a mais
frequente, uma vez que sdo estes os alelos mais frequentes em cada posigdo” . Por outro
lado, um marcador associado com alguma doenca, pode refletir o efeito de outro
marcador também presente nesta regido e funcionalmente importante. Torna-se
imprescindivel, portanto, a analise de desequilibrio de ligacdo entre diferentes SNPs, a
fim de evitar conclusdes inadvertidas.

A Figura 2 demonstra a proximidade dos genes responsaveis pela codificacdo do

TNF e da LTA.
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Figura 4 — Interacgdes entre os genes TNF e LTA
TNF
m
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Reproduzido de Tsytsykova AV, Rajsbaum R, Falvo JA, Ligeiro F, Neely SR, Goldfeld AE. Activation-dependent
intrachromosomal interactions formed by the TNF gene promoter and two distal enhancers. PNAS 2007; 104 (43):

16850-16855.

3.3.2 Linfotoxina-alfa (ou TNF-p)e LTA +252

Em contraste com o TNF-a, que ¢ expresso predominantemente por macréfagos,
TNF-B (mais conhecido como linfotoxina-a) € expresso e liberado predominantemente
por linfécitos. Um polimorfismo ja identificado do TNF-B existe na posi¢do 252 dentro
do primeiro intron do gene de TNF-f, consistindo de um alelo majoritario G ( TNF +252
G) e um alelo alternativo A ( TNF +252 A, mencionado como "TNFB 2" na maioria dos

estudos)’.

Individuos homozigotos para TNF-B +252 A t€ém mostrado niveis elevados de

8294 Por outro lado, polimorfismos nos genes de TNF-o. e LT-a,

TNF-a durante a sepse
incluindo 7NF-308 e LTA +252, tém sido associados com produ¢do significativamente
mais elevada de interleucina 1 (IL-1B) e TNF-a, e com a susceptibilidade a sepse e o
prognéstico da sepse’’*”.

Em recente metanalise, Tiancha et al (2011) avaliaram a associagcdo entre a

susceptibilidade a sepse e o polimorfismo L7A4 +252 A/G, e concluiram que o genotipo
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AA, quando comparado com AG ou GG, foi significativamente associado a sepse, com
OR de 1,33 (IC 95% 1.09-1.62, p = 0,006), sendo também encontrada associacdo nos
caucasianos com este alelo (OR 1.44, IC 95% 1.08-1.91, p = 0,01)”*. Também foi descrita
associagdo altamente significativa entre mortalidade por sepse e o gendtipo LTA+252 AA
(OR 2.47; 95% CI, 1.52-4.00, p = 0,001), assim como o alelo A (OR 1.96; 95% CI, 1.37-
2.79, p =0,001) em caucasianos %,

A metanalise fez analise estratificada para avaliar os fatores de confundimento e
descobriu-se que houve diferenca significativa entre os subgrupos. Também foi
analisado o impacto global da qualidade metodologica dos estudos incluidos, que teve
implicagdes para os resultados obtidos. Além disso, poucos estudos relataram
genotipagem feita as cegas, e ajuste para fatores de confundimento, especialmente
aqueles em sepse relacionada com a mortalidade. Alguns ndo eram consistentes com
HWE. Em segundo lugar, a associacdo focalizou apenas a associagdo entre LTA4 +252 ¢
sepse. E muito provavel que outras variagdes genéticas também tenham influéncia sobre
o risco de sepse e a mortalidade resultante™. Por exemplo, o gene LTA ¢ conhecido para
estar em desequilibrio de ligagdo com o TNF-o. Em terceiro lugar, populagdes de
diversas faixas etarias foram incluidas.

Outro fator limitante foram os grupos controle, que ndo foram examinados de
forma consistente através dos estudos. Muitos estudos tiveram vieses que podem ter
influenciado o prognoéstico. Infecgdes adquiridas na comunidade e sepse nosocomial
foram incluidas. Para a sepse nosocomial havia muitos fatores de confundimento,
incluindo co-morbidades, tempo de internagdo e cirurgia, etc. Havia também diferencas
na natureza dos patdgenos envolvidos. O polimorfismo L7A4 +252 tem um efeito mais
importante na sepse por germes Gram+, em comparagio com Gram-"".

A relacdo entre o polimorfismo LTA +252 A/G e a sepse deve ser interpretada

com cautela, pois varios fatores, como idade, etnia, natureza dos agentes patogénicos e
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gravidade da sepse, estdo intimamente relacionados com a susceptibilidade a sepse ou
prognostico da sepse, e podem nao ter sido analisados de forma adequada nos diferentes

estudos disponiveis.

3.3.31L-1ellL-1ra

IL-1 ¢ uma citocina pro-inflamatoria secretada precocemente na resposta a
muitos patégenos, e desempenha papel importante na patogénese da sepse e choque
séptico. E capaz de estimular a produgio de prostaglandinas ¢ NO, que estdo entre os
mediadores da vasodilatagdo observada na sepse’™.

Em contraste, o /L-1ra ¢ um inibidor que age via competi¢ao da ligagdo da IL-1 a
seus receptores de superficie celular, mas sem possuir atividade agonista”'*.

Os niveis séricos de IL-1 e o IL-1ra sdo elevados em pacientes com doenca
meningococica e parecem ser mais elevados em pessoas com uma doenga mais grave
"1 Os genes que codificam para IL-lo. e IL-1p e IL-1Ra estdo agrupados no
cromossomo 2, e varios polimorfismos foram descritos nestes /oci.

Virios destes polimorfismos ja foram examinados quanto a associacdo com a
susceptibilidade e o prognostico de sepse, € o alelo variante mais estudado ¢ o A2, no
gene /L-1RA. Uma maior frequéncia do alelo A2 foi demonstrada em adultos brancos
com sepse grave, quando comparada com a frequéncia em uma populagdo saudavel

102 ~ o~ .
branca "~ . Nao houve associacdo entre esse alelo e a mortalidade por sepse nesta

populagao.

3.3.4 Interleucina-6 ¢ IL-6 -174

A IL-6 ¢ uma importante citocina inflamatéria'” , cujos niveis elevados sio
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associados com um aumento na ocorréncia de choque séptico e morte em pacientes com
sepse'™. IL-6 tem efeitos estimulantes sobre linfocitos B ¢ T, e esta envolvida na
inducdo da febre e na sintese hepatica de proteinas de fase aguda. Os niveis séricos de IL-
6 tém sido correlacionados com a gravidade e o desfecho da sepse'®""’.

A regido promotora do gene para a IL-6 abriga varios SNP’’, sendo o mais
estudado o polimorfismo regulatério, relativamente comum, resultante da substitui¢ao de
um alelo G por C na posi¢do -174 na regido promotora. Em adultos saudaveis, o alelo G
¢ associado com maiores niveis séricos de IL-6'". No entanto, em pacientes adultos
cirurgicos sépticos, ndo houve associacdo entre os gendtipos e niveis séricos de IL-6, e
nem houve uma diferenca significativa na distribuicdo dos varios gendtipos possiveis
entre pacientes criticamente doentes e controles saudaveis, ou entre pacientes com ou sem
sepse' ™. Isto pode sugerir que a polimorfismo /L-6 -174 G/C ndo estd associado a um
aumento da susceptibilidade a sepse. A frequéncia significativamente menor do genotipo
GG foi demonstrada em pacientes sépticos ndo sobreviventes, quando comparado com
sobreviventes sépticos, sugerindo que o genoétipo GG foi de algum modo protetor, porém
o nimero de pacientes deste grupo era pequeno.

Em mondcitos isolados de recém-nascidos com o alelo C na posi¢do /L-6 -174, a
resposta estimulada por LPS ¢ maior do que a observada em mondcitos isolados de
portadores do alelo G'*, ou seja, o oposto do que foi relatado em adultos. Neste grupo
etario, o alelo C também parece estar associado com um aumento maior da IL-6 durante
uma resposta inflamatoria aguda. Este achado pode por explicado por mudangas na
resposta imune, que ocorrem durante o desenvolvimento.

No entanto, ao contrario da associagdo de pior prognéstico com os individuos que
produzem niveis elevados de TNF-a, ¢ o alelo G, associado com baixos niveis de IL-6,

que parece estar associado com septicemia em recém-nascidos prematuros.

A presenga do genotipo GG foi mais frequente em prematuros < 32 semanas de
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gestacdo com sepse, quando comparada com criangas prematuras sem sepse, sugerindo

. ~ . . 110
um beneficio de prote¢do do desenvolvimento da nos pacientes com o alelo C .

3.3.5 Interleucina-10 e IL-10-1082

A resposta inflamatéria desproporcional (“overzealous”) e os efeitos potencialmente
nocivos de muitos dos mediadores inflamatoérios, tais como TNF-a, sdo contrabalancadas
por citocinas anti-inflamatorias, tais como a IL-10"""""2. A IL-10 ¢ produzida
primariamente por mondcitos e suprime a expressao de citocinas, incluindo TNF-a, IL-1a
e -B, IL-6 e IL-8 por células T-helper'* 1.

Os efeitos anti-inflamatorios de IL-10 foram demonstrados em modelos animais de
sepse, nos quais a neutralizacdo de IL-10 resulta em uma resposta pro-inflamatoria
exagerada e morte, enquanto a administragdo de IL-10 confere protecdo''''>¢

No entanto, tem sido proposto que o aumento da expressdao da IL-10 na sepse
bacteriana pode induzir a imunossupressao, e aumentar a mortalidade por interferir com a
eliminagdo das bactérias'' " ''®.

IL-10 parece ser regulada principalmente no nivel transcricional, sendo 3 SNPs
no sitio de inicio da transcri¢dao, em posi¢des -1082 (G para A), - 819 (C para T), e -592
(C para A), localizados na regido regulatoria 5’ capazes de controlar a transcri¢do do gene
de IL-10""""2",

Niveis séricos elevados de IL-10 foram demonstrados em adultos com pneumonia
adquirida na comunidade e estdo correlacionados com a gravidade da doenga'”’. Os
investigadores examinaram se os polimorfismos genéticos na regido reguladora do gene

para IL-10 estdo associados com a sepse, com resultados conflitantes. O alelo G (“forte

secretor”) na posi¢ao -1082 foi associado a doenga mais grave, quando comparado com o
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alelo "fraco secretor" em uma coorte de adultos com pneumonia adquirida na

. 123
comunidade

. Em uma coorte de pacientes com doenga pneumocdcica comprovada em
hemocultura, 54% dos pacientes que desenvolveram choque séptico eram portadores do
alelo G e apresentavam maior secrecao de IL-10, enquanto apenas 16% dos pacientes que
nio desenvolveram choque séptico tinham esse alelo'> . Quanto ao SNP IL-10 -592, ndo
houve um risco aumentado de sepse em coorte dos adultos em estado critico. Nesses
pacientes com o alelo /L-10 -592 “fraco secretor”, a mortalidade foi mais elevada, quando
comparados com aqueles com o alelo C, independentemente de terem sido preenchidos os
critérios de sepse' .

Em contraste, Reid'*® et al (2002) ndo observou associagio entre os haplétipos de
IL-10 (e nem os niveis séricos de IL-10) e a mortalidade em uma coorte de adultos de
uma UTI com uma grande variedade de diagnosticos cirirgicos e problemas traumaticos.
Estes resultados contraditorios podem ser devidos aos pacientes incluidos; por exemplo,
todos os pacientes incluidos no estudo por Schaaf et al'** tinham um processo em curso,
enquanto no estudo feito por Reid et al tinham uma variedade de doengas com etiologias
diversas, incluindo ndo-infecciosas.

Assim, estudos de associacdo entre os polimorfismos regulatorios na regido
promotora do gene que codifica a IL-10 sdo um tanto conflitantes. Por um lado, parece
haver um aumento no risco de doenca mais grave (desenvolvimento de choque séptico)
em individuos que tém o gendtipo GG secretor alto no alelo 1082, mas por outro lado ha

. . . ., ras . 10
uma maior mortalidade em individuos com a gendtipo secretor baixo no locus 592" .

3.3.6. CD14 e TLR4, e seus SNPs

Infecg¢do devida a microorganismos Gram- ¢ uma causa importante de septicemia
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e choque séptico. CD14 e TLR-4 sdo parte do mecanismo de reconhecimento e de
resposta ao LPS .

O CDI14, um receptor de superficie, ¢ um importante elemento na sequéncia de
ativagdo de mondcitos e macréfagos por bactérias Gram-, induzida pelo reconhecimento
de endotoxinas bacterianas. A clivagem enzimdtica de CD14 presente na membrana
celular também libera um fragmento soluvel (sCD14), que pode ligar-se a endotoxina
circulante, reduzindo assim sua atividade biolédgica.

Um sitio polimoérfico com substituicdo de C por T numa posi¢do 159 nucleotideos
acima do sitio de iniciagdo da transcrigdo (260 nucleotideos acima inicio da tradugio)'*”
' foi identificado na regido promotora do gene CD14. O alelo T minoritario mostra
aumento da atividade transcricional em estudos de casos’, e, como previsto, os
individuos homozigotos para este alelo tém niveis aumentados de CD14'*%12*13! |
Os estudos realizados para verificar se o sitio polimdrfico 159 estd associado com

. ~ A : 132-134
infec¢do ou sepse tém resultados conflitantes

, que podem ser devidos a auséncia de
qualquer associagdo de CD14 com sepse, ou as diferengas inerentes aos estudos, tais

como o numero de pacientes analisados, origem da infeccdo (cirurgia, trauma,

. \ . : 10
pneumonia), ou a heterogeneidade dos pacientes .

3.3.7. Enzima Conversora de Angiotensina e ECA I/D

A enzima conversora de angiotensina [ (ECA) ¢ encontrada no epitélio e células

endoteliais, ¢ a principal responsavel da conversdo da angiotensina I em II. A ECA
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também estd envolvida no metabolismo de peptideos quimiotaticos, sugerindo que pode
desempenhar um papel na resposta inflamatoria. Individuos apresentam variabilidade nos
niveis plasmaticos e teciduais de ECA, e as evidéncias sugerem que ambas as variagdes
sdo devidas, em parte, a fatores genéticos' . Especificamente, a inser¢do (I) / delegdo
(D) de uma sequéncia ndo codificante de 287 pares de bases no intron 16 do gene para a
ECA" estd associada com niveis plasmaticos varidveis; com o genétipo DD, estdo
associados niveis de ECA no plasma e no tecido mais elevados do que encontrados em

137-138

homozigotos e heterozigotos carreando o alelo 1. . O mecanismo pelo qual a delegdo

A e . roos Lo : 1..139-140
desta sequéncia ¢ associada com niveis aumentados da ECA ¢ ainda controvertido ,

mas pode envolver regulagdo da transcrigio'*'.

Alguns estudos examinaram a associagao entre o polimorfismo I /D da ECA e a
sepse. Em um estudo, o genotipo D/D esteve associado com doenga meningococica grave
em criancas, € com maior prevaléncia em pacientes que usaram suporte inotrépico e
ventilagdo mecanica, mostrando-se preditivo de maior tempo de permanéncia na UTI e de

mortalidade'*%.

Adicionalmente, a frequéncia do gendtipo D/D foi mais frequente nas
criancas que foram a Obito do que nos sobreviventes, embora nio alcancando
. . N . , e 142
significancia estatistica "~ .
Mais recentemente, ndo foi observada diferenca significativa na suscetibilidade a
septicemia, ou a mortalidade associada a sepse, em uma coorte de criangas em ventilagiao

As 143
mecanica com peso ao nascer <1500 g

. Em uma coorte de pacientes adultos internados
em UTIL, o gendtipo DD foi mais frequente encontrado nos pacientes com SDRA
comparados com os pacientes sem SDRA em UTIL. Uma vez SDRA desenvolvido, a

mortalidade foi mais elevada nos pacientes com o gendtipo D, sugerindo um papel

patogenético importante para ECA'*,
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3.3.8. Inibidor do Ativador de Plasminogénio do tipo I (PAI-1)

Acredita-se que a patogénese da faléncia multipla de 6rgdos na sepse envolva

45 A atividade diminuida de

disfuncdo endotelial e deposi¢do intravascular de fibrina
anticoagulantes, ou os niveis elevados de inibidores da fibrindlise, podem levar a
deposi¢do de fibrina e contribuir para a faléncia de multiplos 6rgaos.

PAI-1 ¢ inibidor primério dos ativadores fisioldégicos do plasminogénio
(responsavel pelo inicio da fibrindlise). Altas concentracdes plasmaticas de PAI-1 t€m
sido observados na sepse'*’, meningite grave'*’ e estio correlacionadas com um pior
prognostico.

Um polimorfismo envolvendo a inser¢ao ou delecdo de um unico nucleotideo dentro
da regido promotora parece influenciar a producdo de PAI/-1. Individuos homozigotos
para uma sequéncia envolvendo quatro guaninas (4G/4G) produzem mais PAI-1 do que
os heterozigotos (4G/5G) ou homozigotos para 5 guaninas (5G/5G) '**.

Em uma grande coorte de criangas com doenca meningocdcica, o genotipo 4G/4G
teve elevados niveis plasmaticos de PA/-1, e um aumento no risco de morte por sepse, em
comparagio com criangas com genotipos 4G/5G ou 5G/5G'*. Individuos com doenga
meningococica cujos parentes de primeiro grau eram portadores do gendtipo 4G/4G
também parecem estar em um maior risco para o desenvolvimento de choque séptico, em
vez de meningite'”’. Finalmente, em uma coorte de pacientes adultos traumatizados,
aqueles com o genotipo 4G/4G apresentaram concentragdes plasmaticas mais elevadas de
PAI-1 em comparagio com individuos com os demais gendtipos'”'. Assim, parece haver

uma forte associagdo entre o genotipo PAI-1- 4G/4G, concentragdes plasmaticas elevadas

de PAI-1 e pior prognostico na sepse.
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3.3.9. Lectina Ligadora de Manose (MBL)

Lectina Ligadora de Manose (MBL) ¢ uma molécula do Sistema Complemento
envolvida na resposta imediata'** a patogenos. Possui dois papéis na defesa imunitéria: 1)
estd envolvida com a opsonizagdo bacteriana, devido a sua capacidade de se ligar nos

oligossacarideos N-acetil glicosamina e manose'

na superficie das bactérias; 2) a
ligacdo de MBL associada com serina-proteases leva a ativagdo do Complemento,
independentemente do anticorpo’™* . Deficiéncias em MBL tém sido associadas com o
aumento da susceptibilidade a infecgdes'™ .

Sitios polimorficos resultam em alteragdes de aminoacidos que interferem com a

152,156,157

polimerizacdo, resultando em aumento na degradacdo de MBL e redugdo de

o A 156
niveis séricos de MBL ™.

Estudos tém demonstrado associacdo entre polimorfismos genéticos no gene MBL

. . - . ~ . 158 , . ~ . , .

e hospitaliza¢des por infecgdes em criancas ~ , numero de infec¢des respiratorias agudas
: 159 : . ~ . ;. 160 g eqe

em criangas ~, risco aumentado para infec¢des meningocodcicas ~, susceptibilidade a

. - . , . . A . 161 .

infec¢cdes em pacientes com lipus eritematoso sistémico ~, e risco aumentado para

. ~ e 162

infecgdes respiratdrias - recorrentes.

Recentemente, uma revisdo sistematica sobre o papel da MBL na infecgdo
neonatal mostrou resultados contraditérios em relacdo ao gendtipo MBL2 e infecgdo.
Recém-nascidos com baixos niveis de MBL apresentaram maior freqiiéncia de sepse
confirmada quando comparada com RN com niveis normais de MBL'®.

Um nivel baixo de MBL pode parecer ser um fator de risco para sepse neonatal,
mas antes que o nivel MBL possa ser adicionado ao painel de medidas de risco de sepse
em RN, a associacdo precisa de ser confirmada em um ensaio multicéntrico grande com

melhor defini¢do de baixos niveis de MBL'®.
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3.3.10. Selectinas

Moléculas de adesdo desempenham um papel crucial na migra¢do e ativagdo
leucocitaria durante a fase inicial da resposta imune. Selectinas sdo proteinas que
medeiam a liga¢do inicial dos leucocitos as células endoteliais. Este processo € o
primeiro passo na cascata de aderéncia que culmina no extravasamento de leucocitos até
o sitio de inflamagdo, dano ou infecgdo'®. Existem 3 tipos de Selectinas: a E-Selectina é
exclusivamente expressada nas células endoteliais em resposta a um estimulo
inflamatério'®; a P-selectina é armazenada nas plaquetas ¢ células endoteliais, ¢ ¢
translocada para a superficie da célula apds a ativagdo; a L-selectina ¢é expressa em
leucocitos'® .

Além do estimulo inflamatdrio, polimorfismos genéticos também podem ter um
impacto na expressao de selectinas e, indiretamente, sobre a suscetibilidade dos pacientes
a doenca. O polimorfismo Ser/284rg no gene da E-Selectina leva a alteragdo da
sequéncia de aminoacidos. O estado de portador do alelo variante (Argl28) esta
associado com uma aderéncia deficiente de leucocitos a células endoteliais'®’ %,
tendéncia exacerbada a coagulagio'® e gravidade da doenga aterosclerodtica'”’ .

O polimorfismo Thr715Pro da P-selectina nos portadores do alelo mutante
(Pro715) est associada com niveis reduzidos de P-selectina sérica soliivel'” e protegdo
contra infarto do miocardio'”*.

A alteracdo de expressdo destas selectinas também podem contribuir para o
nascimento prematuro ¢ desempenham um papel em algumas complica¢des pos-natais,
especialmente na sepse e displasia broncopulmonar (DBP). Assim, existe uma possivel
associacdo entre polimorfismos de selectina e parto prematuro, bem como risco de sepse

10 .
e DBP em prematuros = com baixo peso ao nascer.
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Em conjunto, a partir dessa amostragem da literatura, podemos constatar que
existem poucos estudos na infincia e que outras investigacdes devem ser feitas com um
maior nimero de pacientes para determinar a importancia desses polimorfismos genéticos

na evolugdo da sepse grave.

3.4 Implicagdes para a pratica médica

Apesar de muitos esfor¢cos no entendimento na fisiopatogenia e fatores de risco a
respeito da susceptibilidade a infec¢des, ha ainda a necessidade de uma nova abordagem
que identifique as associacdes causais entre fatores ambientais pré e pos natais,
modifica¢des de longo prazo na regulacdo epigenética (influéncia de fatores dos meios
interno e externo sobre o funcionamento dos genes) e doencas, o que permitird
intervengdes especificas em fases iniciais da vida que conduzam a melhoria da saude
humana'” .

Nesse contexto, avangos no conhecimento do genoma humano e a convergéncia
tecnoldgica envolvendo a biologia e genética, sdo os alicerces da investigagdo de
mecanismos moleculares no desenvolvimento de doencas, e nas caracteristicas genéticas
de cada paciente, considerado como um individuo unico, possibilitando que as
intervengdes ocorram antes da constatacdo da doenga. Estudos prospectivos de coortes
em comunidades selecionadas com marcadores genéticos, podem ajudar identificar
fatores genéticos com impacto significativo sobre a susceptibilidade a doencas
complexas' .

Em linhas gerais, os principais requisitos para a efetiva aplicagdo clinica da
gendmica em Pediatria envolvem plataformas de vazdo suficiente para a detec¢do de

polimorfismos genéticos e o estudo da expressdo génica em larga escala; repositorios de
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material bioldgico articulados com bancos de informagdes clinicas e populacionais e com
servicos ambulatoriais e hospitalares; e programas de ensino e treinamento em genomica
clinica para estudantes e profissionais da satide'”.

Apds a conclusdo do Projeto Genoma Humano, instituicdes como Children’s
Hospital Boston e Children’s Hospital of Philadelphia construiram centros dedicados a
gendmica clinica com o intuito de estudar intera¢des entre genes e ambiente, e identificar
os componentes genéticos e ambientais nas doengas multifatoriais. Esses programas tém
operado em duas linhas principais: i) estudos de polimorfismos de DNA e de variagdes
estruturais no genoma para identificar individuos com risco aumentado de desenvolver
determinada doenga'’® ; ii) estudos de expressdo génica para esclarecer o mecanismo
molecular das doengas e para a obtencdo de marcadores gendmicos de diagnostico,
prognéstico e avaliagdo da resposta a agentes terapéuticos' .

Entenda-se desta descri¢ao que os custos sdo muito elevados, porque plataformas
de alta vazdo pressupdem equipamentos de Ultima gerac¢do, operados por profissionais de
consideravel especializacdo, numa base permanente, ou seja, os custos de pessoal e de
manuten¢do aumentam consideravelmente o investimento em equipamento e instalacdes.
A recomendacgdo de se conduzir estudos em tipagem de DNA (detec¢do de polimorfismos
génicos) e em deteccdo de RNA (estudos de expressdo génica) implica em aumento
consideravel de custos, j4 que essas areas de estudo utilizam recursos materiais
(equipamentos, reagentes) que lhes sdo proprios, €, no caso de RNA, precaugdes técnicas
adicionais. A isto se somam todos os custos ligados a informatizagdo, visto que o uso de
uma plataforma como esta e a consulta a bancos de dados genéticos pressupdem recursos
e competéncias informaticas que ndo estdo necessariamente disponiveis em qualquer
instituigao.

O investimento em tal capacitagcdo institucional tem sua justificagdo no sucesso

desta abordagem em varias areas da Medicina. A obtencdo de biomarcadores para
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diagnostico, prognodstico e identificacdo de alvos terapéuticos através do estudo da
expressao génica mostrou-se de grande utilidade no diagnostico, progndstico e orientacao
terapéutica, por exemplo, na Oncologia, ja sendo uma realidade na pratica clinica em
paises desenvolvidos, embora ndo necessariamente disponivel em qualquer centro
hospitalar. No Brasil, a implanta¢do de recursos tecnologicos desta ordem, mesmo que
restrita aos servigos de Oncologia, ndo acompanha ainda a tendéncia internacional, o que
reflete a desigualdade social e o acesso ainda limitado de grande parte da populacdo a
recursos modernos de diagndstico e tratamento' .

Tais consideragdes acarretam que a capacitacdo em genOmica clinica, aplicada a
qualquer area da Medicina, de uma institui¢do brasileira, exige considera¢des adicionais,
tendo em vista os custos muito elevados, as desigualdades regionais e institucionais, as
caréncias de formacao de pessoal técnico em metodologias avangadas, as dificuldades de
absorcdo de tais profissionais em um servigo de saude que ¢, em grande parte, mantido
pelo Estado, e as diferencas marcantes entre instituicdes primdrias, secundarias e
terciarias de Saude, sendo essas ultimas as Unicas com perfil compativel com estas
ambicgdes.

Na érea da disciplina de Pediatria Neonatal, a Gendmica Pediatrica podera dar
suporte ao manejo das infecgdes neonatais, principal causa da mortalidade neonatal
tardia. Tal perspectiva ¢ sugerida por dados da literatura'”” | relativos a caracterizagio de
polimorfismos em genes ligados a resposta imune natural que influenciam a evolugdo da
resposta a terapia na sepse.

Contudo, mesmo a aplicacdo do conhecimento ja existente a Genomica Pediatrica
ndo ¢ apenas limitada por consideracdes de custo, existem problemas cientificos por
resolver, que ndo sdo necessariamente os mesmos relevantes no contexto da clinica
oncoldgica. O principal ¢ a fundamentacdo cientifica da busca de qualquer marcador

individual no contexto da pratica clinica, fundamentagdo esta que ¢ ainda mais relevante
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quando hé urgéncia na tomada de decisdes, como ¢ o caso da sepse neonatal. Que existem
muitos marcadores candidatos, com impactos variaveis sobre os desfechos relevantes,
ndo ha davida. O problema, ainda ndo resolvido, ¢ quais biomarcadores deveriam ser
rotineiramente avaliados em nossos pacientes, a cada vez que o diagndstico de sepse
neonatal se apresenta.

O biomarcador ideal seria aquele cuja determinagdo pudesse ser feita rapidamente e
de forma altamente reprodutivel, e que tivesse um impacto demonstravel sobre o
progndstico, de magnitude suficiente para fazer uma diferenca na pratica clinica. Se um
unico marcador ndo atende a esses critérios, combinagdes de biomarcadores poderiam ser
utilizadas com esta finalidade. Nestas condi¢des, no entanto, a cada novo biomarcador
que entre no processo de avaliagdo, crescem os custos, 0 tempo necessario para a
realizacdo dos testes, e, principalmente, o tempo de analise necessario para interpretagdo
dos mesmos e defini¢do de uma conduta. Em outras palavras, quanto maior o nimero de
marcadores genéticos com impacto moderado, menos eficiente ¢ a tradugdo do
conhecimento em decisdo clinica, e menos justificavel ¢ o investimento institucional.

Nao ¢ possivel resolver este impasse sem uma consulta aprofundada a literatura
especializada, com vistas a responder a uma pergunta clara: ja estdo bem estabelecidos os
biomarcadores que podem fundamentar o prognostico na sepse neonatal, e quais sdo
eles?

Finalmente, ¢ igualmente importante responder a questdo da viabilidade de uma
estrutura avancada de gendmica clinica aplicada a sepse neonatal em nossas condigdes
institucionais. Mesmo que o conhecimento cientifico exista para justificar o investimento,
a nossa realidade institucional permite ?

O Instituto Fernandes Figueira (IFF) ¢ uma unidade de Assisténcia, Ensino, Pesquisa
e Desenvolvimento Tecnoldgico da Funda¢ao Oswaldo Cruz (Fiocruz), conveniada ao

Sistema Unico de Saude (SUS), que tem como missio melhorar a qualidade de vida,
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promovendo a saude da mulher, da crianca e do adolescente.

O Departamento de Neonatologia do IFF assessora e apoia o Ministério da Satide no
desenvolvimento do cuidado neonatal em 42 maternidades em todo o pais, coordena
sistema de monitoramento e pesquisa em 16 servi¢os universitarios da Rede Brasileira de
Pesquisas Neonatais (RBPN) e faz parte da Rede Brasileira de Avaliagdo de Tecnologia
em Saude (Rebrats).

A qualidade da atencdo nesta area de atuagdo pode ser aprimorada com a necessidade
de formagdo de pesquisadores nesta area do conhecimento. Neste contexto, observa-se
que o numero de estudos clinicos em criangas ainda ¢ pequeno quando comparado ao
numero de estudos em adultos. Por outro lado, muitos destes marcadores biologicos ainda
necessitam comprovar sua efetividade no diagnostico da sepse, a fim de justificar todo o
investimento oneroso na realizagdo de grandes coortes prospectivas na faixa etaria
neonatal.

Ao todo, o IFF dispde de 114 leitos, 20 deles reservados aos recém-nascidos
internados nos bergéarios de alto risco e intermediario e 7 para os RN cirtrgicos. A
Unidade de Pacientes Graves (UPG) possui capacidade de 6 leitos e atende pacientes na
faixa etaria de 1 més a 17 anos de vida, portadores das mais variadas patologias clinicas e
cirurgicas a partir da demanda interna dos ambulatdrios de pediatria e de especialidades
pediatricas, enfermarias de pediatria e cirurgia, centro cirtirgico, Ber¢ario de Alto Risco e
Unidade Intermediaria ou pela demanda externa proveniente da rede de assisténcia do
SUS cujos pacientes sdo referidos pela central de regulagdo de vagas ou pela solicitagao
direta de profissionais de saude das unidades publicas ou, em menor proporcao, pelas
unidades privadas.

No cenario de convergéncia tecnologica que caracteriza a Medicina moderna, ¢

essencial a formagdo de equipes multidisciplinares capacitadas a atuar num ambiente de
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continua inovag¢do. A introdu¢do da GenOmica na pratica pediatrica faz parte desse
processo de formacao.

A partir de 2003 um projeto sobre biomarcadores vém sendo desenvolvido na
UPG/IFF intitulado: “Avalia¢do respiratoria, metabolica e parametros inflamatorios em
criancas submetidas a ventilacdo mecanica na Unidade de Pacientes Graves do IFF-
Fiocruz. Desenvolvimento de protocolos clinicos para evidenciar marcadores
prognosticos”, sob a geréncia de Dra. Zina Maria Almeida de Azevedo, coordenadora-
médica da UPG/IFF. Ja trabalham nesta Unidade ou em parceria com outras unidades da
FIOCRUZ, profissionais com formagdo e experiéncia em delineamentos de estudos
clinicos, epidemiologia, andlise de dados e economia em satide, em apoio aos grupos de
pesquisa existentes como ¢ o caso do Laboratorio de Fisiopatologia Humana
(IFF/Fiocruz) onde sdo realizados estudos de genotipagem e outras analises laboratoriais
e conta com a colaborac¢do e apoio do Laboratério de Hanseniase do Instituto Oswaldo
Cruz (IOC/Fiocruz) onde as amostras processadas sdo submetidas a estudos moleculares.

Tendo em vista o exposto acima, ¢ importante avaliar se estudos de caracterizagao
do impacto de polimorfismos sobre o prognostico da sepse neonatal ja podem ser
conduzidos, de forma produtiva, em nossa instituicdo, tomando como base a atuacio
conjunta dos varios setores (UPG, Neonatologia, Fisiopatologia Humana) e a informagao
jé gerada por eles até o momento.

No presente estudo, procuramos responder a essas questdes, através do
levantamento de referéncias e informagdes ja disponiveis na comunidade cientifica e da
avaliagdo de dados sobre pacientes neonatais ja disponivel em banco de dados

genotipicos da Instituicdo.
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HIPOTESE DE ESTUDO

A tipagem de polimorfismos génicos pode ajudar a identificar precocemente
pacientes em maior risco de desfechos graves resultantes de infec¢do, durante o periodo

neonatal, no ambiente hospitalar em contexto de terapia intensiva.

OBJETO DE ESTUDO
Aplicabilidade ao prognostico da sepse neonatal, e das suas complicagdes, da
andlise de polimorfismos génicos envolvendo genes que codificam citocinas e outras

proteinas relevantes para a resposta inflamatdria e a imunidade inata.

OBJETIVO GERAL

Avaliar a aplicabilidade da andlise de polimorfismos génicos envolvendo genes
que codificam citocinas, e outras proteinas relevantes para a resposta inflamatoria e a
imunidade inata, a0 progndstico da sepse neonatal e suas complicagdes, com base na
literatura especializada e no estudo de pacientes atendidos no Instituto Fernandes

Figueira.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Verificar se a literatura cientifica especializada ja permite definir um conjunto
de polimorfismos com valor prognéstico bem estabelecido, que possam ser aplicados
sistematicamente a avaliacdo de risco de sepse e suas complicacdes em pacientes
atendidos em UTI neonatal no Instituto Fernandes Figueira.

2 Levantar os dados j& existentes sobre polimorfismos de possivel valor

prognostico, em pacientes atendidos em UTI neonatal no Instituto Fernandes Figueira.
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METODOLOGIA

5.1 - Natureza e contexto institucional da pesquisa

Este estudo ¢ vinculado a um projeto maior sobre biomarcadores em sepse que
vém sendo desenvolvido na UPG/IFF desde 2003, intitulado: “Avaliagdo respiratoria,
metabdlica e parametros inflamatorios em criangas submetidas a ventilagdo mecdnica na
Unidade de Pacientes Graves do IFF-Fiocruz. Desenvolvimento de protocolos clinicos
para evidenciar marcadores prognosticos”’, coordenado pela Dra. Zina Maria Almeida
de Azevedo, da Unidade de Pacientes Graves, Depto. de Pediatria, Instituto Fernandes
Figueira, FIOCRUZ. O projeto foi atualizado em 2009 e aprovado com registro CAAE
0032.0.008.000-09 sob o titulo “Validagdo de protocolos clinicos para evidenciar
marcadores prognosticos para o paciente pediatrico critico”.

Pelas razdes detalhadas acima, na secdo final do referencial tedrico, a pesquisa
foi, necessariamente, conduzida em dois planos completamente distintos. Primeiramente,
foi feito um esforg¢o de responder, o mais criteriosamente possivel, a uma questao clara: a
literatura cientifica internacional nos oferece, hoje, de forma incontestavel, um conjunto
de informacgdes que justifiquem o esforco de montagem e aplicagdo de uma bateria de
testes moleculares a pacientes em risco de sepse, no contexto de internagdo em UTI
neonatal? Se a resposta ¢ positiva, quais os testes que devem ser implementados, € o que
se espera dos resultados obtidos?

Em seguida, baseando-nos no conteudo desta mesma literatura cientifica
internacional, foi feito um esfor¢o de responder a outra questdo igualmente clara e
importante: qual a realidade, hoje, da nossa institui¢do, no referente a estruturacido e
aplicacdo de tais testes, especialmente em comparacdo com a retratada em estudos feitos

em grandes centros internacionais?
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A primeira pergunta s6 pode ser respondida por um exame cuidadoso das
publicagdes sobre o assunto, e necessariamente ¢ abordada através de métodos de revisdao
sistemdtica, nos quais possamos ter acesso a detalhes sobre os estudos primarios e as
instituicdes de pesquisa que os conduziram.

A segunda, em contraste, s6 pode ser respondida por exame detalhado dos
prontudrios de pacientes, incluindo toda a informagao clinica e genética disponivel, que
nunca foi publicada, de uma forma que nos permita avaliar at¢é que ponto nossa
instituicdo estd capacitada a conduzir estudos como os executados em outros centros
internacionais sobre o mesmo assunto.

Esta dicotomia de propositos se reflete numa clara separacdo entre os métodos

utilizados nas duas fases do estudo, que serdo detalhados separadamente.

5.2 - Revisao sistematica da literatura

Realizamos uma busca de evidéncias na literatura para determinar quais SNPs ja
identificados e estudados no periodo neonatal e quais os estudos de associagdo com a
sepse, ja realizados nesta faixa etiria. A busca de evidéncias seguiu as quatro etapas

seguintes:

5.2.1 Busca dos estudos primarios.

Foi realizada a busca de forma sistematica na literatura, através da base de dados
eletronicos de registros de ensaios clinicos PubMed Medline, com os limites para
estudos “humans”; “newborn : birth-lmonth”. Outras bases de dados que contém artigos
ndo publicados, teses ou projetos de pesquisa ndo foram consideradas. Foram utilizados
os seguintes descritores no indexador de assuntos médicos (MeSH): “neonate or
premature or VLBW or LBW ”; “sepsis or neonatal infections”; “polymorphism or

polymorphisms or genetic variability or polymorphism or genotype”. A ultima busca
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finalizada foi realizada em janeiro de 2012. Foram analisadas referéncias em inglés,
espanhol e portugués. Ja os artigos em Polonés e Chinés (este com abstract em inglés)

foram excluidos.

Para o fluxograma de busca foram utilizados sucessivamente os descritores:

- “neonate or premature or VLBW or LBW ” com os limites “humans”; “newborn :

birth-1month”

9 ¢

- “sepsis or neonatal infections” “neonate or premature or VLBW or LBW ” com os

99, ¢

limites “humans”; “newborn : birth-1month”

- “polymorphism or polymorphisms or genetic variability or polymorphism or

99, ¢

genotype” com os limites “humans”; “newborn : birth-1month”

- “neonate or premature or VLBW or LBW ” AND “sepsis or neonatal infections”
AND “polymorphism or polymorphisms or genetic variability or polymorphism or

99, ¢

genotype” com os limites “humans”; “newborn : birth-1month”

5.2.2 Sele¢ao dos estudos localizados com base nos critérios de inclusao e

exclusao

A selecdo dos trabalhos para analise detalhada foi realizada independentemente
por dois avaliadores, com formacdo em Alergia e Imunologia e experiéncia em
Neonatologia. O critério de inclusdo foi: estudos que avaliaram o impacto da
variabilidade genética na sepse em recém nascidos ou prematuros de baixo peso ao
nascer. Os critérios de exclusdo foram: artigos que continham relatos de caso; estudos
sem avaliacdo da sepse como desfecho; revisdes metodologicas; artigos relativos a faixa
etaria ndo-neonatal; estudos de diversidade genética de microorganismos; estudos sobre a

diversidade de técnicas; e quaisquer outros artigos recuperados nas buscas que ndo se
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enquadram no critério de inclusdo. Todos os estudos identificados na busca inicial
tiveram seus resumos avaliados; apds a eliminacdo das referéncias que ndo se
enquadravam nos critérios de inclusdo, foi feita a analise dos artigos na integra, sempre

que 0s mesmos estivessem acessiveis.

5.2.3 Avaliacio da qualidade dos estudos incluidos

Dos estudos selecionados todos foram avaliados integralmente. Analisamos a
qualidade da literatura publicada, baseando-nos numa série de padrdes metodologicos

para a avaliacdo em pesquisa molecular genética, com base estabelecida por principios de
. . . , « 180
epidemiologia clinica ™.

Adicionalmente, através de critérios pré-definidos, avaliamos criticamente cada
publicagdo, com vistas a detectar eventuais problemas na condug¢ao e interpretacao de tais
estudos'™.

Nesta etapa, nosso principal objetivo foi identificar se as conclusdes de cada
trabalho apdiam ou n3o a suposicdo de que a tipagem dos genes de interesse ja
fundamenta, de forma bem-estabelecida, o uso sistematico para o prognéstico de sepse
neonatal e suas complicacdes.

Os 24 estudos incluidos foram avaliados em relagdo de 7 (sete) normas
metodologicas para a ciéncia epidemioldgica e clinica definida por Bogardus e
colaboradores que incluiram: reprodutibilidade, objetividade, delimitacdo dos casos, a

adequagdo do espectro no grupo caso, delincamento do grupo de comparagdo, a

adequagdo do grupo de comparagio e resumo quantitativo'®’.
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5.3.6 Analise e interpretacao dos dados

A andlise dos dados de cada uma das referéncias selecionadas ¢ apresentada de
forma descritiva, resumindo as evidéncias apresentadas, e levando em conta a clareza das
medidas de resultado, a adequacdo dos métodos de andlise, as informagdes sobre
conflitos de interesse, ¢ a coeréncia entre os resultados e as conclusdes e/ou

recomendacoes.

5.4 Estudos de pacientes

5.3.1 Local de realizacio do estudo

O IFF foi a instituicdo onde foram acompanhados todos os individuos estudados,
coletadas as amostras e registrado em banco de dados previamente existente com
informacgdes clinicas dos pacientes incluidos no estudo.

Para estudos de genotipagem e outras analises laboratoriais, amostras coletadas e
processadas no Laboratério de Fisiopatologia Humana (IFF/Fiocruz) e submetidas a
estudos moleculares no Laboratorio de Hanseniase do Instituo Oswaldo Cruz

(I0C/Fiocruz).

5.3.2 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo de uma coorte populacional, retrospectivo, relativo as
frequéncias de diferentes alelos identificados por Polimorfismos de Base Unica (SNPs) e
medidas de associa¢do com sepse neonatal.

Foram incluidos no estudo pacientes que tiveram internagdo em UTI Pediétrica

(UPQG), coletaram amostra de DNA para genotipagem para os SNPs TNF-308 ; TNF -
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863 ; IL 6-174; LTA+252 ; MIF-173; IL 10- 819 durante tal internagdo e nasceram

na maternidade do Instituto Fernandes Figueira, como representado no grafico a seguir.

Grafico 4 — Desenho de Estudo da Pesquisa
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Como este estudo tem por finalidade calcular as medidas de associagdes entre o
desfecho sepse neonatal e alelos identificados por SNPs nos pacientes que evoluiram de
forma grave em UTI Pedidtrica, o periodo de investigacdo correspondeu a internagdo em
UTI Neonatal.

Os dados genotipicos disponiveis foram correlacionados com caracteristicas
demogréficas e clinicas dos pacientes durante a internacdo no periodo neonatal, seja no
Bercario de Alto Risco no Departamento de Neonatologia ou na UTI Neocirurgica no
Departamento de Cirurgia Pediatrica do Instituto Fernandes Figueira.

O objetivo do estudo ¢ determinar a frequéncia e o perfil da sepse neonatal para as
criangas com diferentes alelos de citocinas, associando-se os principais fatores de risco de
morbidade no periodo neonatal, frente a amostra selecionada e condi¢des especificas

expostas no estudo.
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A selecao desses pacientes ocorreu pelo unico critério de disponibilidade dos
resultados da genotipagem de DNA, realizado e anteriormente em outro estudo e
fornecido pela responsavel pela linha de pesquisa Dra Zina Maria Almeida de Azevedo.

Ap6s definicao dos pacientes selecionados, foi realizada a constru¢do de um banco
de dados clinicos, em tabela no Microsoft Excel para MAC versio 2011, com
informagdes coletadas através de consulta aos prontudrios durante a internagdo no
periodo neonatal. Coleta dos dados segundo a ficha elaborada pelo pesquisador da tese

(Apéndice 1).

5.3.3 Classificacio Demografica dos Pacientes incluidos no Estudo

As criangas foram classificadas conforme género e idade. A idade foi analisada de
acordo com a idade gestacional detectada pelo exame fisico, de maturidade fisica e
neuromuscular pela exame de Ballard (Anexo 1) e considerada a varidvel em dias de

vida.

5.3.4 Classificacao Clinica dos Pacientes

Os pacientes foram estratificados quanto a presenca ou auséncia do diagndstico de
sepse neonatal, segundo informagdo contida no prontuario. Foram classificados como
sepse neonatal aqueles que evoluiram com sepse, suspeita ou confirmada por
hemocultura, ou por positividade em liquor, urinocultura, aspirado traqueal, ou swabs
positivos e tipificados para germes contaminantes. Os pacientes que apresentaram sepse
classificada como precoce ou tardia, ou ambas, foram considerados no mesmo grupo, sem

diferenciagdo quanto ao tempo de vida no momento do diagnéstico da sepse neonatal.
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5.3.5 Variaveis analisadas

Foram avaliadas variaveis clinicas e demograficas, a partir de prontuarios médicos e

indexados resultados de amostragem de DNA para polimorfismos genotipicos de

citocinas selecionadas.

Foi feito um script com as varidveis:

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Género (Masculino e Feminino)

Idade Gestacional (em dias) pelo Ballard

Mal formagao fetal

Peso de nascimento (em gramas)

Uso materno de Antibioticos durante o parto

Uso materno de corticoide antes do parto

Colonizagao por GBS ( Streptococcus Beta hemolitico)
Parto Cesariana

Prematuridade

Etnia / Raga

Infeccdo materna por Toxoplasmose, Rubéola, Citomegalovirus, Hepatites ou
Sifilis (TORCHS)

Presenga de bolsa amniotica rota no momento do Parto
Diagnéstico de Sepse Neonatal

Uso de cateter venoso profundo

Paciente cirurgico (CIPE)

Assisténcia ventilatoria invasiva
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5.5 Analise estatistica

Todos os dados foram coletados em formulédrio padronizado e transferidos ao
banco de dados desenvolvido para o projeto. Para andlise estatistica do banco de dados
clinicos, foi utilizado o Software R version 2.11.1.A planilha foi gerada pelo Excell e
formatada com dados e graficos gerados a partir desta em formato .csv.

Foram calculadas as freqiiéncias genotipicas, alélicas e haplotipicas, em todos os
pacientes, dos seguintes SNPs ( Polimorfismos de base Unica) :
TNF-308 ; TNF -863 ; IL 6-174; LTA+252; MIF-173; IL 10- 819
Foi utilizado como referéncia a analise estatistica para os alelos das citocinas,
baseados em sua maior frequéncia em populagdes e estudos descritos na literatura.

Para analisar se as frequéncias genotipicas estabelecidas correspondem as
esperadas pela Lei de Hardy-Weinberg e realizado o Teste y° no grupo de bebés nio
sépticos (considerados nosso grupo controle), sendo consideradas em Equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) as populac¢des que apresentaram resultados abaixo de 3,84.

Variaveis quantitativas foram apresentadas como médias aritméticas, erro padrao da
média e medianas. O Teste T foi utilizado para analisar as diferencas nas variaveis
demograficas categoricas (idade gestacional e peso de nascimento). O teste de Chi-
Quadrado ou y* para as variaveis género e maturidade (a termo e pré-termo) e entre os
pacientes e entre as varidveis clinicas categéricas (uso materno de antibioticos durante o
parto, uso materno de corticéide antes do parto, colonizacdo por GBS, parto cesariana,
prematuridade, diagnostico de sepse neonatal, uso de cateter venoso profundo, paciente
cirargico, assisténcia ventilatéria invasiva, tempo de internacdo na UTI Neonatal,
diagnéstico de sepse na UPG, 6bito apos periodo neonatal).

Para correcdo da varidvel prematuridade, foi criado um banco somente de prematuros

e um so de bebés a termo, para analise separadamente.
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Foram realizadas andlises estatisticas contemplando gendtipos, carreadores, alelos e
haplétipos. A Razdo de Chances (OR - Odds Ratio), com Intervalos de Confianga de 95%
(95% IC), obtida através dos modelos de regressdo logistica GLM e LRM (do inglés
“generalized linear model” e “logistic regression model”), controlando os potenciais
fatores de confundimento: prematuridade, género, etnia e presenga de acesso venoso
profundo. Foi realizada uma andlise de regressdo stepwise assim como testes de interagdo
para avaliar o significado estatistico das co-varidveis etnia, género, idade gestacional,
peso de nascimento, prematuridade, presenca de bolsa rota ha mais de 24h, presenca de
mal formagao fetal, parto cesariana e presenga de acesso venoso profundo. Dentre estas, a
prematuridade, idade gestacional, presencga de acesso venoso, uso de ventilagdo mecanica
e nutri¢cdo parenteral se mostraram significativas. Foram entdo mantidas para ajustar o
modelo como co-varidveis: prematuridade, presenca de acesso venoso profundo, uso de
ventilagdo mecanica e nutricdo parenteral. Apesar de ndo terem sido significativas nos
testes de interacdo, as co-varidveis etnia e género foram mantidas no modelo devido a
importancia que apresentam nos estudos genéticos.

As freqliéncias haplotipicas foram estimadas através do método de Maiaxima
Verossimilhanga e comparadas através do mesmo modelo de regressdo logistica
conduzidos para cada SNP isoladamente.

A presenga de um desequilibrio de ligagdo foi avaliada pelo método estatistico R?,
utilizando freqiiéncias genotipicas dos pacientes e criangas saudaveis.

Foram considerados estatisticamente significativos resultados com P-valor < 0.05.

Todos as andlises genéticas foram realizadas utilizando o programa estatistico R
Software R version 2.11.1 (2010-05-31) Copyright (C) 2010. The R Foundation for
Statistical Computing. ISBN 3-900051-07-0. com os pacotes “genetics” e “Design”
(Design library by Frank E Harrell Jr.), com a colaboragao da equipe do Laboratdrio de

Fisiopatologia Humana IFF/Fiocruz.
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5.5 - Analise pelo Comité de Etica

Este estudo ¢ um desdobramento do projeto principal anteriormente descrito,
intitulado: “Valida¢do de protocolos clinicos para evidenciar marcadores prognosticos
para rede de assisténcia ao paciente pediatrico critico” que foi submetido ao Comité de
Etica em Pesquisa do IFF/Fiocruz sob registro CAAE 0032.0.008.000-09 e aprovado.

O Termo de Consentimento para o acesso ¢ analise do banco de dados acima
mencionado, foi devidamente assinado por Dra. Zina Maria Almeida de Azevedo,
responsavel pelo projeto. Foi informado ao Comité de Etica do IFF que o projeto de
pesquisa atual ¢ considerado um recorte de uma faixa etiria pediatrica especifica
denominada Neonatologia e os resultados obtidos serdo aditivos a linha de Pesquisa ja
registrada.

Da mesma forma, foi obtido e assinado o Termo de Consentimento por Dr Jodo
Henrique Leme, Chefe do Departamento de Neonatologia para consulta e analise dos
prontuarios médicos, assim como o acesso ao banco de dados sistema IFF do periodo
neonatal dos pacientes selecionados na amostra da pesquisa.

O atual projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos CEPIFF/ FIOCRUZ, registrado no CONEP- Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa e, obteve o Registro CAAE 00720008000-11, N° da Folha de Rosto:
463823; Registro no CEP 0072/11. E previamente reconhecido pelo Comité que tratando-
se de uma pesquisa que utilizou banco de dados e dados de prontudrios, portanto, sem
recrutamento voluntério do sujeito da pesquisa e que os documentos foram apresentados,
ndo houve a necessidade da realizacdo de Termos de Consentimento Informado

individual.
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RESULTADOS

6.1 - Revisao sistematica da literatura

Um total de 427 publicagdes foram analisadas, com base nos titulos e resumos,
Apos andlise do conteudo, foram excluidos: 1 estudo porque tratava-se de um relato de
caso; | estudo porque tratava-se de um comentario de outro artigo; 21 artigos por técnicas
metodoldgicas; 189 por serem sobre diversidade genética de microorganismos; 162 por
ndo analisarem sepse como desfecho; 21 por estarem fora da faixa neonatal; 6 revisdes
sistematicas; 1 por ndo analisar polimorfismo e 1 excluidos pelo idioma (em polonés). Os
restantes 24 artigos foram analisados em revisdo integral, como demonstra o Fluxograma
de Busca (Figura 5) e as referéncias podem ser visualizadas na Tabela 4.

A resenha desses segue uma ordem de SNPs analisados. Contudo, alguns autores
analisaram mais de um polimorfismo genético (em alguns casos, muitos). No entanto, as
informagdes serdo apresentadas a seguir seguindo uma ordem que respeita o seu grau de
importancia estatistica e epidemiologica, assim como a aten¢ao que o tema de cada artigo

jé recebeu na literatura (Tabela 5).



Figura 5 - Fluxograma de Busca
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Tabela 4 — Estudos selecionados para analise integral dos dados

21142772

21317641

20732365

20463618

20453525

19571582

18595687

18571528

18317236

18031556

17108674

16982492

16882823

16611358

16444434

16385250
16208404

15549142

15131465

14739370

14673228

14523169

12743452

10782394

Mannose-binding lectin codon 54 gene polymorphism in relation

to risk of nosocomial invasive fungal infection in PMT neonates

in the NICU.

Tumor necrosis factor-a promoter -308 G/A polymorphism and
susceptibility to sepsis in very-low-birth-weight infants

Role of mannose-binding lectin in nosocomial sepsis in critically ill
neonates.

Role of polymorphic variants as genetic modulators of infection in
neonatal sepsis.

Mannose-binding lectin gene polymorphism and early neonatal
outcome in preterm infants.

Polymorphisms in the Renin-Angiotensin system and outcome of VLBW
infants.

Association between birth weight in preterm neonates and the Bcll
polymorphism of the glucocorticoid receptor gene.

Interleukin-6 polymorphism is associated with chorioamnionitis and
neonatal infections in preterm infants.

The role of mannose-binding lectin in susceptibility to infection in
preterm neonates.

Mannose-binding lectin genotype in relation to risk of nosocomial
infection in PMT neonates in the NICU Infect.

Prevalence of two tumor necrosis factor gene polymorphisms in
premature infants with early onset sepsis.

Selectin polymorphisms and perinatal morbidity in low-birth weight
infants.

Genetic polymorphisms of hemostasis genes and primary outcome of
VLBW infants.

IL-10, IL-6 and CD14 polymorphisms and sepsis outcome in ventilated
VLBW infants.

Effect of various genetic polymorphisms on the incidence and outcome
of severe sepsis.

Genetic polymorphisms of CD14, toll-like receptor 4, and caspase-
recruitment domain 15 are not associated with NEC in VLBW infants.
Interleukin-6-174-genotype,sepsis and cerebral injury in VLBW infants.
Angiotensin converting enzyme insertion/deletion polymorphism does
not alter sepsis outcome in ventilated VLBW infants.

TNF alpha -308 polymorphism associated with increased sepsis
mortality in VLBW.

Mutations of genes involved in the innate immune system as
predictors of sepsis in VLBW.

Association between IL-1ra gene polymorphism and premature
delivery.

Is interleukin-6 -174 genotype associated with the development of
septicemia in preterm infants?

Genetic variants of TNF-[FC12]a, IL-1beta, IL-4 receptor [FC12]a-chain,
IL-6 and IL-10 genes are not risk factors for sepsis in LBW infants.

Pilot study assessing TNF gene polymorphism as a prognostic marker
for disease progression in neonates with sepsis.
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2008

2008

2008
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2006

2006

2006
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2006
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2005

2004

2004

2004
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2003

2000
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Aydemir et al.'®

Hartel et al.”?

Auriti et al.*®

Maziad et al.'®

184
Koroglu et al.

Spiegler et al.'’®

86
Bertalan et al.
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Reiman et al.
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Dzwonek et al.
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Sipahi et al®
Szebeni et al."”®
Gopel et al.”*
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Baier et al.

Hedberg et al.®

196
Ahrens et al.

197
Bessler et al.

Harding et al.®
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Trezl et al

Weitkamp et al.®®



Tabela 5 - Estudos de associacio entre diversos SNPs e sepse neonatal

Weitkamp | 2000 |Alemanha

Harding | 2003 | Inglaterra
Treszl 2003 | Hungria
Bessler 2004 e
Ahrens 2004 |Alemanha
Hedberg | 2004 EUA
Baier 2005 | Canada
Baier 2006 | Canada
Derzbach | 2006 | Hungria
Schueller | 2006 Alemanha
Sipahi 2006 | Turquia
Gopel 2006 |Alemanha
Szebeni | 2006 | Hungria
Hartel 2006 |Alemanha
Vander 5008 | Holanda
Zweet

Inglaterra

Dzewonek | 2008 N
Polonia

Bertalan | 2008 | Hungria
Reiman | 2008 | Finlandia
Koroglu |2010 | Turquia
Auriti 2010 | Itdlia
Spiegler | 2010 Alemanha
Maziad | 2010 EUA
Aydemir | 2011 | Turquia
Hartel 2011 |Alemanha

neonato | prospectiva

PMT prospectiva
EBP retrospectiva
PMT .
prospectiva
EBP prospectiva
EBP retrospectiva
EBP retrospectiva
EBP retrospectiva

BP retrospectiva

PMT |retrospectiva
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prospectiva

BP prospectiva

EBP prospectiva
EBP prospectiva
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PMT prospectiva
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EBP
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EBP prospectiva

SR’
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*

SR

mista

caucasiana

mista

mista

mista

SR’

SR’

SR’

mista

*

SR

caucasiana

*

SR

SR’

SR’

SR’

SR’

SR’

SR’

mista

SR’

mista

TNF B1 e TNF B2

I16-174

TNF-308, I/ 1B, IL 4R,
IL6-174 e IL10-1082

Il 1-ra

CD 14-159, TLR 4-896,
1 6-174, MBL B,C,D

TNF-308

ACED, |

11 6-174,
1 10-1082,
CD 14-260

Selectinas E, P,L

TNF-308 e TNF 3 Ncol

TNF- 308, I/ 6-174,
PAI-1, PVL, EPCR,
CTSG
116-174
CD 14-159, TLR 4-896,
CARD 15

Val34Leu do fator XlII
Protrobina G20210A
Fator VII 323 del/ins

MBL B,C,D
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Bcll

I16-174

MBL B,C,D

MBL B,C,D

ACED, |

%k

MBL B,C,D

TNF-308

Legenda: SR’: sem relato ; EBP: Extremo Baixo peso ao nascer; PMT: Prematuros

n =46
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n=95/n=61
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n=173
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n=293/ n=264
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n= 421
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n =166

n=125/n=68
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sepse
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SR
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Obito

sepse e HIC

NEC

sepse

sepse

sepse

sepse

sepse

sepse

Obito

sepse

sepse

sepse

sepse

83

sem associagdo significativa

Aumento significativo sepse bacteriana
confirmada IL6—174 GG
sem associagdo significativa

sem associagdo significativa

IL-6-174-GG e NOD-2-3020ins C maior
proporgdo sepse comprovada

maior mortalidade na presenca de AA/AC
na bacteremia

sem associacdo entre ACE SNP e desfech
de sepse

incidéncia maior de sepse tardia IL-10 -
1082A e IL-6-174C

carreadores de L-selectina 213Ser: maiot

risco PMT e BPD.

sem associa¢do entre os dois alelos de TN
e sepse

TNF-a 308 G/A, PAI-1 4G/4G, e EPCR
influenciam o risco de sepse severa

sem associagdes

sem associagdes

sem associagdes

ndo achou correlagdes

MBL e risco de sepse

sem associagdes
correlagdo entre o alelo CC e prevalénci:
de sepse em PMT

aumento significativo sepse, PCA

nenhuma associagdo foi encontrada

nenhuma associagdo foi encontrada

TLR2 ,TLR5,IL10 e PLA2G2A com sepse.
PLA2G2A e TLR2 G+.eIL10 G-

nenhuma associagdo foi encontrada entr:
SNP e sepse flingica invasiva

nenhuma associagdo foi encontrada
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** SNPs de MBL B,C,D; IRAK1; BPI; PLAZ; 1110-1082; IL8; LTA 252; CD 14- 159, TLR4; ACE D,I; IL1 B, IL1 ra; IL 6-174; TNF-308; TLR5; TLR2 (

total de 49)

6.1.1 Polimorfismo do Fator de Necrose Tumoral -308

Weitkamp et al. 2000%

Esse artigo relata o impacto do polimorfismo de TNFB1 e TNFB2 na sepse
neonatal, usando uma pequena amostra (23) de prematuros € neonatos a termo com sepse
confirmada por cultura, para avaliar indicadores clinicos e laboratoriais na progressao da
doenga. O foco ¢ na comparagdo do homozigoto (B2B2) versus subgrupos heterozigoto
(B1B2) e homozigotos B1B1. As criancas foram predominantemente prematuras e de
muito baixo peso ao nascer. Nem o peso nem a idade gestacional variaram
significativamente entre os 2 grupos homozigotos. Um numero de critérios laboratoriais
foram avaliados (niveis maximos PCR; numero de dias com PCR elevado; a relacdo
entre neutrofilos maduros e imaturos; total de dias de uso de antibioticos). Nenhum deles
forneceu informacio relevante. A mortalidade observada foi associada a condi¢des
preexistentes e considerada multifatorial. No geral, a avaliacdo deste polimorfismo
especifico ndo forneceu nenhuma informacgao relevante. Da mesma forma, as avaliagdes
neurologica, farmacologica, gastrointestinal ndo representaram uma melhora. Os pontos
positivos foram: a) sepse rigorosamente definida; b) abordagem direta, comparagdo da

frequéncia genotipica em pacientes com sepse comprovada contra subgrupos definidos

por parametros clinicos laboratoriais. Limitacdes e falhas foram: a) auséncia de um grupo
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controle; b) as comparacdes foram feitas somente com pacientes adultos apresentando

sepse severa; ¢) amostra muito pequena; d) os critérios laboratoriais avaliados foram em

sua maioria arbitrarios, ou dependentes de muitas variaveis ndo controladas o tempo da

dosagem de PCR, suscetibilidade dos patégenos aos antibidticos administrados; a

variedade dos proprios antibioticos, que acarretam diferencas farmacocinéticas e

farmacodindmicas entre os pacientes. Principalmente, nenhuma evidéncia de que o

polimorfismo afeta a produgdo de citocinas, como sugerido no embasamento do estudo,

foi fornecido pelo mesmo.

Trezl et al 2003"’

Esse artigo aborda a influéncia do polimorfismo nos genes para TNF-a (-308),

IL-1B (ndo IL-1Ra), IL-4Ra, IL-6 e IL-10 na sepse em bebés de baixo peso ao nascer .

Seu enfoque € classico: genotipagem na sepse e grupo controle foram acompanhados pela

compara¢do do alelo e da frequéncia genotipica nesses grupos. Um pequeno efeito de

haploétipos foi observado quando variantes de IL-1f3 e IL-10 foram combinados, no caso

especifico de CIVD. Esses alelos e haplétipos foram estudados com a possibilidade de

influenciar a produgdo e niveis de IL-1f e IL-6, entretanto ndo estd claro como o “nivel”

foi definido apropriadamente. O esforco foi feito porque “niveis” de citocinas mostraram

ter valor prognostico na sepse (mesmo que o “nivel” ndo seja determinado pela expressao

de um dado alelo, e mesmo que interagdes entre alelos, genes e fatores ndo-genéticos

provavelmente desempenham papéis importantes na intensidade da resposta). Os pontos
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fortes : a) um painel amplo de genes candidatos e b) uma hipotese bem testada; c)

critérios bem delimitados para sepse e infeccdo, com uma alta propor¢do de sepse

comprovada microbiologicamente. As conclusbes ndao mostram um ganho

significante no poder prognostico pela tipagem de um ou multiplos genes. Outros

aspectos positivos: varios aspectos complexos foram abordados e discutidos: a) a

incapacidade de observar culturas positivas, mesmo no caso de sepse, foi parcialmente

atribuida a um uso prévio de antibidticos; b) mesmo criancas livres de infeccdo

apresentaram faléncia multipla de 6rgdos; ¢) PCR e CIVD foram melhores indicadores de

sepse do que os outros marcadores. Deficiéncias do estudo: a) o tamanho da amostra ¢

pequena (33 sépticos/35 infectados/35 criangas saudaveis com baixo peso ao nascer) ; b)
as deficiéncias metodoldgicas no projeto foram multiplas. E ébvio que a produgdo de
citocinas depende de genes funcionantes, e que condi¢cdes padronizadas poderiam refletir
o potencial funcional de gendtipos especificos. Isto ndo acarreta, entretanto, que as
condi¢des in vivo nos pacientes com sepse sejam comparaveis aquelas encontradas em
protocolos padronizados. A producdo de citocinas ¢ dindmica, variavel entre individuos
normais e altamente dependente do momento e da for¢a do estimulo. Uma outra falha ¢

a expressao da unidade de leucocitos errada (g/L).

Hedberg et al 2004
Esse artigo avaliou o mesmo SNP 7NF-308 e concluiu que este ndo afeta o

desenvolvimento da sepse em bebés submetidos a ventilacio mecénica, mas pode
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influenciar a mortalidade quando esse paciente se torna séptico, através de um

mecanismo ndo caracterizado. A abordagem foi realizar genotipagem e avaliagdo clinica

(retrospectiva) dos casos definidos de diferentes formas (sepse, sepse precoce, sepse

tardia, bacteremia/fungemia, colonizagdao do tubo orotraqueal, e mortalidade por sepse).

Para todos os desfechos clinicos, os dois grupos comparados foram homozigotos GG e

homozigotos/heterozigotos A. Para todos os desfechos, exceto mortalidade para sepse,

proporg¢des comparaveis de casos foram achadas nos dois grupos. Vale ressaltar que, esse

estudo foi precedido por dois estudos menores, que ndo conseguiram mostrar um risco

aumentado de sepse nos portadores da variante -308. O mais recente estudo também nao

conseguiu mostrar um aumento do risco de sepse por si sO, entretanto, sugere que had um

risco aumentado de mortalidade por sepse. Pontos positivos incluiram: a) boa

caracterizacdo da sepse precoce versus sepse tardia, através de colonizacdo de tubo

endotraqueal e cultura de sangue; b) alguma atengdo a etnia (caucasianos versus afro-

americanos); ¢) o cuidado em avaliar as taxas de infeccdo até em criangas nao sépticas. A

referéncia que esse SNP ¢ conhecido pela influéncia na produgdo de TNF de uma forma

o~

que altos produtores sdo mais suscetiveis a sepse (independente se essa informagdo

o~

valida para adultos, ou criancas mais velhas, no contexto da sepse neonatal isso nao

sustentado por um grande estudo de corte realizado por Hértel e colaboradores).

Schueller et al 2006°¢
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Esse artigo examina a influéncia de 2 SNPs da regido do TNF previamente
caracterizados (TNF-a -308; TNF-B Ncol) sobre a sepse tardia em prematuros (<32
semanas). Amostras de sangue em papel filtro foram avaliadas a fim de comparar 67
prematuros com sepse precoce com 102 neonatos saudaveis (>32 semanas). O estudo
também incluiu um grupo controle adulto. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado. O
artigo desaconselha o uso de qualquer um dos marcadores para o prognostico da
sepse neonatal. Pontos fortes incluem: a) teste para equilibrio de Hardy-Weinberg; b)
critérios adequados para sepse, tanto microbiologicamente comprovados ou ndo (sepse
clinica/ sepse suspeita); ¢) uma amostra trés vezes maior que o estudo piloto de
Weitkamp et al., que ainda assim ndo conseguiu melhorar os dados negativos daquele
estudo. Limitagdoes: a) etnia nao foi avaliada; b) nomenclatura confusa (uso
indiscriminado de TNF-f e Linfotoxina-oo no mesmo texto); c) conceitos confusos
(“polimorfismo bialélico do polimorfismo NCol ; “gene genétipo”, etc.). O mais
importante ¢ que os mesmos autores mostraram em outro artigo que o polimorfismo

TNF-f pode influenciar o risco de hemorragia intraventricular.

Sipahi et al 2006 ¥

Esse artigo avaliou o impacto de alguns polimorfismos no risco de sepse e sepse
severa em pacientes pediatricos. A referida amostra do grupo nao foi restrita a idade
neonatal. O numero de neonatos incluidos no estudo nao foi especificado, € nem os

dados clinicos ou a idade foram descritos. Apesar dos resultados do estudo sugerirem um
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efeito do polimorfismo -308 TNF, ¢é possivel que isto ocorra em criangas maiores, € nao
em neonatos. Eles se concentraram nos fatores regulatorios de coagulagdo (PAI, EPCR) e
catepsina, que participam do processo de coagulacdo e reacdes inflamatorias em
condi¢des especificas. Vale ressaltar que a coorte desse estudo foi consideravelmente

pequena.

Hiirtel et al, 2011°"

Este estudo genético de associagdo testou somente o polimorfismo -308 TNF-a em
duas grandes e coortes diferentes de RN de muito baixo peso ao nascer, distinguindo
entre sepse tardia e sepse (confirmada com cultura). Com 1944 com RNMBP ao nascer
os recém-nascidos em 14 centros de estudo (2003 a 2008) e 976 maes, e um Segundo
coorte prospectivo de 926 RNMBP em 2009 (Rede Neonatal alema).

Resultados: Em coorte 1, 344 de 1944 (18,2%) RN MBPN tiveram pelo menos um
episodio de sepse comprovada. A incidéncia da sepse estratificada ao genotipo foi de
19,3% para G/G, de 15,8% para G/A, 10,0% para A/A gendtipo (Cochrane-Armitage
teste de tendéncia: G/G vs G/A: razao de chances, 1,32, intervalo de confianga de 95%,
1,03-1,71; G/G vs A/A: razao de chances, 1,74; intervalo de confianca 95%, 1,06 -2,91; <
0,03).

Houve uma tendéncia para a associagdo TNF 308 - A/G com sepse tardia
(incidéncia: 17,2% para G/G, 12,5% para G/A, 10,0% para A/A; Cochrane-Armitage
tendéncia teste: G/G vs G/A: odds ratio, 1,43; intervalo de confianga 95%, 1,09 - 1,9;
G/G vs A/A: odds ratio, 2,05; intervalo de confianga 95%, 1,19 -3,56; p< 0,009).

Duas associagdes foram inicialmente sugeridas, uma com sepse e outra com sepse tardia.
Nenhuma das duas resistiu a correcdes para comparacdes multiplas. Este estudo,

diferentemente de publicagdes anteriores na area, avaliou diretamente o impacto
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funcional deste polimorfismo nas respostas de citocinas ex vivo, usando tanto bactérias

vivas quanto lipopolissacarideo como estimulo. Aspectos positivos: a) a maior coorte

combinada ja usada para examinar estes assuntos em criancas; b) genotipagem
corroborada por estudos funcionais; c) critérios estritos para sepse (comprovacao
microbiologica); d) confirmagdo do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW); As
limitacdes sdo: a) ndo determinacdo de etnia; b) informacdes microbioldgicas limitadas.
As conclusdes sdo solidas. Apesar de recente meta-realizada por Teufell et al’® (2099) ter
demonstrado que um alelo TNF 308 est4 associado com maior risco de sepse em coortes
de adultos, as conclusdes desse estudo ndo apoiam o uso deste polimorfismo como
marcador prognostico para prematuridade ou para a sepse precoce. Assim, as diferencas
entre adultos e criangas precisam ser incorporados em projetos futuros com estudos para
avaliagdo de risco para sepse nestes perfis.

Vale notar que os mesmos autores relataram uma associagdo entre polimorfismo

do TNF-a e hemorragia intraventricular.

6.1.2 Polimorfismo da Interleucina-6

Harding et al 2003'"”

Este artigo avaliou o impacto de polimorfismos da IL-6 em septicemia
comprovada bacteriologicamente em bebés prematuros. E importante o fato da septicemia
ter sido classificada em tardia ou precoce, sendo que casos “suspeitos” de septicemia nao
foram incluidos. Tiveram cuidado para eliminar o viés devido a gémeos ou varios irmaos,

e para documentar que as frequéncias genotipicas foram similares as encontradas em
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adultos da mesma populagdo, ndo foram afetadas por etnia, e seguiram EHW. Um

impacto significativo foi documentado em uma coorte de tamanho pequeno a médio.

Os pontos fortes incluem: a) critérios de septicemia muito estritos (que podem ter

contribuido para o forte efeito observado); b) avaliacdo de etnia e do EHW; c) correcao
para viés de multiplos irmaos. As Limitacdes sdo essencialmente devidas ao pequeno

tamanho da coorte.

Ahrens et al., 2004 195

Este estudo realizado na Alemanha com 356 recém nascidos de muito baixo peso
(VLBW) caucasianos. Destes 306 ndo apresentaram sepse € 50 apresentaram sepse (sepse
foi determinado como a presenga de hemocultura positiva).
As genotipagens foram feitas pela metodologia de PCR convencional pelo método RFLP.
Os SNPS avaliados foram: SNP CD14-159, TLR4-896, 1L6-174, ¢ MBL B/C/D
geno6tipos, NOD2-3020insC. Resultados: mostrou que o gendtipo GG para o SNP IL6-
174 foi associado a risco para presenca de hemocultura positiva (OR=1,9 ;p=0.03). o
aumento na taxa de sepse entre os homozigotos GG para o SNP IL6-174 estava
especialmente relacionado a um aumento de infec¢des por germes gram-positivos € nao
foi visto em pacientes que receberam profilaxia com teicoplamina (freqiiéncia de sepse
por gram positivo em recém natos GG para o SNP IL6-174 sem profilaxia 16,5% versus

2,4% em recém natos que receberam profilaxia).

Baier et al., 2006

Neste estudo, complicagdes infecciosas foram determinadas, retrospectivamente,
em 293 RNMBP (<1500 g ao nascer; 233 afro-americanos, 57 brancos e 3 latino-

americanos) em ventilagdo mecanica, que foram genotipados para os SNP IL-6 -174
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G/C, IL-10 -1082 G/A e CD14 -260 C/T . O DNA gendmico utilizado para este estudo

caso-controle foi extraido de centrifugado de secre¢do traqueal (AT), ou de sangue,
coletados prospectivamente, como parte de um estudo em curso de fatores genéticos no
desenvolvimento de complicagdes da prematuridade. O alelo IL-6-174-C foi associado a
um aumento da incidéncia de sepse em pacientes afro-americanos, mas nio
caucasianos. Em lactentes afro-americanos portadores do alelo C, a incidéncia de sepse
tardia foi significativamente mais alta que em recém-nascidos homozigotos GG. O alelo
IL-10 -1082-A foi associado com um aumento da incidéncia de sepse tardia. Varios
episodios de sepse foram encontradas no grupo de genotipo TT, refletindo um forte
efeito do gendtipo TT na incidéncia de multiplos ICS em lactentes afro-americanos. Os
autores concluem que os SNP IL-6 -174 G / C, a IL-10 -1082 G/A e CD14-260 C/T
podem alterar o risco para infeccio em RNMBP ventilados. Limitacdo: Porque
apenas as criangas que estavam sob ventilagdo mecanica foram incluidos, o verdadeiro
impacto dos polimorfismos estudados sobre a incidéncia de complica¢des infecciosas da

prematuridade pode ser subestimada.

Gopel et al 2006 '

Este artigo abordou o impacto dos polimorfismos da IL-6 na sepse e desfechos
relacionados em uma grande coorte de bebés. Os desfechos investigados foram:
leucomalacia; hemorragia intraventricular de niveis III-IV; e morte. Nem a sepse, nem os
outros desfechos estiveram associados com este polimorfismo, contradizendo
trabalhos anteriores, deste e de outros grupos, todos com coortes relativamente
pequenas. Os pontos fortes incluiram: a) coorte grande; b) caracterizagdo microbiologica

cuidadosa de infecgdes sanguineas e colonizagdo; c) critérios estritos para sepse. Um
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aspecto positivo adicional foi a comparacdo com estudos anteriores sobre o mesmo

assunto.

Reiman et al 2008 3¢

Este artigo avaliou o impacto de polimorfismos da IL-6 em corioamnionite e

infec¢cdes neonatais. Eles mencionam um grande nimero de estudos anteriores (ndo

necessariamente cobertos em nossa busca) com resultados um pouco contraditorios

nesses topicos, e prosseguem para analisar a associacdo entre dois diferentes

polimorfismos da IL-6 com sepse e condi¢des clinicas relacionadas, como:

corioaminionite; enterocolite necrosante; doenga pulmonar cronica. Apesar da maior

parte do estudo ter se concentrado nessas condicoes, um efeito significativo também

foi observado na septicemia. Como em outros estudos, a septicemia foi definida pela

cultura microbiologica e a identificacdo de micrdbios na circulacdo. Os pontos positivos

sd0: a) énfase na septicemia comprovada microbiologicamente (o que pode ter

desempenhado papel no forte efeito observado); As limitagdes foram principalmente

devidas ao pequeno tamanho da coorte.

6.1.3 Polimorfismo no Gene do IL-1ra

Bessler et al 2004 ¢
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Este artigo documenta um impacto do polimorfismo do gene do IL-1Ra no parto

prematuro. Este mesmo estudo nio consegue documentar um impacto no inicio

precoce da sepse. Em adultos, o IL-1Ra ¢ importante para o desfecho clinico da sepse.

Sua biologia ¢ complexa, porque a regido envolvida esta sujeita a repeticdes aleatorias de

uma sequéncia relativamente longa, e o sistema genético gerado inclui 6 alelos diferentes

com comprimentos bem diferentes. Os alelos influenciam a transcri¢ao tanto de IL-1Ra

quanto de IL-1P (ndo necessariamente em dire¢des opostas, mas possivelmente com

eficiéncias diferentes). Os pontos fortes incluem: a) etnia definida com clareza; b) idade

gestacional cuidadosamente determinada; c) uma pequena diferenga na idade gestacional

(29/32 semanas) entre bebés pré-termo e a termo, mas que se refletiu em diferengas claras

no peso ao nascimento; d) boas definicdes clinica e microbioldgica de sepse; e)

incorporacdo de dados extra de adultos de outro estudo alemdo nao-relacionado.

6.1.4 Polimorfismo da Lectina Ligadora de Manose (MBL)

Van der Zwet et al 2007 '3

Este artigo abordou o impacto de multiplas mutacdes no gene da MBL no parto

prematuro e na sepse em bebés. O estudo sugeriu uma associacdo entre os polimorfismos

da MBL e parto prematuro, mas apesar de bebés prematuros apresentarem, como

esperado, uma alta prevaléncia de sepse, menhuma associacdo especifica entre
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polimorfismos da MBL e sepse propriamente dita foi demonstrada. Eles discutiram,
tanto o impacto do gendtipo na deficiéncia de MBL, como a possibilidade do fendtipo
(baixos niveis de MBL) ser influenciado de varias formas complexas por este genotipo
(com forte intera¢do entre fatores genéticos e ndo genéticos, além dos proprios genes da

MBL). Os pontos fortes incluem: a) grande coorte; b) boa caracterizagdo microbiologica

dos casos de sepse

Dzwonek et al, 2008 187

Este artigo examinou genétipos e fenotipos de MBL em criangas inglesas e
polonesas. Eles descobriram que, apesar dos genotipos ndo estarem significativamente
associados a sepse, os fendtipos estdo. Isto significa que fatores além da variagcdo genética
propriamente dita desempenham um papel importante no risco de desenvolver sepse,
através do seu efeito na produ¢do de MBL. Os pontos fortes sdo: a) correlacdo functional
com estudos genéticos; b) boa avaliagdo da relagdo entre nascimento prematuro e baixos
niveis de MBL; c) boa caracterizagdo da curva de maturagdo para producdo de MBL; d)
boa defini¢do do impacto dos genes na deficiéncia de MBL. A defini¢do de sepse incluiu
tanto a sepse comprovada microbiologicamente quanto sepse suspeita. Outro ponto
positivo foi: justificativa para avaliar tanto os genétipos quanto os fendtipos de MBL

muito bem estruturada. As limita¢des foram: a) ndo houve avaliagdo de etnia ou EHW.

Koroglu et al 2010 183
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Este artigo abordou o impacto dos polimorfismos da MBL na sepse e na sepse
precoce em bebés na Turquia de baixo peso ao nascer. E digno de nota que os autores
foram capazes de documentar um impacto significativo em dois pardmetros (sepse clinica
e scores de Tollner para sepse, mas ndo conseguiram documentar uma associacao entre
dois outros desfechos, possivelmente mais relevantes, a sepse microbiologicamente
comprovada e a mortalidade associada a sepse. Sua coorte teve tamanho relativamente
pequeno. O nimero de polimorfismos avaliados foi pequeno (um unico alelo foi
examinado), e individuos homozigotos portadores do alelo predominante foram
comparados tanto com heterozigotos quanto com homozigotos portadores do alelo
variante, sem estudos funcionais para validar a suspeita sem que estudos funcionais para
validar métodos genotipicos correlacionados com a hipdtese que fenotipos sdo claramente
distinguiveis. Segundo os proprios autores, seu estudo aborda um desfecho mais brando
que em estudos anteriores, que nao acharam uma associagdo entre polimorfismo da MBL
e sepse microbiologicamente comprovada. Mesmo assim, eles foram capazes de
apresentar sua associacdo baseada em um parametro mais sensivel, visto que a deteccao
microbioldgica tem baixa sensibilidade e ndo se da a repeticdes do ensaio. Os pontos
fortes incluem: a) determinacdo de EHW; b) bons critérios para os varios desfechos
clinicos relacionados a prematuridade e muito baixo peso ao nascimento. As limita¢des
estdo principalmente relacionadas a escolha da “sepse clinica” como o desfecho
relevante, assim como ao pequeno tamanho da coorte. Uma limitagdo adicional foi o

numero de polimorfismos avaliados, e a falta de importancia dada a etnia.
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Auriti et al, 2010 '*®

Um estudo prospectivo observacional realizado na Italia feito com 365 neonatos em
estado critico, 261 sem infec¢do e 104 com pelo menos 1 evento séptico, com objetivo de
investigar possivel associacdo entre niveis séricos da lecitina ligadora de manose (MBL)
e sepse nosocomial (SN), suas alteragdes durante o curso de infec¢do, sua relacdo com
patdgenos, com o gendtipo do MBL2 e sua relagdo com a mortalidade.
Resultados: A mediana da concentragdo sérica de MBL foi significativamente menor em
neonatos infectados se comparado a nao infectados (p<0.001). Baixos niveis de MBL na
admissdo aumentaram o risco de infec¢do, independentemente da idade gestacional e da
realizacdo de procedimentos invasivos. A mediana do pico de MBL durante a infec¢do
foi maior que a mediana do nivel na admissdo (p<0.001) e estava correlacionada com a
infecgdo (r* =0.83, p<0.001). Além disso, os niveis de MBL na admissio nio estavam
relacionados com a morte (OR=0.80, 95% CI=0.56—1.14, p=0.21). Da mesma forma, ndo
foi encontrada associacdo entre a mediana dos niveis maximos durante a infec¢do e morte
entre neonatos infectados (OR=1.10, 95% CI=0.78-1.57, p=0.57). 127 neonatos (42
infectados) foram genotipados para variantes nos éxons -1 e -221 do promoter do gene
MBL2, e ndo foram encontradas diferencgas significativas nas frequéncias dos genotipos
entre neonatos infectados e nao-infectados.. Além disso, nao foi encontrada associagao

entre os gendtipos do MBL2 e morte.

Aydemir et al., 2010 '*'

Este estudo avaliou o polimorfismo do cédon 54 no éxon 1 do gene da MBL em 31
pacientes diagnosticados com sepse fungica e 30 RN prematuros controles e nao
encontrou associagdo entre esse polimorfismo e o desenvolvimento de sepse flngica.

Uma das limitagdes desse estudo ¢ o niimero amostral muito pequeno para avaliagdo



98

genotipica.

6.1.5 Polimorfismo do CD14

Szebeni et al., 2006 '

Este artigo examinou o impacto de polimorfismos nos genes de CD14, TLR4 e
CARDI1S5 sobre a incidéncia de enterocolite necrosante e sepse em bebés com muito
baixo peso ao nascimento. Eles ndo acharam nenhuma evidéncia de um impacto destes
polimorfismos em qualquer um dos dois desfechos. No que diz respeito a sepse, seus
dados ndo conseguiram confirmar um estudo anterior de associagdo do genotipo
heterozigoto para CARDI5 com suscetibilidade a sepse, mas concordaram com as
conclusdes de um estudo anterior, que ndo conseguiu demonstrar um efeito de
polimorfismos do gene do TLR4 na sepse infantil. Os pontos fortes incluem: a) teste para
EHW; b) demonstragdo de desequilibrio de ligacdo para dois polimorfismos préximos no
gene do TLR4; c¢) amostra de tamanho grande; d) abordagem direta (estudo retrospectivo
dos casos definidos como enterocolite necrosante, sepse, broncodisplasia ou hemorragia

intracraniana, e controles, definidos pela sua auséncia) na coorte de muito baixo peso.

6.1.6 Polimorfismo de Selectinas
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Derzbach et al., 2006 189

Este artigo avaliou o efeito de polimorfismos dos genes das selectinas E, P e L em
3 desfechos relacionados (parto prematuro, sepse, broncodisplasia). Os autores
compararam frequencias alélicas e genotipicas em 2 grupos de bebés (saudaveis e baixo
peso). Subsequentemente, as frequéncias genotipica e alélica foram determinadas em
bebés diferenciados pela presenca de sepse ou broncodisplasia. Polimorfismos da
selectina E- e P ndo tiveram efeito detectdvel. O polimorfismo da L-selectina teve um
impacto no parto prematuro, mas nio no desenvolvimento precoce de sepse. Os
pontos fortes sdo: a) a avaliagdo de polimorfismos com uma correlagdo funcional,
definida por mudangas na sequéncia de aminoacidos da proteina; b) diferenciacdo entre
classes de selectinas, de acordo com suas fungdes; c) testar associa¢des de prematuridade
antes de testar desfechos associados a prematuridade (sepse). Uma falha deste artigo foi

definir selectinas como proteinas ligadoras de lectinas.

6.1.7 Polimorfismo da Enzima Conversora de Angiotensina

Baier et al., 2005 "*

Este artigo avalia o impacto de polimorfismos da ECA em diferentes desfechos

infecciosos (desenvolvimento precoce e tardio da sepse, multiplos episddios de
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bacteremia/fungemia, colonizacdo do tubo traqueal, e mortalidade associada por sepse)

em bebés de muito baixo peso ao nascer. Os autores compararam casos (subdividos como

acima) e controles para a representacao dos alelos D e I, e os varios gendtipos da ECA.

Os dados genéticos foram comparados a dados de outros estudos para as frequéncias

desses alelos e gendtipos em outras populagdes. O estudo conclui que, em bebés de

muito baixo peso ao nascer, esses polimorfismos nio tem impacto em nenhum desses

desfechos infecciosos. Essa situagdao contrasta com a observada em outras faixas etarias

(pacientes idosos, criangas com meningococcemia), onde foi documentado um impacto.

Os pontos fortes sdo: a) definicdo cuidadosa de sepse e de episddios infecciosos; b)

caracterizacdo microbiolégica dos principais grupos de patogenos envolvidos; c)

caracterizagao dos tubos colonizados e confirmacao da relagdo entre isolados do sangue e

do tubo para cada paciente individualmente; d) caracterizagdo adequada da etnia; e)

justificativa muito bem articulada para o estudo, com uma retrospectiva das varias linhas

de evidéncia que sugerem um importante papel patofisioldgico para a ECA na sepse.

Spiegler et al., 2010

Spiegler et al ampliam e confirmam observacdes prévias da falta de impacto

de polimorfismos do sistema renina-angiotensina (tanto a insercao/delecdo de alelos

no polimorfismo da ECA e polimorfismos do receptor tipo II da angiotensina) em uma

grande variedade de desfechos relacionados em bebés de muito baixo peso ao nascer,
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incluindo sepse. Os pontos fortes sdo: a) o grande tamanho da coorte; b) abordagem

direta para detectar associagdes; c) uso de dois genes candidatos independentes
associados em uma sequéncia funcional (ECA e receptor tipo II da angiotensina); c)
confirmacdo do EHW; d) cuidado em minimizar o uso de irmdos na coorte, para

minimizar a deteccdo de associagdes espurias; €) atencdo adequada a etnia.

6.1.8 Polimorfismo da IL-10, PLA2, TLR2, TLRS

Abu Maziad et al., 2010.

Estudo retrospectivo e caso-controle em 535 prematuros com o objetivo
deexaminar o papel do polimorfismo dos genes que medeiam respostas imune do
hospedeiro a infec¢do bacteriana na recém-nascidos. Um total de 49 polimorfismos de
nucleotideo unico (SNPs) em 19 genes candidatos incluindo citocinas inflamatorias (IL6,
IL10, IL1B, TNF), receptores de citocinas (ILIRN), receptores Toll-like (TLR2, TLR4,
TLRS) e receptores de superficie celular (CD14) foram genotipados. Os individuos foram
estratificados 3 grupos (sepse, sepse suspeita controle) e os dados foram analisados
usando teste de desequilibrio de transmissdo. Resultados: peso ao nascer, idade
gestacional, duracdo do ruptura de membranas, e presenca de corioamnionite clinica
foram fortemente associados com sepse. Os Polimorfismos em genes TLR2 (rs3804099),
TLRS (rs5744105), IL10 (rs1800896), e PLA2G2A (rs1891320) foram associados com
sepse. Variantes alélicas em PLA2G2A e TLR2 foram associados com infec¢des Gram-
positivos, enquanto IL10 foi associado com infec¢des Gram-negativas (p <0,05). Os

autores concluiram variagdes alélicas em PLA2G2A, TLR2, TLRS e IL10 podem
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moderar a predisposi¢do a sepse em prematuros.

6.1.9 Polimorfismo dos Genes que codificam fatores hemostaticos

Hartel et al., 2006

Esse estudo alemao prospectivo e retrospectivo, multicéntrico, investigou o impacto
de polimorfismos genéticos em genes ligados a hemostase (fator V de Leiden;
protrombina G20210A; fator VII-323 del/ins; e fator XIII-Val34Leu) em 586 neonatos de
muito baixo peso (prospectivos) e em 595 neonatos de muito baixo peso (retrospectivos)
(1181 total) 261 sem infeccdo e 104 com pelo menos 1 evento séptico, nos parametros
progndsticos iniciais da sepse, displasia broncopulmonar, hemorragia intraventricular e
leucomaldcia periventricular, em uma grande coorte de infantes com muito baixo peso.
Resultados: Contrario ao mostrado em outros artigos, nenhuma das variantes genéticas
analisadas influenciou significativamente a fequéncia de hemorragia intraventricular ou
de leucomacia periventricular. Carreadores do polimorfismo Val34Leu do gene do fator
XIII, apresentaram um aumento na taxa de sepse e no tempo de internacio, quando
comparado com ndo-carreadores. Foi visto que o polimorfismo 323 del/ins do fator VII ¢

um fator de protecio em potencial contra displasia broncopulmonar.

6.2 Estudo de pacientes

O estudo compreendeu 58 criancas que foram internadas na Unidade de Pacientes
Graves, tiveram avaliacdo de polimorfismo genético para pelo menos uma citocina e
apresentavam dados do periodo neonatal nos registros do Departamento de Neonatologia

do Instituto Fernandes Figueira.
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6.2.1 Caracteristicas Clinicas e Demograficas da populacao
estudada
Para determinar um possivel impacto da idade gestacional nas demais
caracteristicas clinicas observadas, as analises demograficas e clinicas foram
estratificadas em dois grupos (Tabela 3): Prematuro e A Termo. A idade gestacional da

populacdo foi a média de 244 = 4.4 dias ou 35.2 semanas *0.63 EPM.

Tabela 6 - Diferencas em caracteristicas clinicas e demograficas entre
criancas nascidas a termo e pré-termo

Caracteristicas da Prematuros A Termos 2. valor
populagio n=34 (59%)  n=24 (41%) X P
Cor da Pele
0, 0,
Br~ancos 15 (44%) 16 (67%) XZZZ; p=0.15
Nao-Brancos 19 (56%) 8 (33%)
Género
it V) 0,
Feminino 12(25%) 12 (50%) x2:0.72; p=0.39
Masculino 22(75%) 12 (50%)
Mal Formacio Congénita
17(50° 23 (969
Presente 7(50%) (O6%) . 2211.75; p= 0.0006
Ausente 17(50%) 1(4%)
Bolsa Rota
0, 0,
Presente 19 (56%) 9 (38%) x2:1.23; p=0.26
Ausente 15 (44%) 15 (62%)
Via de Parto
, V) 0
Cesarea 17(50%) 18(75%) X2:2-7i p=0.10
Normal 17(50%) 6 (25%)
Sepse Neonatal
0, 0,
Sepse . 28 (82%) 12 (50%) XZ= 5.45 ;p= 0.01
Auséncia de Sepse 6 (18%) 12 (50%)
Acesso Profundo
V) 0,
Presente 24(71%) 12(50%) x2:1.73; p=0.18
Ausente 10(29%) 12(50%)
Nutri¢ido parenteral
Presente 26 (76,4%) 6 (25%) 2
=13.06; p= 0.0003
Ausente 8 (23,5%) 18(75%) % P
Ventilacio Mecénica
Presente 19 (55.8%) 8(33,3%) x2:2.04; p=0.15
Ausente 15 (44,1%) 16 (66,6%)

*valor de p associado ao Teste x2 (Pearson) com correcao de Yates.
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Dos 58 incluidos, 34 (59%) nasceram prematuros (com idade gestacional inferior
a 37 semanas de gestacdo ou <259 dias) e 24 (41%) nasceram a termo (com idade
gestacional superior a 37 semanas de gestacao).

Em relacdo ao género, embora tenha sido observado predominio do género
masculino entre os prematuros, a distribuicdo de género entre o grupo nascido a termo e
pré-termo ndo mostrou diferenga estatisticamente significativa (x°=0.72; p=0.39).

Em relagdo a etnia, também ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo de criangas que nasceram prematuras e a termo ()°=2;
p=0.15). E importante ressaltar que a etnia ndo-branco corresponde aos negros, indios e
mesticos.

Quanto a necessidade de acesso venoso profundo, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo de criangas nascidas a termo e pré-termo
(x*=1.73; p=0.18). Quando analisamos esse dado notamos que 12 (50%) das criangas
nascidas a termo necessitaram de uso de acesso profundo, sendo que somente 7 (58.3%)
entre as 12 (50%) criangas que necessitaram de acesso profundo apresentaram sepse
neonatal mas 100% apresentavam mal formagao congénita.

Do total de criancas incluidas no estudo, 40 (68,9%) apresentavam malformagao
congénita. Foi observada uma diferenca estatisticamente significativa para a presenga de
malformagdo congénita entre o grupo de criancas nascidas a termo e o grupo pré-termo,
com predominio no grupo dos nascidos a termo (x°=11.75;p=0.0006). Como a presenga
de malformagdes congénitas ndo levou a interrup¢do precoce do parto, julgamos
importante descrever os tipos de malformagdes encontradas. As malformagdes mais
frequentes foram: as afeccdes do sistema nervoso central (42%), gastrointestinal e
defeitos de parede abdominal (24%), as doencas genéticas como a Sindrome de Down

(12%), Sindrome Prune-Belly e alteragdes do sistema renal (10%), malforma¢do do
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aparelho respiratério (5%), e displasia esquelética e teratoma sacrococcigeo (7%)

englobadas como Miscelanea (Grafico 5 ).

Grafico 5 - Diagnosticos de Mal formagdo Congénita observadas na populagdo do estudo.

/ ~ A - \
Mal formac¢ao Congénita
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Observamos que 48,2% das criangas incluidas no estudo apresentavam bolsa rota
com mais de 24h do momento do nascimento. Apesar de ter sido observado um niimero
maior de criangas com bolsa rota por mais de 24h entre os prematuros, a diferenca entre
os dois grupos nio foi estatisticamente significativa (x*=1.2; p=0.26).

O nascimento por cesariana foi observado em um grande nimero das criancas
incluidas no estudo (60,3%). Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa
na distribui¢do de nascimentos por parto cesariano entre o grupo de criangas nascidas a
termo e pré-termo (y’=2,7; p=0.10).

Outro dado clinico importante observado foi que 28 pacientes (48%) foram
submetidos a cirurgia durante a internagdo na UTI Neonatal. As patologias mais
frequentes que necessitaram intervengdo cirirgica foram: enterocolite necrotizante;
correcdo cirurgica de atresia de esdfago; gastrosquise; onfalocele; hénia diafragmatica;
hidrocefalia com necessidade de derivacdo ventriculo peritoneal; corre¢cdo cirirgica de

mielomeningocele e teratoma sacrococcigeo.
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Foi observada uma diferenga estatisticamente significativa na distribuicdo de
sepse neonatal entre criancas nascidas a termo e pré-termo, com predominio de sepse
neonatal entre os prematuros (}’=5.45; p=0.01). Em relagio ao peso de nascimento,
encontramos média de 2.270g=+121.9 (erro padrdo da média) e para os bebés a termo
encontramos 3.107 gramas e 1.632 gramas para os prematuros. Observamos que houve
diferenga estatisticamente significativa (p<0.05, teste T de Student) entre o peso de
nascimento entre o grupo que desenvolveu sepse neonatal (média=1953,5g) e aquele que
ndo desenvolveu (média=2973,8g).

Nao foi observada associagdo entre o desenvolvimento de sepse neonatal e:
presenga de bolsa rota ha mais de 24h antes do parto (x*=0,45; p= 0,49); utilizagdo de
antibidtico antes do parto (x*=1.67; p=0,19); tipo de parto (x*=0.13; p=0,71); e presenga
de malformagio congénita (x°=1.63; p=0,20).

Com relagdo as caracteristicas demograficas, também ndo foi encontrada
associagio entre género (x*=9x10™; p=0,97) ou etnia (x°=0,004; p=0,94) e o
desenvolvimento de sepse neonatal. Entretanto, foi observada associacdo estatisticamente
significativa entre alguns fatores nosocomiais tais como: presenca de acesso profundo
(x*=4,6; p=0,03), uso de nutricio parenteral (x’=13,4; p=0,0002) assim como
necessidade de ventilagdo mecanica (x°=7.7; p=0,005) ¢ o desenvolvimento de sepse
neonatal. O tempo médio em ventilagdo mecanica invasiva foi 200,79 & 63,98 (EPM).

Em destaque, 41 recém-nascidos (70.7% de todos os pacientes) tinham swab
vaginal ou urinocultura maternos negativa para o Streptococcus do Grupo J
Hemolitico, apenas 3 (5.2%) com resultado de cultura de swab positiva, e em 14 (24.1%)
ndo havia relato no prontuario. Adicionalmente, apenas um paciente possuia historia de

exposicao vertical ao HIV e um caso de gémeos univitelinos.
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6.2.2 Estudo de medidas de associacao entre os SNPs e o desenvolvimento

de sepse neonatal

Foram genotipados 95% dos pacientes incluidos do estudo para polimorfismo
TNF -308; 91,3% para LTA +252; 87,9% para IL-6 -174; 82,7% para TNF -863; 91,3%
para IL-10 -819 e 94,8% para MIF -173 a partir de material genético oriundo de swab
oral ou amostras de sangue periférico.

A distribui¢do dos gendtipos mostrou estar em equilibrio dentro da Lei de Hardy-
Weinberg no grupo controle, composto por criangas que ndo apresentaram sepse no
periodo neonatal (SNP LTA +252=1,11; SNP IL-6 -174=2,88 ; SNP TNF -863= 2,77;
SNP IL-10 -819= 2,88; SNP MIF -173= 0,17). Contudo, isto ndo foi observado com os
gendtipos de TNF -308, visto que o * (igual a 5,41) foi superior ao valor-limite 3,841,
ndo estando este marcador em EHW. Porém, em estudo anterior, também realizado pelo
Laboratorio de Fisiopatologia Humana do IFF, com mesmo banco de dados e maior
tamanho amostral, o Teste y° no grupo de criancas saudaveis e pacientes, sendo
consideradas em Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) as populacdes que apresentaram
resultados abaixo de 3,84.

Dentre os 58 pacientes incluidos no estudo, 40 (69%) apresentaram sepse e 18
(31%) ndo evoluiram com sepse no periodo neonatal.

Foi analisado o desequilibrio de ligagdo entre LTA +252 e TNF -308, com D’ foi
de 0.999366 ¢ 0 R* = 0.4606543. Entre TNF -308 ¢ TNF -863 o D’ foi de 0.9970422 ¢ o
R? =-0.1444548. Além de entre 0 LTA +252 ¢ TNF -863, com D’= 0.9988816 ¢ o R?=-
0.3139655, indicando a auséncia de associagdo entre os SNPs em todos os grupos no

nosso estudo.
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No grupo de criangas que ndo desenvolveram sepse neonatal, ndo foi identificado o
gendtipo menos frequente dos seguintes SNPs: SNP TNF -308 (AA); SNP TNF-863
(AA), SNP IL6 -174 (CC); e SNP IL10 -819 (CC). A comparagdo das frequéncias dos
genotipos, alelos, carreadores e haplotipos entre o grupo de criangas que desenvolveram
sepse neonatal e aquelas que ndo evoluiram com sepse neonatal estd detalhada na Tabela
3.

Nao foi observada associagdo estatisticamente significativa entre os gendtipos,
alelos e carreadores dos SNPs TNF-308, LTA-252, IL-6-174, TNF-863, IL-10-819 e
MIF-173 e o desenvolvimento de sepse neonatal quando foi estudada a populacao total do
estudo e quando estudada apenas a populacdo de prematuros (Tabela 4). A andlise

estatistica haplotipica ndo foi possivel (na tabela: ND ou ndo disponivel).
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Tabela 7 - Frequéncias de genétipos e alelos para SNPs com ou sem sepse na populaciio total do estudo

”» nio sepse sepse OR (CI 95%; p-valor) OR (CI 95%; p-valor)
Gendtipo / Alelo n=18 (33%) n= 40(67%) SEM Co-variaveis * COM Co-variaveis*
TNF -308
GG 15 (88%) 28 (74%) Referéncia Referéncia
GA 2 (12%) 9 (24%) 2.4 (0.4-12.6; p=0.2975) 1.06 (0.14 -7.8 ; p=0.94)
AA 0 1 (3%) ND ND
Total 17 (94%) 38 (95%) p-global=0.3732 p-global=0.3731
Alelo A 2 (6%) 11 (14%) 2.7 (0.2- 24; p=0.3777) 2.89 (0.22-37; p=0.41)
Alelo G 32(94%) 65 (86%) Referéncia Referéncia
Carreador A 2 (12%) 10 (27%) 2.6 (0.5-13;p=0.2397) 0.38 (0.03-4.54;p=0.44)
LTA +252
AA 7 (41%) 13 (36%) Referéncia Referéncia
GA 6 (35%) 19 (53%) 1.7 (0.4- 6.2; p=0.4200) 6.8 (0.51-91.9- 8.9; p=0.14)
GG 4 (24%) 4 (11%) 0.5 (0.1- 2.8;p= 0.4656) 1.5(0.10- 22.7); p=0.75)
Total 17 (94%) 36 (90%) p-global=0.3742 p-global=0.3741
Alelo A 20 (59%) 45 (62%) Referéncia Referéncia
Alelo G 14 (41%) 27 (38%) 0.8 (0.2-2.7; p=0.7976) 1.17 (0.20-6.69; p=0.85)
Carreador G 10 (59%) 23 (64%) 1.2 (0.3 - 4.0; p=0.7227) 3.7(0.4- 33.9; p=0.24)
IL6 174

GG 8 (5%) 21 (60%) Referéncia Referéncia
GC 8 (5%) 13 (37%) 0.6 (0.1- 2.0; p= 0.4333) 0.82 (0.17- 3.83; p=0.48034)
CC 0 1 (3%) ND ND
Total 16 (89%) 35 (88%) p-global= 0.5024 p-global=0.5024
Alelo C 8(25) 15 (21%) 0.7 (0.1-3;p=0.6418) 0.90 (0.15- 5.2;p=10.91)
Alelo G 24 (75%) 55 (79%) Referéncia Referéncia
Carreador C 8 (5%) 14 (4%) 0.6 (0.2- 2.1; p=0.5045) 0.83(0.1-3.9; p=0.82)
1L10 819
CC 8 (5%) 9 (24%) Referéncia Referéncia
CT 8 (5%) 21 (57%) 2.3 (0.6-8.1; p=0.1851) 1.41 (0.3-6.5; p=0.66)
T 0 7 (19%) ND ND
Total 16 (89%) 37 (93%) p-global= 0.02665 p-global=0.02665
Alelo C 24 (75%) 39 (53%) Referéncia Referéncia
Alelo T 8 (25%) 35 (47%) 2.6 (0.7-9.9 ; p=0.1362) 1.53 (0.30-7.77 ; p= 0.60)
Carreador T 8 (5%) 28 (76%) 3.1(0.9- 10; p=0.0716) 1.4(0.31-7.00 ; p=0.62)
MIF 173
GG 7 (44%) 20 (51%) Referéncia Referéncia
GC 7 (44%) 13 (33%) 0.6 (0.1 -2.2; p=0.5025) 0.09 (0.004 -2.44; p=0.15)
CcC 2 (12%) 6 (15%) 1.0 (0.1- 6.4; p=0.9580) 2.76 (0.16- 45.8; p=0.47)
Total 16 (89%) 39 (98%) p-global=0.7681 p-global =0.76
Alelo C 11 (34%) 53 (68%) 0.9 (0.2- 3; p=0.8675) 1.36 (0.17 — 10.7; p=0.76)
Alelo G 21 (66%) 25 (32%) Referéncia Referéncia
Carreador C 11 (34%) 25 (32%) 0.7 (0.2-2.3; p=0.6123) 0.55 (0.06- 4.8; p=0.59)
TNF -863
AA 0 1 (3%) ND ND
CC 11 (79%) 25 (74%) Referéncia Referéncia
CA 3 (21%) 8 (24%) 1.1 (0.2- 5.2); p=0.8350) 0.33 (0.02- 4.5; p=0.41)
Total 14 (78%) 34 (85%) p-global=0.6899 p-global=0.689926
Alelo C 25 (0.89) 58 (85%) Referéncia Referéncia
Alelo 4 3 (11%) 10 (15%) 1.4 (0.2-10; p= 0.7145) 0.50 (0.02- 9.55; p=0.65)
Carreador A 3 (21%) 9 (27%) 1.32(0.3-5.8; p=0.7144) 1.98 (0.29 — 13.42; p=0.48)
Haploétipos
252A/-308G/-863A 0.09183 0.14594 ND ND
252A/-308G/-863C 0.49691 0.48695 ND ND
252G/-308A /-863A NA 0.00000 ND ND
252G/-308A /-863C 0.06453 0.14103 ND ND
252G/-308G /-863A 0.01163 0.00000 ND ND
252G/-308G /-863C 0.33510 0.22608 ND ND

*OR e p-valores adjustados para as covaridveis prematuridade, presenca do acesso profundo, sexo e etnia.
ND- Resultado néo disponivel.
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Tabela 8 - Frequéncias de genétipos e alelos para SNPs na sepse somente entre os prematuros

”» nio sepse sepse OR (CI 95%; p-valor) OR (CI 95%; p-valor)
Genétipo / Alelo n=6 (17,6%) n=28(82,3%) SEM Co-variaveis * COM Co-variaveis*
TNF -308
GG 5(83%) 20(71%) Referéncia Referéncia
GA 1 (17%) 8 (29%) 1.17(20.2- 19.9; p=0.55) 3.05 (0.19- 47.3;p= 0.42)
AA 0 0 ND ND
Total 6 (100%) 28 (100%) p-global=0.53 p-global=0.53
Alelo A 1 (8%) 48(86%) 1.8 (0.08 - 40; p= 0.6999) 2.4(0.07- 82;p= 0.61)
Alelo G 11(92%) 8(14%) Referéncia Referéncia
Carreador A 1 (17%) 8(29%) 2(0.2-20, p = 0.5544) 3.0(0.19- 47; p =0.42)
LTA +252
AA 4 (8%) 9 (33%) Referéncia Referéncia
GA 0 15(56%) ND ND
GG 1 (2%) 3 (11%) 1.3(0.1-17;p= 0.82) 1.33( 0.10-17; p= 0.82)
Total 5(83,3%) 27 (96,4%) p-global=0.027 p-global=0.027
Alelo A 8 (80%) 33 (61%) Referéncia Referéncia
Alelo G 2 (20%) 21 (39%) 2.5(0.24 - 26;p= 0.4307) 2.8 (0.15-50; p= 0.48)
Carreador G 4 (8%) 24 (89%) 8 (0.7 - 82; p= 0.0806) 20.64(0.64-656;p= 0.08)

IL6 174

GG 3 (60%%) 15 (58%) Referéncia Referéncia

GC 2 (40%) 10 (38%) 3130272 (0.00-Inf;p= 0.99) 2.02(0.13-29;p= 0.60)
CC 0 1 (4%) ND ND

Total 5(83,3%) 26 (92,9%) p-global= 0.83 p-global=0.83
Alelo C 2 (20%) 12 (23%) 1.2(0.11- 12; p= 0.88) 1.2 (0.11- 12; p= 0.88)
Alelo G 8 (80%) 40 (77%) Referéncia Referéncia
Carreador C 2 (40%) 11 (42%) 1.1 (0.15-7.7; p= 0.92) 2.09 (0.14 -29.65 ; p=0.58)
1L10 819
CC 2 (40%) 4 (15%) Referéncia Referéncia
CT 3 (60%) 17 (65%) 2.8x10ES5 (0.3- 23; p=0.32) 0.53(0.02- 13.68; p=0.70)
T 0 5 (19%) ND ND
Total 5(88,3%) 26 (92.9%) p-global=0.24 p-global=0.24
Alelo C 7 (70%) 25 (48%) Referéncia Referéncia
Alelo T 3 (30%) 27 (52%) 2.5(0.32-20; p=0.3796) 1.02(0.08-12.65;p= 0.98)
Carreador T 3 (60%) 22 (84%) 3.7(0.45-29.4; p=0.2214) 0.55(0.02- 14.3;p=0.72)
MIF 173
GG 3 (75%) 16 (57%) Referéncia Referéncia

GC 0 9 (32%) ND ND

CcC 1 (25%) 3 (11%) ND ND

Total 4 (66,7%) 28 (100%) p-global= 0.21 p-global=0.21
Alelo C 2 (25%) 15 (27%) 1.0 (0.09 - 12; p=0.93) 3(0-3;p=0.91)
Alelo G 6 (75%) 41 (73%) Referéncia Referéncia
Carreador C 1 (25%) 12 (43%) ND ND

TNF -863

AA 1 (25%) 8 (32%) Referéncia Referéncia

CA 3 (75%) 17 (68%) 1.41(0.12-15.78;p= 0.77) 1.17(0.04- 32;p= 0.92)
CC 4 (67%) 25 (89,3%) p-global=0.77 Referéncia

Total 7(0.88) 48 (84%) Referéncia p-global= 0.77
Alelo C 1 (12%) 8 (16%) 1.3 (0.05- 31;p=0.85) 1.89(0.14-24.03;p= 0.62)
Alelo 4 1 (25%) 8 (32%) 1.4 (0.1- 16; p=0.77) 2.6 (0.18 - 37; p=0.48)
Carreador A 1 (25%) 8 (32%) 1.4 (0.1- 16; p=0.77) 1.17 (0.04 - 32; p=0.92)
Haploétipos

252A/-308G/-863A 0.10486 0.15639 ND ND
252A/-308G/-863C 0.70695 0.46254 ND ND
252G/-308A /-863A 0.02222 0.00001 ND ND
252G/-308A /-863C 0.061123 0.14285 ND ND
252G/-308G /-863C 0.10485 0.23821 ND ND
252A/-308G/-863A 0.10486 0.15639 ND ND
252A/-308G/-863C 0.70695 0.46254 ND ND
252G/-308A /-863A 0.02222 0.00001 ND ND
252G/-308A /-863C 0.061123 0.14285 ND ND

*OR e p-valores adjustados para as covaridveis presenca do acesso profundo, uso de nutricio parenteral, uso de ventilaciio
mecanica, etnia e género. ND- Resultado nio disponivel
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DISCUSSAO

85,109

Ao contrario da expectativa original de alguns grupos , décadas de tentativas

o : - 178,199-200
em varios centros de pesquisa

ndo conseguiram definir um ou mais SNPs
suficientes para predizer a susceptilidade e a sepse e fundamentar o prognoéstico, de
forma a permitir a implementac¢do como parte da rotina em UTIs Neonatais, com vistas a

. i o1 81,91,201
melhoria da pratica médica” """

, pode ser claramente visualizado a partir da revisdo
sistematica que realizamos, que descreve resultados frequentemente negativos, em grande
proporg¢ao de estudos.

Mesmo nos casos onde os genes portadores dos polimorfismos de interesse
possuem um impacto relevante na sepse em adultos e em criangas na faixa etdria

91,194
""", Em estudos onde

pediatrica, tais achados ndo foram replicados na sepse neonata
associacdes significativas foram relatadas entre sepse neonatal e genes com
polimorfismos, os resultados sdo frequentemente inconsistentes com os realizados por
outros grupos em diferentes periodos, e/ou com diferentes populagdes de neonatos. Com
frequéncia ainda maior, fortes associagdes foram observadas inicialmente em pequenos
estudos, ou coortes de médio porte, mas ndo confirmadas em grupos com amostras
maiores. Nenhuma das grandes coortes estudadas identificou um importante efeito de
qualquer um dos genes candidatos a susceptilidade a sepse, apesar de fortes correlagdes
com condi¢des predisponentes, como a prematuridade'*® .

E importante frisar que tal impasse nio é dependente da metodologia utilizada nos

estudos. Por exemplo, Abu Maziad er al.'*

usou uma abordagem baseada na familia
(teste de desequilibrio de transmissdo) para identificar multiplos genes candidatos a

associacdo com a sepse neonatal em uma coorte relativamente grande, sendo capaz de

detectar associacdes moderadas ou limitrofes nos genes para PLA2, subtipos de TLR e
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IL-10. Além disso, foram utilizadas estratégias adicionais na defini¢ao de fendtipos com
sepse com base em varios parametros para melhorar a sensibilidade e tomando cuidado
para corrigir o efeito de comparagdes multiplas. Nenhum dos polimorfismos mais
estudados a partir de outros trabalhos (TNF ou IL-6) chegou a entrar na lista de
candidatos promissores; por outro lado, os candidatos evidenciados por Maziad et al'**.
(PLA-2, TLR e IL-10) também preenchem os critérios para a categoria de genes imunes
e inflamatérios, o que de certa maneira reforca a idéia de que € neste grupo de genes que
eventualmente serd encontrado um candidato clinicamente 1til.

Um aspecto importante desses estudos envolve a diversidade étnica das populagdes

: 191
examinadas. Em pelo menos um estudo bem controlado

, a etnia desempenhou um
papel importante na modificagdo de resultados em associagdes entre polimorfismos em
genes imunologicamente relevantes (IL-6, CD14) e sepse. Etnia ¢ uma questdo presente
em outros estudos em Isracl”®, EUA* ¢ Europa, este ultimo refletindo a imigragio
recente originaria da Africa e do Oriente Médio'™ ou comparando populagdes
caucasianas amplamente separadas'®’ . A interpretagio dos dados de genotipagem pode
ser afetada pela etnia da populagdo de interesse, e isto representa um fator limitante para
a aplicacdo desta abordagem aos lactentes em todo o mundo.

Outra questdo importante ¢ a da complexidade dos polimorfismos envolvidos, o
que pode ser bastante variavel, desde os SNPs no caso do TNF-a ' até  eventos
complexos envolvendo inser¢do/dele¢io no caso de ECA'™ . Esta complexidade ¢

maxima no caso da MBL'¥’

, uma vez que as mutagdes conhecidas muitas vezes impedem
a polimerizagao necessaria para gerar uma proteina funcional.

A MBL representa uma situagio especial'**'®’, pois esta proteina apresenta uma
série de polimorfismos que interferem com a montagem de multimeros funcionais. Como

consequéncia, os individuos homozigotos para qualquer mutagdo, assim como 0s

heterozigotos para duas mutagdes distintas, apresentam grave deficiéncia nesse fator
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microbicida. No entanto, os heterozigotos possuindo um alelo do tipo selvagem podem
produzir multimeros funcionais de MBL, constituidos apenas por cadeias ndo-mutantes, e
através da exposicdo repetida a agentes patogénicos ocorre um estimulo a producao
desses multimeros funcionantes, tornando dificil detectar a imunodeficiéncia. Neste caso,
a dissociacdo entre o genotipo e sua expressdo fenotipica representam um grande
problema. Na verdade, a varidvel clinicamente relevante ndo ¢ qual alelo a crianga possui,

. - 183,187-188
mas sim o quanto de MBL funcional produz ™

. H4 um lado bom para isso, porque
a mensuracdo de MBL pode eventualmente demonstrar ser um melhor preditor de sepse
que a genotipagem, e porque a terapia de reposicdo de MBL deve ser ttil naqueles que
ndo a possuem ou a tém em quantidade insuficiente. Uma questdo importante, que ndo
pode ser resolvida no momento, ¢ se a administracdo MBL para criangas carentes de
multimeros totalmente funcionais podem induzir a producdo de anticorpos contra
proteina MBL exo6gena, quando esta for administrada como terapia.

Sendo assim, uma reavaliacdo critica desta abordagem ¢ necessaria. Qualquer
tentativa de fazer uma triagem para SNPs em RN em UTIs neonatais, por conta de
associacdes com sepse, depende de uma série de pressupostos, como se segue: a) que o
polimorfismo estad associado com sepse e o resultado da genotipagem faz parte, de
alguma forma no processo de decisdo quanto a se a terapia antimicrobiana agressiva
deve ou ndo ser instituida; b) que esta associacdo ndo ¢ dependente de etnia, das
defini¢cdes complexas de haplotipos ou a natureza dos patdégenos envolvidos; c¢) que o
custo e trabalho envolvido na obtencdo dessas informagdes genéticas sdo justificadas pela
beneficios esperados.

Idealmente, tais polimorfismos devem ser poucos e ndo muitos, para reduzir o
trabalho e os custos e maximizar a velocidade de resposta no momento da decisdo de

instituir a terapia nos neonatos, o que ¢ fundamental neste cenario. Assim, os

polimorfismos identificados nos resultados dos recém nascidos suscetiveis, deveriam ser
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o objetivo ultimo destes esforcos de triagem. Tal aspiragdo até o momento nao foi
realizada. Ao invés disso, grandes estudos de coorte e testes de multiplos genes
candidatos sugerem que varios genes tém um impacto sobre a sepse, mas que esse
impacto ¢ limitado. Determinar todos eles seria impraticavel, especialmente porque ¢
dificil determinar a relevancia no processo de decisdo de qualquer um deles isoladamente.

Gostariamos de sugerir, ao contrario, que nos casos em que um impacto foi
mostrado, uma avaliagdo mais aprofundada dos polimorfismos candidatos devem
envolver andlise aprofundada de sua importancia funcional, antes de que seja feita
alguma recomendagdo para a implementacdo em um ambiente clinico.

Nosso estudo com pacientes permitiu a observagdo das frequéncias genotipicas,
alélicas e haplotipicas de polimorfismos dos genes do TNF na posi¢ao -308 e -863 ; IL-6
na posicao -174; da LTA na posi¢do +252; MIF na posicao —173; e IL-10 na posicao -
819, em criancas saudaveis e pacientes criticamente enfermos, além de correlagdo com
caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes.

Inicialmente, foram analisadas neste estudo caracteristicas demograficas, tais como
género, etnia, peso ao nascer e idade gestacional, tipo de via de parto, presenca de
bolsa rota, mal formacio fetal que ja foram relacionadas na literatura com evolugao
clinica da sepse neonatal.

Com relacdo ao género, ndo observamos diferenga estatisticamente significativa
entre o grupo de criangas saudaveis e o grupo de pacientes. Da mesma forma, ndo foi
encontrada diferenca significativamente estatistica com relagdo ao género nos pacientes
que desenvolveram sepse, apenas um predominio de prematuros do sexo masculino que
ndo alcancou significancia. Esta maior incidéncia no sexo masculino tem sido encontrada
também por outros autores, que apresentam a hipotese de que esta maior predisposi¢do

possa estar ligada a um gene localizado no cromossomo X e envolvido com a fun¢ao do
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timo ou com a sintese de imunoglobulinas, representando um fator de protecdo ao sexo
feminino™” .

Hé estudos que sugerem que os hormonios sexuais possam exercer efeitos
reguladores potentes em fungdes imunes variadas, sendo os androgénios
imunossupressores e os estrogénios protetores, em sepse induzida em modelos animais™”.

Estudos genéticos também ressaltaram a maior vulnerabilidade do sexo

masculino, como o estudo de Schréder et al.(2000)*"*

, que observou aumento da taxa de
letalidade estatisticamente significativa em homens homozigotos para o LTA +252 AA
quando comparadas aos outros genoétipos, € um estudo americano que mostrou
predisposi¢ido a sepse grave no SNP LTA +252, modulada pelo género e idade **.

Com relacdo a idade gestacional houve diferenca estatisticamente significativa
entre criangas saudaveis e pacientes que evoluiram com sepse neonatal. Os prematuros
foram mais susceptiveis a sepse, assim como os pacientes com o acesso venoso profundo.
Levando em consideragdo que uma grande propor¢ao (71%) de prematuros no estudo
utilizaram acesso venoso profundo, pode-se considerar a presenga do cateter como um
agravante ao desenvolvimento da sepse neonatal.

Tendo em vista a maior sobrevida de prematuros e de recém-nascidos de baixo peso,
submetidos a internacdes prolongadas e procedimentos invasivos indispensaveis a seus
cuidados®® , a maior suscetibilidade as infecgdes, somada aos fatores a que sdo expostos
durante o tratamento, resulta em taxas de infec¢des superiores as de outras populacdes®’’.
Durante a internagdo, o neonato ¢ exposto a uma variedade de patégenos maternos e
hospitalares, que se tornam invasivos pelo status imunologico deficitario™.

Com relagdo a cor da pele, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre
prematuros e a termo para o desenvolvimento de sepse. Porém, observamos que a maioria

dos prematuros possuiam etnia ndo-branca. A associacdo entre raca e mortalidade infantil

¢ bastante estudada em paises como os EUA®®, cujas taxas elevadas de mortalidade
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neonatal entre os recém-nascidos negros resultam de excesso de nascimentos prematuros
e da restricdo de crescimento fetal 2217,

Atualmente, sabe-se que a frequéncia de muitos polimorfismos varia entre diferentes
grupos étnicos e que comparagdes devem ser realizadas dentre um mesmo grupo
etnicamente bem definido'®. Os estudos de associagdo de genes selecionados e
contrastantes freqiiéncias alélicas usando casos versus controle, sdo uteis em genes com
pequeno efeito e ndo dependem de estudos familiares. Porém, estdo mais sujeitos a
fatores de confundimento, sendo a etnia o mais relevante. Se os casos e controles ndo sao
etnicamente comparaveis, a diferenca de frequéncia dos alelos entre os grupos,
associados ou ndo com a doenga, pode originar resultados falso-positivos através deste
artefato de estratificacao.

Os investigadores tem tentado prevenir este viés, restringindo os sujeitos do
estudo a um determinado grupo étnico; no entanto, origem étnica ¢ frequentemente dificil
de definir com precisdo. Uma solucdo ¢ usar desenhos caso-controle com amostras
populacionais pareadas de forma homogéneas e aleatorias’', o que pode ser muito dificil
de obter em populagdes heterogéneas como a norte-americana.

Adicionalmente, a frequéncia de alelos polimorficos ¢ influenciada pela
ancestralidade, sendo encontradas diferencas na distribuicdo alélica entre populagdes
etnicamente distintas em diversos estudos>'>>'® .

No presente estudo, devido ao alto grau de miscigenagdo da populagdo brasileira,
os pacientes e bebés saudaveis foram primeiramente agrupados segundo a cor da pele,
conforme a recomendagdo oficial do IBGE. Em virtude da dificuldade adicional de
determinagdo da cor da pele em lactentes jovens, dificultando estudos de associacdo

genotipica, a populagdo estudada foi categorizada de forma binéria, em “brancos” e “nao-

brancos”. Ainda assim, por ser o grupo de “brancos” no Brasil altamente miscigenado e
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ndo ter sido realizado estudo genético para determinacdo de ascendéncia, esta
categorizagao reflete apenas divisao de raca segundo o fendtipo, na populagdo estudada.

Como dentro dos grupos de pacientes incluidos existia uma ampla variagdo de
caracteristicas clinicas entre os classificados prematuros e a termo, representando um
importante fator de confundimento, foi realizada a estratificagdo desses pacientes em 2
grupos distintos para analise estatistica.

As demais caracteristicas demograficas foram mantidas como covaridveis e
ajustadas em todas as analises estatisticas realizadas.

Neste estudo, foram analisadas caracteristicas clinicas de todos os pacientes
incluidos, avaliado o desfecho de sepse neonatal em cada paciente e realizada a
genotipagem.

Por serem atendidos em um instituto materno-infantil de alta complexidade, sendo
referéncia municipal e estadual para varias especialidades médicas, como pré-natal de
alto risco fetal, neurologia e pneumologia infantis, genética, neonatologia, e cirurgia
infantil, os pacientes do nosso estudo tém perfil de doencas cronicas e complexas®” .
Portanto, ja era esperado o percentual elevado de criangas portadoras de malformagdes na
populagao estudada (68.9%), havendo predominio de malformagdes do SNC.

Em estudo realizado em 2004 por Maveira et al., com uma amostra de 73 neonatos
portadores de cardiopatia congénita, a sepse esteve presente em 53 deles, dos quais 28
evoluiram para 6bito, evidenciando uma taxa de letalidade de 539%%%. Calil et al. (2001)
observaram que o tempo de internagdo ¢ um dado que remete a gravidade de algumas
doengas que acometem os RN, levando-os rapidamente a morte, como as malformagdes
congénitas e sepse precoce de origem materna®”’.

A diferenga em relagdo a presenca de MFF entre os pacientes com e sem sepse
apresentada no estudo foi a esperada, j& que pacientes portadores de comorbidades

normalmente possuem pior evolug¢dao do que os previamente higidos.
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Dentre os pacientes avaliados, o uso de cateter venoso central influenciou
significativamente a evolucdo da sepse. Sendo este o sitio de infeccdo mais
frequentemente relacionado a sepse neonatal tardia, nossos resultados sdo coerentes com
os de trabalhos j& publicados.

A permanéncia de recém-nascidos em UTIs neonatais, contribui para o aumento da
exposicao as infecgdes e da mortalidade decorrente, pelo niimero de vezes que sdo
manipulados e submetidos a procedimentos invasivos****"**!,

Em nosso estudo, houve véarios aspectos limitantes na analise de prontudrios e
coleta de dados clinicos. Pretendiamos inicialmente avaliar se existia alguma associacdo
entre a genotipagem dos alelos estudados e a natureza dos microorganismos observados
nas culturas de sangue, urina e outras secre¢des, nos diagnosticos com sepse comprovada.
Porém, surpreendentemente, apenas 9 hemoculturas tiveram positividade, tornando essa
avaliagdo invidvel. Varios fatores sabidamente influenciam a sensibilidade da
hemocultura numa populagdo neonatal, ja que o volume total de um bebé corresponde a
80 ml/kg, e num prematuro com peso ao nascer de 1,7 kg (média encontrada em nosso
estudo) a coleta de 3 ml de sangue apenas para hemocultura corresponde a 2% da
volemia. Cabe ainda lembrar que lembrando que a coleta de amostra de sangue para
hemocultura tem sensibilidade varidvel em fungdo da farmacocinética do antibidtico.

Outro aspecto importante foi na disponibilidade aos dados clinicos, seja por
dificuldade na recuperagdo de prontuario médico, pelo preenchimento de prontuarios
(muitas vezes feito por residentes em supervisao) ou pela inconsisténcia no diagndstico
de sepse neonatal por auséncia de uniformidade ou protocolos clinicos.

Apesar da nossa tentativa de identificar fatores de risco maternos para o
desenvolvimento da sepse neonatal, como feito por Stoll et al. (1996), em seu estudo

sobre sepse neonatal tardia em recém-nascidos de muito baixo peso, ndo encontramos
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associacdo estatisticamente significativa entre esses fatores e o aparecimento de sepse
neonatal tardia***.

A prematuridade e o baixo peso sdo descritos como fatores neonatais relevantes para
o surgimento da sepse tardia, uma vez que sdo as principais causas de ingresso dos
neonatos em UTIs e o risco de infec¢do tardia aumenta com o decréscimo do peso ao
nascimento e da idade gestacional™'®. Remington et al.(1995), descreveram uma taxa de
mortalidade de 21% associada a sepse em recém-nascido de muito baixo peso’”>. Em
nosso estudo, a mortalidade nao foi avaliada, mas achamos uma diferenga significamente
estatistica na sepse no grupo dos prematuros.

Viarias complicagdes da prematuridade estdo associadas com o provavel aumento da
sepse tardia pela necessidade de tempo prolongado de internagdo e maior necessidade de

. . . 21,223
procedimentos invasivos”™

. Nos pacientes sépticos no estudo a associagdo a presenca
de cateter venoso profundo foi significativamente estatistica.

Segundo Grahan et al. (2006) em um estudo caso-controle com recém-nascidos de
baixo peso em uma UTI, o uso de cateterismo venoso central por mais de 10 dias foi

importante fator de risco para sepse neonatal tardia®*

. Nao foi o objetivo primordial de
nosso estudo levantar o tempo de uso de cateter. Por conseguinte, englobamos em acessos
profundos o cateterismo umbilical, as disseccdes ou pungdes sob visualizagdo e os
cateteres epicutaneos.

Newman (2006) sugeriu como estratégia de prevencdo, que a remoc¢do do acesso
venoso seja feita o mais breve possivel, assim que a terapéutica tenha sido concluida para
reduzir as chances de infeccdo tardia®*.

Stoll et al. (1996) e Rimon et al., (2004) sugeriram em seus estudos que a via
enteral deve ser iniciada o mais precocemente possivel para reduzir o tempo de uso de

’ . . : ~ 21-22
parenteral, que esta associado a um grande risco de infec¢cao™ .
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Polin et al. (2003) relataram em sua pesquisa sobre infec¢do neonatal nosocomial,
que a prevencdo de nascimentos prematuros ¢ uma das estratégias mais efetivas para
promover a redugio deste tipo de populago de risco’”.

Entretanto, a implanta¢do desta medida ndo ¢ facil j& que depende diretamente de
uma boa assisténcia por parte dos servigos de satide com a melhoria do atendimento a
gestante.

Segundo Weber (2003), mais de 40% das mortes neonatais que ocorrem nos paises
em desenvolvimento sdo causadas por infecgdo™® . Stoll et al., (1996) afirmou que nos
primeiros trés dias de vida aproximadamente 4,2% das mortes neonatais sdo causadas por
sepse, 14,6% ocorrem entre quatro e sete dias, 36,2% entre oito e quatorze dias e 51,8%
até 28 dias de vida®'.

Isso mostra como ¢ importante a identificacao dos fatores de risco relacionados a esta
doenga e que medidas de prevencdo devem ser adotadas para reduzir tais resultados.
Algumas praticas podem, dessa maneira, ser adotadas como medidas de redugdo da
incidéncia da sepse tardia.

E imprescindivel o entendimento de que apesar de cuidados na prevengdo a sepse
neonatal, o prematuro tem maior susceptibilidade a doenca, seja pela ja conhecida
resposta imune inata imatura, seja pela invasividade inevitdvel de procedimentos
invasivos como cateteres profundos, intubagcdo orotraqueal, ventilagdo mecanica,
necessarios a propria sobrevivéncia destes pacientes frageis.

Apesar de estudos de polimorfismos genéticos na resposta inflamatéria em adultos
estarem associados a infecg¢do, as tentativas de transpor tais resultados a populacio
neonatal ainda nao foram totalmente bem-sucedidas.

E notério lembrar que a fisiologia neonatal é bem peculiar, que a exposi¢do a
infec¢do precede o nascimento e diagnosticos como a Doenga de Membrana Hialina

(proveniente da prematuridade) e a Pneumonia se sobrepdoem. O diagnostico de sepse em
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recém-nascidos sem confirmacao microbioldgica ainda ¢ a maioria, e o espectro de sinais
e sintomas ¢ muito vasto. E, por vezes, o tratamento antimicrobiano ¢ iniciado
valorizando o componente ineficaz de defesa do hospedeiro nessa populagao.

No referente aos polimorfismos estudados por nos, foram escolhidos em virtude
de sua associacdo e da susceptibilidade a sepse, ja sugerida pelos poucos estudos
existentes para a faixa etaria neonatal.

Em relagdo a distribuigdo do TNF -308, o predominio em ambos os grupos
(prematuros e a termos) de homozigotos GG (aproximadamente 74% e 86%,
respectivamente) e a presenga de muito poucos homozigotos AA (0% e 1%) na populagdo

estudada foi similar as frequéncias descritas na literatura para a populagdo brasileira®>**"

28

Em relacdo ao SNP LTA +252, ndo houve predominio claro de nenhum genotipo,
porém tanto pacientes, quanto criangas prematuras quanto a termo, apresentaram maior
quantidade de heterozigotos LTA +252 GA (47 e 48%, respectivamente) em relagdo ao
homozigoto AA (41 e 33%). A frequéncia do alelo A foi similar a descrita na literatura
para a populagio brasileira®®, sendo mais frequente o alelo A nos prematuros (64%) em a
termo (57%).

No grupo de criangas saudéaveis, a andlise dos gendtipos e alelos demonstrou
distribui¢do de frequéncias genotipicas e alélicas em EHW, o que afasta possiveis erros
relacionados a genotipagem, permite a verificacdo da frequéncia dos gendtipos estudados
em populacdo similar aos pacientes envolvidos na andlise, além de reafirmar a qualidade
do presente estudo. Um estudo inglés demonstrou que o desvio do EHW em amostras

aleatorias pode ser indicativo de problemas na genotipagem®™".

Erros em dados
genotipicos podem acontecer devido a uma variedade de motivos, como desvios no grupo

controle, trocas no manuseio das amostras e problemas no processo de genotipagem. A

presenga de erros na genotipagem em dados de individuos ndo relacionados tem impacto
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consideravel na andlise de dados subsequentes. Mesmo pequenos erros (na faixa de 3%)
Jj& podem afetar adversamente as medidas do EHW.

A analise de ligacdo provou ser muito menos confidvel para o estudo de doencas
ndo-mendelianas por causa da elevada taxa de resultados falso-positivos. O estudo de
tracos poligénicos ¢ dificultado pela falta de padrdes de segregacdo familiares e a
variabilidade do ambiente, como se poderia ocorrer com a exposicdo infecciosa.
Identificacdo de alelos de fraca penetrancia que contribuem para disturbios comuns
requer abordagens novas e mais poderosas'’.

O alelo A do TNF -308 estd associado com uma maior produ¢do da citocina
TNF'%7®77" que quando muito aumentada resulta em desequilibrio e resposta

10-68

inflamatoria sistémica exagerada " . No entanto, a liberagdo inicial de TNF em

quantidades aumentadas é essencial para uma resposta imune adequada®”.

Assim, para mutacdes e polimorfismos serem preservados no genoma humano,
apesar da predisposi¢cdo a um desfecho deletério secundario a uma doenga, uma vantagem
na sobrevivéncia frente a outra doenga (outra infec¢do ou neoplasias, por exemplo) ¢é
possivel ou necessaria® .

Os principais estudos publicados na literatura para avaliagdo da fun¢do genética
na infeccdo sdo estudos de associagdo, que comparam a incidéncia de variagdes genéticas
especificas em uma populagdo com infecgdo e em uma populagdo controle. A evidéncia
de estudos de associacdo ndo ¢ tdo forte e deve preencher rigorosos critérios para
aceitagao.

Hé vérias limitagcdes nos estudos de associacdo genética entre polimorfismos e
sepse descritos na literatura. Em muitos destes estudos, a frequéncia do alelo variante ou
de no grupo de pacientes com sepse ¢ comparada com a frequéncia do mesmo alelo em

uma populacao controle saudavel. Entretanto, o grupo controle pode ndo ter sido exposto

aos mesmos patdgenos aos quais o grupo de pacientes com sepse foi exposto. Nao se
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pode concluir, a partir de tais comparagdes, que o grupo que desenvolveu sepse tem um
risco aumentado de sepse, sem que exista um grupo controle similarmente exposto.
Portanto, o grupo controle mais apropriado para comparagdo de estudos genéticos de
associacdo com doencas infecciosas seria um grupo de pacientes com infec¢do similar
que, no entanto, ndo desenvolveu sepse'".

Viérios problemas metodolégicos podem explicar muitas das discrepancias
encontradas entre os estudos de associagdo genética, como: poder estatistico limitado,
populacdes heterogéneas com fatores de confundimento ndo reconhecidos, defini¢des
inadequadas dos fenoétipos, presenga de desequilibrio de ligacdo e estratificagdo das
populagdes.

Os resultados divergentes encontrados em estudos de associacdo genética na
literatura vigente enfatizam a necessidade de estudos futuros com amostra maior,
incluindo multiplos polimorfismos e melhor desenhados no que diz respeito ao grupo
controle, para identificar corretamente o grau de influéncia que a variabilidade genética
tem na sepse'’. Confirmagdes dos achados dos estudos ja publicados, bem como
associacdes subsequentes com outros polimorfismos genéticos, aguardam estudos
populacionais de larga escala para esclarecer as relagdes entre fatores genéticos e ndo-
genéticos possivelmente relacionados a tais desfechos’.

O presente estudo incluiu criangas de um unico centro, o que talvez crie um viés
na amostra em questdo, dificultando a extrapolagdo dos resultados para outras
populagdes.

No entanto, permitiu a uniformizacdo do cuidado e a utilizagdo de protocolos
clinicos universais e especificos, sendo criteriosamente utilizados consensos e os padrdes
atualmente aceitos na literatura para definicdo de todos os desfechos utilizados nas

correlagdes com os gendtipos estudados. Isto ajuda a minimizar os erros de classificacio
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demogréfica e clinica, diminuindo eventuais fatores de confusdo no tratamento clinico
disponibilizado aos pacientes.

Uma limitagdo do estudo ¢ a miscigenagdo da populacdo brasileira, o que impede
a exclusdo de fatores relacionados a raga, também impedindo a categorizagdo criteriosa
da populagdo em questao.

A inclusdo de pacientes com sepse neonatal precoce e tardia em um mesmo grupo,
também pode configurar certa limita¢do na extrapolacao dos resultados.

Foram levados em consideracdo os possiveis fatores de confundimento que
poderiam alterar o impacto das variantes genéticas na gravidade e evolucdo das criangas
sépticas em todas as andlises estatisticas.

Uma limitagdo de estudos de associa¢dao da distribuicdo de SNPs com evolugdo
clinica ¢ que na maioria dos casos, investigadores descrevem a associacdo entre um
polimorfismo especifico e susceptibilidade a uma doenga ou evolucao clinica. Entretanto,
o SNP que estd sendo investigado pode ndo estar envolvido diretamente, mas estar
proximamente ligado a outra variante genética efetivamente causadora da associagdo'.

Nenhum estudo de associacdo genotipou todos os sujeitos para todos os loci
polimorficos ao mesmo tempo. Portanto, alguns destes polimorfismos podem apenas
estar em desequilibrio de ligagio com o gene relevante, situado em um locus diferente®.
Assim mesmo analisando os SNPs TNF -308 e LTA +252 simultaneamente, pode ser que
nenhum dos dois SNPs seja o verdadeiro fator influenciando o desfecho, mas que ambos
sejam marcadores ligados a outra variante genética relevante nesta regido, que ¢ rica em
genes relacionados & resposta inflamatoria sistémica®.

No entanto, vérias limitagdes para os estudos de associa¢des deveriam ser levadas em
conta quando se tenta transpor os resultados obtidos nos estudos realizados em coortes
de adultos.

Uma outra limitag¢do de varios estudos refere-se a individuos dentro dos grupos de
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estudo e controle que sdo de diferentes grupos étnicos. E bem conhecido que a frequéncia
de muitos destes polimorfismos varia entre os grupos étnicos e, consequentemente, as
comparagdes s6 devem ser feita dentro de grupos étnicos semelhantes. O uso de controle
génicos de SNPs de amostras com etnia homogénea ajuda a evitar associagdes
esplrias™'.

Com base no fato de outros estudos na literatura, revistos na primeira parte dos
nossos resultados, terem apresentado resultados predominantemente negativos, o achado
de falta de associacdo estatisticamente significativa entre os genoétipos, alelos e
carrcadores dos SNPs TNF-308, LTA+252, 1L-6-174, TNF-863, IL-10-819 ¢ MIF-173

SNPs com sepse neonatal é compativel com a literatura’"'**

. Entretanto, algumas
questdes importantes tém que ser consideradas nesse estudo. Um fator que merece
atengdo ¢ que este estudo foi feito a partir de uma amostra de conveniéncia, com coleta de
dados retrospectiva. Como as criangas incluidas nesse estudo foram aquelas que foram
internadas posteriormente na UTI pediatrica, a nossa amostra consequentemente ficou
privada das criangas que tiveram evolugdes mais graves no periodo neonatal, evoluindo
para 6bito.

Um outro fator que prejudicou a analise foi a auséncia no nosso grupo de criangas
ndo-sépticas dos gendtipos associados a evolugdes mais graves na literatura, tais como o
SNP TNF-308 AA, SNP TNF -863 AA, SNP IL6 -174 CC e IL10 -819 TT, o que pode

ser resultante do pequeno tamanho da nossa amostra, mas também pode ser devido a

exclusdo das criancas que evoluiram para 6bito no periodo neonatal.
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CONCLUSOES

A imaturidade do sistema imunoldgico neonatal dos prematuros e/ou a deficiéncia
individual especifica a resposta inflamatoria sistémica no quadro clinico da sepse
acarretam um maior risco de evolugao clinica grave nesse cenario de pacientes.

Este estudo mostrou que os fatores maternos, entendidos como a rotura prolongada de
membranas, o uso de antibidtico antenatal e a colonizagdo por Streptococcus agalactiae
do Grupo B ndo estiveram relacionados ao surgimento de sepse neonatal. Dentre os
fatores neonatais identificados, os principais foram a prematuridade e o baixo peso. Com
relacdo aos fatores nosocomiais, os procedimentos invasivos como o uso de cateterismos
venoso central, a ventilagdo mecanica e o uso de nutricdo parenteral estiveram associados
a sepse neonatal. Baseado nestas informagdes, medidas de prevencao podem ser adotadas
para minimizar estes fatores de risco e consequentemente a incidéncia de sepse neonatal

tardia (Figura 6).

Figura 6 - Diagrama de Interagdes na Sepse Neonatal.
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A possibilidade de aplicar a pratica da Neonatologia os avangos no entendimento da
influéncia dos genes sobre a resposta aos patdgenos microbianos permanece uma das
perspectivas mais estimulantes na genomica clinica.

Essa perspectiva ¢ tanto mais atraente quanto uma série de estudos iniciais
sugeriram a existéncia de fortes associacdes entre determinados polimorfismos genéticos
e a susceptibilidade a sepse grave. Contudo, a andlise da literatura mais recente indica
que esses achados tém de ser revistos, a luz de trabalhos metodologicamente mais
adequados.

Polimorfismos dos genes de citocinas permanecem um tema atraente para
estudos de associagdo de genes candidatos, dado o importante papel das citocinas na
patogénese da doenca infecciosa. Contudo, os resultados ja obtidos sdo frequentemente
inconclusivos, tendo em vista as limitagdes dos estudos, tais como amostras pequenas e
problemas com a estratificacdo da populagdo, controles inadequados ou desenhos
retrospectivos.

E fato que nosso proprio estudo apresentou algumas dessas limitagdes. A anélise
de amostra populacional pequena e de forma retrospectiva ndo gerou os resultados
esperados, apesar de aspectos metodoldgicos positivos, como a andlise de multiplos
polimorfismos (foram 6 SNPs), e de ter sido testado o desequilibrio de ligacdo entre
genes encontrados no mesmo Cromossomo.

Talvez, a partir de um estudo prospectivo, com dados de pacientes ndo
sobreviventes ¢ uma maior populacdo amostral, venha a ser possivel uma melhor
compreensdo da relevancia desses SNP na sepse neonatal.

Num futuro préximo, pacientes com doengas criticas, dentro de algumas horas
apos a admissao, poderdo ser genotipados para melhor caracterizar a base genética da sua
resposta inflamatoria, e ter seu tratamento adaptado em conformidade. A utilidade desta

abordagem depende criticamente de quais serdo os genes marcadores examinados.
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Infelizmente, até o presente momento, ndo existem fortes evidéncias de que os
polimorfismos envolvidos na resposta inflamatoria, dentre os avaliados neste trabalho,
tanto no estudo dos pacientes ou na literatura (através da nossa revisdo sistematica),
sejam candidatos para triagem rotineira e de utilidade para o diagnoéstico, definicdo
terapéutica ou avaliagdo prognostica na sepse neonatal.

Até que isso aconteca, os estudos para identificar genes de susceptibilidade a
doengas ainda devem estar voltados para genes relevantes na patogenia, em populagdes
etnicamente controladas e com o tamanho amostral adequado para permitir comparagdes

multiplas e mapeamento de multiplos marcadores.

CONSIDERACOES FINAIS

Percorremos um longo caminho para a compreensdo subjacente a patogénese da
sepse e choque séptico nas ultimas 2 décadas, mas esta compreensdo ainda nio se
traduziu em melhores resultados para nossos pacientes.

Possuimos um arsenal terapéutico com diferentes componentes e caminhos frente a
resposta inflamatoria, mas até agora, temos sido incapazes de identificar os subconjuntos
de pacientes suscetiveis aos beneficios destas terapias.

Nossos fracassos ndo devem nos desencorajar, mas sim nos levar a uma mudanca de
paradigma. Acredito que o melhor entendimento dos componentes genéticos da resposta
a sepse, em conjunto com um melhor entendimento da sua relevancia funcional, embora
atualmente uma tarefa 4ardua e formidavel, permitird a longo prazo identificar
subconjuntos genotipicos de pacientes que possam se beneficiar de medidas preventivas
e/ou terapéuticas para sepse e choque séptico.

Isto serd, indubitavelmente, um meio de melhorar a atencdo a saude, especialmente

necessario no cuidado de pacientes tdo vulneraveis como os neonatos.
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