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RESUMO: Recém-nascidos (RNs) sdo susceptiveis a infec¢bes neonatal (INN) e a sepse
devido a imaturidade do sistema imunolégico. As INN podem ser transmitidas para o feto
através da placenta ou durante ou apds o0 nascimento. Ja a sepse é uma disfuncéo organica
que compromete figado, pulmdes, coracdo e rins, aumentando o risco de 6bito. No caso
especifico dos rins, ela desencadeia a Injdria Renal Aguda (IRA). Estudos recentes
mostram que a investigacdo de novos biomarcadores renais para o diagnéstico precoce
de IRA é necessaria devido as limitacdes atuais do diagnostico. Dentre os biomarcadores,
destacam-se a Cistatina-C urinaria. O presente estudo teve como objetivo avaliar a uCysC
como um preditor de IRA em RNs prematuros com diagnostico de sepse ou INN. Trata-
se de um estudo transversal, descritivo e observacional com 64 RNs prematuros, sendo
20 prematuros com infeccdo neonatal (INN), 20 com sepse neonatal (RNsepse) e 20
controles, na Maternidade Escola Assis Chateaubriand (MEAC), Fortaleza - Ceara. O
diagnostico de INN e sepse foi realizado por meio das diretrizes internas da MEAC. As
variaveis clinicas e laboratoriais referentes aos RNs foram obtidas de prontuarios clinicos.
As anélises de Cistatina urinarios foram realizadas por metodologia de imunoensaio
enzimatico (ELISA). A significancia estatistica com p<0,05. Peso ao nascer (p=0,001),
ventilacdo mecéanica (p=0,004), intubacdo (p<0,001), reanimacdo na sala de parto
(p=0,008) e ao grau de prematuridade (0,007) apresentaram significancia estatistica
quando relacionado com o INN/SEPSE. Ja as variaveis como sexo, classificacdo
PESO/IG (p=0,350), via de parto(p=0,785) e asfixia/andxia perinatal (p=0,976) nao
apresentaram significancia estatisticas quando comparadas aos grupos INN/SEPSE. Em
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relacdo ao tempo de internacdo superior a 30 dias foi possivel observar que o grupo INN
apresentou 12(60%) e o grupo sepse 14 (70%). O diagnoéstico da LRA pelo KDIGO
neonatal apresentou (p=0,002), sendo estatisticamente significativo, onde 4 (20%) com
INN tiveram LRA detectada pelo KDIGO baseado na creatinina sérica e 7 (35%) com
sepse tiveram a LRA. O grupo INN apresentou niveis médios de 872,29 ng/mg-Cr (242,5
- 3467,64), sepse 3058,93 ng/mg-Cr (376,18 - 4631,75) quando comparado ao controle
152,19 ng/mg-Cr (106,35 - 291,86), apresentando significancia estatistica com p<0,001.
Conclui-se que a uCysC é um biomarcador promissor no diagndstico precoce de IRA em
RNs prematuros com INN ou sepse, abrindo a possibilidade de, no futuro, ele possa ser
utilizado no monitoramento das complicacGes associadas as infecgdes neonatais.
PALAVRAS-CHAVE: Injuria Renal Aguda; Sepse; Biomarcadores; Cistatina-C.

USE OF THE INNOVATIVE BIOMARKER OF RENAL DEMAGE URINARY
CYSTATIN C IN PREMATURE NEWBORNS WITH SEPSIS AND NEONATAL
INFECTION

ABSTRACT: Newborns (NBs) are susceptible to neonatal infections (NNIs) and sepsis
due to the immaturity of their immune system. NNIs can be transmitted to the fetus
through the placenta or during or after birth. Sepsis is a systemic dysfunction that affects
the liver, lungs, heart, and kidneys, increasing the risk of mortality. In the case of the
kidneys, it can trigger Acute Kidney Injury (AKI). Recent studies have shown that the
investigation of new renal biomarkers for early diagnosis of AKI is needed due to the
current limitations of diagnosis. Among the biomarkers, urinary Cystatin-C (uCysC) has
been highlighted. The present study aimed to evaluate uCysC as a predictor of AKI in
premature NBs diagnosed with sepsis or NNI. This was a cross-sectional, descriptive, and
observational study with 64 premature NBs, including 20 premature NBs with NNI, 20
with neonatal sepsis (NBsepsis), and 20 controls, at Maternidade Escola Assis
Chateaubriand (MEAC), Fortaleza - Ceard. The diagnosis of NNI and sepsis was
performed according to the internal guidelines of MEAC. Clinical and laboratory
variables related to the NBs were obtained from medical records. Urinary Cystatin-C
analyses were performed using enzymatic immunoassay (ELISA) methodology.
Statistical significance was set at p<0.05. Birth weight (p=0.001), mechanical ventilation
(p=0.004), intubation (p<0.001), resuscitation in the delivery room (p=0.008), and degree
of prematurity (p=0.007) showed statistical significance when compared to NNI/sepsis.
On the other hand, variables such as sex, weight/gestational age classification (p=0.350),
mode of delivery (p=0.785), and perinatal asphyxia/hypoxia (p=0.976) did not show
statistical significance when compared to the NNI/sepsis groups. In relation to
hospitalization time longer than 30 days, it was observed that the NNI group had 12 (60%)
cases and the sepsis group had 14 (70%) cases. The diagnosis of AKI by neonatal KDIGO
showed statistical significance (p=0.002), with 4 (20%) cases of NNI and 7 (35%) cases
of sepsis detected by KDIGO based on serum creatinine. The NNI group presented mean
levels of 872.29 ng/mg-Cr (242.5 - 3467.64), sepsis group 3058.93 ng/mg-Cr (376.18 -
4631.75), when compared to the control group 152.19 ng/mg-Cr (106.35 - 291.86),
showing statistical significance with p<0.001. In conclusion, uCysC is a promising
biomarker for early diagnosis of AKI in premature NBs with NNI or sepsis, opening the
possibility for future use in monitoring complications associated with neonatal infections.
KEYWORDS: Acute Kidney Injury; Sepsis; Biomarkers; Cystatin-C.
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USO DEL INNOVADOR BIOMARCADOR DE DANO RENAL DE CISTATINA
URINARIA EN RECIEN NACIDO PREMATURO CON SEPSIS E INFECCION
NEONATAL

RESUMEN: Los recién nacidos (RNs) son susceptibles a infecciones neonatales (INN)
y sepsis debido a la inmadurez del sistema inmunolégico. Las INN pueden transmitirse
al feto a traves de la placenta o durante o después del nacimiento. Por otro lado, la sepsis
es una disfuncion organica que afecta el higado, los pulmones, el corazon y los rifiones,
aumentando el riesgo de mortalidad. En el caso especifico de los rifiones, puede
desencadenar una Lesion Renal Aguda (IRA). Estudios recientes muestran que la
investigacion de nuevos biomarcadores renales para el diagnostico temprano de IRA es
necesaria debido a las limitaciones actuales en el diagnostico. Entre los biomarcadores
destacan la cistatina C urinaria. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la uCysC
como un predictor de IRA en RNs prematuros con diagndstico de sepsis 0 INN. Se trata
de un estudio transversal, descriptivo y observacional con 64 RNs prematuros, incluyendo
20 prematuros con infeccion neonatal (INN), 20 con sepsis neonatal (RNsepsis) y 20
controles, en la Maternidad Escuela Assis Chateaubriand (MEAC), Fortaleza - Ceara. El
diagnostico de INN vy sepsis se realizd mediante las directrices internas de la MEAC. Las
variables clinicas y de laboratorio relacionadas con los RNs se obtuvieron de los registros
clinicos. Los analisis de cistatina urinaria se realizaron mediante la metodologia de ensayo
inmunoenzimético (ELISA). La significancia estadistica se establecio en p<0,05. El peso
al nacer (p=0,001), ventilacion mecanica (p=0,004), intubacién (p<0,001), reanimacion
en sala de parto (p=0,008) y el grado de prematuridad (0,007) mostraron significancia
estadistica al relacionarse con INN/sepsis. En cambio, variables como sexo, clasificacion
PESO/IG (p=0,350), via de parto (p=0,785) y asfixia/anoxia perinatal (p=0,976) no
mostraron significancia estadistica al compararse con los grupos de INN/sepsis. En
relacion al tiempo de hospitalizacion superior a 30 dias, se observo que el grupo NNI tuvo
12 casos (60%) y el grupo de sepsis tuvo 14 casos (70%). El diagnostico de la Lesion
Renal Aguda (AKI, por sus siglas en inglés) segun el KDIGO neonatal mostr6 una
significancia estadistica (p=0,002), con 4 casos (20%) de NNI y 7 casos (35%) de sepsis
detectados por KDIGO basado en la creatinina sérica. EI grupo NNI presentd niveles
promedio de uCysC de 872,29 ng/mg-Cr (242,5 - 3467,64), el grupo de sepsis 3058,93
ng/mg-Cr (376,18 - 4631,75), en comparacion con el grupo de control con 152,19 ng/mg-
Cr (106,35 - 291,86), mostrando una significancia estadistica con p<0,001. En
conclusion, uCysC es un biomarcador prometedor para el diagnostico temprano de AKI
en recién nacidos prematuros con NNI o sepsis, abriendo la posibilidad de su uso futuro
en la monitorizacién de complicaciones asociadas con infecciones neonatales.
PALABRAS CLAVE: Lesion Renal Aguda; Sepsis; Biomarcadores; Cistatina-C.

1. INTRODUCAO

Na neonatologia, 0s RNs prematuros sdo aqueles nascidos pré-termos, ou seja,
antes do tempo normal de gestagdo e sdo classificados de acordo com a semana
gestacional de seu nascimento. E considerado pré-termo aquele nascido menor que 37
semanas, pré-termo tardio com 34 semanas a 36 semanas e 6 dias. Os pré-termos

moderados sdo aqueles nascidos com 32 semanas a 33 semanas e 6 dias, 0s muito pré-
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termos sdo 0s que nasceram com 28 semanas de gestacdo a 31 semanas e seis dias, ja 0s
pré-termos extremos sdo que apresentaram periodo gestacional menor que 28 semanas
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE PEDIATRIA, 2017).

A prematuridade esta relacionada a diversos fatores etioldgicos, como falta do
acompanhamento pré-natal, utilizacdo de drogas licitas e ilicitas, doenca hipertensiva
especifica da gestacdo e anomalias congénitas no feto, tratando-se de uma sindrome
complexa, que representa uma das principais causas de mortalidade neonatal no Brasil.
Os neonatos estdo expostos a um maior risco de sequelas, que aumenta com a reducéo da
idade gestacional. E sabido que complicagdes clinicas do recém-nascido pré-termo, além
de resultar em reinternacdes, podem ocasionar atraso no desenvolvimento neuronal e
consequentemente mais exposicdo a danos renais, aumentando os riscos de mortalidade
(VIANA; ANDRADE; LOPES, 2014).

A Injuria Renal Aguda (IRA) trata-se da reducdo subita da funcdo renal, podendo
causar desde discretas alteracbes em marcadores bioquimicos convencionais que sao
tardios, até mesmo levar a uma faléncia renal, com necessidade de suporte renal artificial
(SRA). Trata-se de uma condicdo grave, de etiologia multifatorial e com mortalidade
variavel, podendo chegar a mais de 60% em pacientes submetidos a dialise (CLETO-
YAMANE et al., 2019).

Segundo Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO), 2012, a IRA
pode ser melhor compreendida por meio do seu modelo conceitual, onde o rim em estado
normal pode sofrer aumento do risco para danos, onde o dano propriamente dito leva a
diminuicdo da Taxa de Filtragdo Glomerular, como conseguinte faléncia renal e morte.

Devido as alteracdes nos marcadores bioquimicos convencionais da IRA serem
tardios os médicos sdo prejudicados na tomada de decisGes nas unidades de terapia
intensiva (UTIs), pois muitas vezes a IRA é observada quando ja ha instaurado um
comprometimento renal. Torna-se necessario o ajuste de dose de medicagdes
nefrotdxicas, reanimacdo volémica e instituicdo de diélise. Esses procedimentos caso
aplicados em tempo habil poderiam desenvolver uma resposta positiva nos pacientes
levando a uma boa evolugdo (FARIAS et al., 2017).

Quando se trata de pacientes prematuros, a detec¢cdo precoce de IRA é ainda mais
importante, visto que 0 nascimento prematuro interrompe o desenvolvimento e maturacao
dos rins durante um periodo critico de crescimento. O terceiro trimestre da gravidez é o
periodo mais ativo da nefrogénese fetal, durante o qual mais de 60% dos néfrons sao

formados. A interrupcdo desse processo resulta em uma quantidade reduzida de néfrons,
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que perdura toda a vida e tem sido associado ao desenvolvimento de hipertenséo e doenca
renal progressiva (CRUMP et al., 2019).
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Além disso, as taxas de creatinina sérica em recém-nascidos prematuros variam
muito, refletindo os niveis maternos ainda nos dois primeiros dias de vida. Nos recém-
nascidos a termo a Taxa de Filtracdo Glomerular (TGF) aumenta rapidamente e a
concentracdo de creatinina vai diminuindo até atingir uma estabilidade por volta de duas
semanas de vida (Li et al., 2012).

A infeccdo neonatal (INN) é considerada uma das principais condicdes
responsaveis por 6bitos neonatais no Brasil, juntamente com o parto prematuro, baixo
peso ao nascer, malformagdes congénitas e asfixia perinatal. (FREITAS; VIEGAS;
ROMERO, 2021). Além disso, ela é uma das principais causas de internacédo nas unidades
de terapia intensivas neonatais (nUTI), onde a maioria dessas contaminacdes sdo de
origem materna. E necessaria sua notificacdo, devido ser responsavel por uma grande
proporcdo de mortes neonatais (FREITAS; VIEGAS; ROMERO, 2021). Ja a Sepse pode
ser definida como uma disfuncao organica que leva ao risco de 6bito em decorréncia de
uma resposta desregulada do hospedeiro a uma infeccdo, podendo ser decorrente de
infeccOes por diferentes microrganismos como bactérias, virus e fungos (SINGER et al.,
2016; THOMPSON; VENKATESH; FINFER, 2019).

A sepse neonatal causa disfuncdo em diversos tecidos e 6rgdos como no coragao,
gerando a cardiomiopatia séptica. O endotélio sofre alteracBes significativas, desde o
desequilibrio de sua funcdo como barreira, vasodilatacdo, elevacao dos leucocitos, adesao
e formacdo de um estado pro-coagulante. Nos rins ocasiona alteracdo na perfusao renal
diminuindo-a, necrose tubular aguda, alteracbes hemodinamicas e defeitos na
microvasculatura e nos tubulos, produzindo diversos graus de Injdria Renal Aguda
(WENTOWSKI; MEWADA,; NIELSEN, 2019; LIANG et al., 2018).

A IRA na sepse vem sendo atribuida a redugdo da TFG e a morte de células
epiteliais tubulares secundarias ou necrose tubular aguda. A IRA secundaria a sepse €
comum a ocorréncia de hipoperfusao e choque, onde a lesdo gerada pela isquemia leva a
morte celular. E retratado que existem multiplos mecanismos na patogénese da IRA
induzida pela sepse, no entanto pouco existe na literatura estudos sobre os mecanismos
envolvidos nesse processo. (Peerapornratana et al., 2019).

Dentre os principais mecanismos citados estd que devido a sepse, ocorre um
processo inflamatdrio que é a principal forma de defesa do organismo humano contra

microrganismos patogénicos que gera uma resposta descontrolada no organismo, que leva
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a alteracGes renais (Peerapornratana et al., 2019). Dessa forma, durante alteracOes
inflamatorias e microvasculares ocorre liberacdo de mediadores inflamat6rios como
PAMPS e DAMPS liberadas no sistema intravascular se ligando a seus receptores
liberando substéncias pro-inflamatorias. As células tubulares renais expressam esses
receptores Toll-like (TLR2 e TLR4), que quando ativados pelos PAMPs e DAMPSs geram
niveis aumentados de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS), assim aumentando o
estresse oxidativo, gerando dano mitocondrial e acimulo de mondcitos nos glomérulos e
na area peritubular (Peerapornratana et al., 2019).

Com relagdo ao diagnostico da Injuria Renal Aguda, na Gltima década, a fim de
padronizar o diagnostico da LRA, foram criadas as classificacbes RIFLE, AKIN e
KDIGO, todas tendo em comum os critérios de determinacdo da creatinina sérica e
diurese (FARIAS et al., 2017; LEVI et al., 2013; SOUZA et al., 2014). Entretanto, para
fins de diagnostico de IRA, tais classificacOes ainda se mostram problematicas, visto
serem baseados na alteracdo da creatinina sérica e da diurese, ambos marcadores tardios
de comprometimento renal. Sabe-se que a concentracao de creatinina pode ndo se alterar
até que tenha havido perca de 25% a 50% da funcéo renal. Somado a isso, outros fatores
influenciam de forma substancial os valores de creatinina sérica, como métodos de
afericdo, uso de medicamentos, massa corpdrea, € 0 préprio volume de distribuicdo
alterado em pacientes criticos (FREIRE et al., 2010).

Em diversas condic@es clinicas, os niveis de creatinina ndo se relacionam com a
TGF, como a perca de massa muscular estando associada a diminui¢do dos seus niveis,
desnutricdo, pacientes que realizaram amputacdo de membros. Os niveis de creatinina
podem ser influenciados pela ingestdo de carne cozida, pois 0 cozimento converte a
creatina em creatinina. Sendo assim, pacientes em dieta hipoprotéica tem creatinina
reduzida, sendo adotada por pacientes com danos renais. Além de que alguns
medicamentos também podem alterar os niveis sericos de creatinina, como o trimetropim
e a cimetidina. (CLETO-YAMANE et al., 2019).

Diante da limitacdo da creatinina, um biomarcador convencional, resolveu-se
investigar a Cistatina C como um possivel biomarcador de IRA desencadeada pela
infeccdo em RNs prematuros. As razdes que justificaram o uso da Cistatina C foram que
ela é um potencial marcador enddgeno da TGF, podendo substituir a creatinina. Além
disso, a Cistatina C é uma molécula produzida por todas as células nucleadas, além de
que seus niveis plasmaticos ndo serem influenciados pela massa muscular como a

creatinina (LIN et al., 2015). A Cys-C também é filtrada livremente pelo glomérulo, ndo
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é afetada pela alimentag&o e processos inflamatorios, ndo é encontrada em quantidades
significativas na urina, podendo ser detectada precocemente e auxiliar no diagndéstico de
doencas renais em RNs prematuros (LIN et al., 2015; LI et al., 2012). Por fim, no estudo
de Sarafidis e colaboradores (2012), foi possivel observar que em neonatos que
apresentaram niveis de uCysC elevados indicavam leséo tubular aguda, mostrando que
os niveis de Cys-C tanto séricos quanto urinérios apresentam significancia clinica como
preditores de IRA.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Delineamento da Pesquisa

Foi realizado um estudo transversal, observacional e analitico realizado no
periodo de mar¢o de 2020 a novembro de 2022 (FILHO et al., 2023).

2.2 Local de Estudo

O estudo foi realizado com recém-nascidos prematuros da Maternidade Escola
Assis Chateaubriand (MEAC) contemplando pacientes da nUTI das unidades 1, 2, 3A,
3B e Alojamento Conjunto. Este hospital é vinculado & Universidade Federal do Ceara
(UFC) e administrado pela Empresa Brasileira de Servigos Hospitalares (EBSERH). Na
MEAC, desenvolvem-se atividades assistenciais de ensino, pesquisa e extensao.

As anélises laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Pesquisa em
Hemoglobinopatias e Genética das Doencas Hematolédgicas (LPHGDH) e no Laboratério
de Pesquisa em Nefrologia e Doencas Tropicais (LPNDT) que esta localizado no
Departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas (DACT) da UFC.

2.3 Casuistica
Foram utilizadas amostras de 64 RNs prematuros. Desse total foram 20 com
infeccdo neonatal, 20 com sepse neonatal das nUTIN 1,2 3A e 3B, e 24 dasnUTI 1,2e

Alojamento Conjunto recém-nascidos prematuros saudaveis para ser grupo controle.
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Fluxograma 1 — Casuistica

CASUISTICA

G4 RNs PREMATLIROS

L 4 *

GRUPO CONTROLE GRUPO INN GRLIPO SEPSE

24 RNs PREMATUROS 20 RMs PREMATURDS 20 RMs PREMATURDS

1) COLETA DE URINA;
2)COLETA DE DADOS PROTUARIOS (DADOS CLIMICOS E LABORATORIAIS
DO RNs E INTERCORRENCIAS GESTACIONAIS DA MAE);
3)DOSASEM DE uCr
A)DOSAGEM uCyst
SID0SAGEM uMGAL

2.3.1 Grupo INN/Sepse
2.3.1.1 Critérios de Incluséo

Os critérios de inclusdo sdo recém-nascidos prematuros com diagndstico clinico e
laboratorial de sepse neonatal ou infeccdo neonatal admitidos nas nUTI das unidades 1,
2,3A e 3B da MEAC.

2.3.1.2 Critérios de Excluséo
Neonatos nascidos a termo, malformacao renal, dados insuficientes no prontuério,
transferidos de outros hospitais, recém-nascidos que ndo forem possiveis coletarem a

urina. Além daqueles em que os pais ndo concordem em participar do estudo.

2.3.2 Grupo Controle
2.3.2.1 Critérios de Incluséo

Foram inclusos como controle recém-nascidos prematuros sem doenca (sadios)
das nUTI da unidade 1, 2 e Alojamento conjunto da MEAC.

2.3.2.2 Critérios de Exclusao

Foram excluidos prematuros que apresentem complicagdes que possam interferir

na fungéo renal como sifilis, disturbios cardiacos, glomerulonefrite.
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2.4 Aspectos éticos
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da MEAC, sob CAAE:
36505620700005050 e namero do parecer: 4246808. Os pais dos RNs ou responsaveis

que concordaram com sua participacao no estudo assinaram o TCLE (Apéndice A).

2.5 Métodos
2.5.1 Obtencao de dados

Foi realizada a coleta de informacdes dos RNs a partir de prontuarios. Foram se-
lecionadas as seguintes variaveis neonatais: sexo, peso de nascimento, idade gestacional,
adequacdo do peso para a idade gestacional, investigacdo diagndstica da INN e/ou sepse,
grau de prematuridade, tempo de permanéncia hospitalar, ventilagdo mecanica, intuba-
¢do, reanimacdo na sala do parto, desconforto respiratério, asfixia perinatal, asfixia e clas-

sificacdo quanto ao KDIGO.

2.5.2 Critérios diagndsticos para Infec¢ao Neonatal, Sepse e Injlria Renal Aguda

O diagnostico da infec¢do neonatal € realizado por sinais como queda do estado
geral, hipotermia, hiperglicemia, apneia, residuo alimentar, além de insuficiéncia respira-
toria, choque e sangramento. O hemograma ¢ o exame de triagem, sendo o principal
exame utilizado para avaliar um quadro infeccioso, onde sua importancia se da pelo seu
valor preditivo negativo, por meio do escore de Rodweel que avalia: leucocitose ou leu-
copenia, neutrofilia ou neutropenia, elevacao dos neutrofilos imaturos, neutrofilia, razao
neutréfilos imaturos/segmentados maior que 0,3, alteracdes degenerativas nos neutrdfilos
com vacuolizagdo e granulagdes toxicas e a plaquetopenia (BRASIL, 2018).

A sepse neonatal clinica (sem confirmagao laboratorial) apresenta como critérios
pelo menos um dos seguintes sinais e sintomas sem causa conhecida: febre (>37,5°C),
hipotermia (< 36°C), apneia, bradicardia ou sinais de choque. Outros critérios também
podem ser avaliados como hemograma com 3 parametros alterados, elevagao da proteina
C reativa, ndo evidéncia de infec¢do em outro sitio e instituicao de terapia antimicrobiana
para sepse pelo médico (BRASIL, 2018).

A abordagem do recém-nascido com suspeita de IRA € por meio da dosagem da
creatinina sérica e débito urinario, método baseado no KDIGO neonatal. Caso ocorra al-
teracdes nesses parametros, ¢ necessario solicitar soédio, potassio, célcio, fosforo, cloro,
magnésio, ureia, creatinina, gasometria venosa, albumina e hemograma. Necessario tam-

bém realizar uma avaliagdo urinaria, sendo solicitado sumario de urina, urinocultura,
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sodio, creatinina e osmolaridade. Além de uma avalia¢do radioldgica como ultrassono-
grafia com doppler renais, raio X de tdrax, uretrocistografia miccional e cintilografia

(BRASIL, 2021).

2.5.2 Amostras biologicas

Foram coletadas amostras de urina recente por meio de um saco coletor infantil
unissex que foi colocado por profissionais adequados (equipe de enfermagem). Apds o
diagnostico médico, foi realizada a solicitagcdo da coleta de urina para pesquisa (antes da
utilizagdo dos antimicrobianos). Em seguida, a equipe do laboratorio foi acionada a man-
dar o saco coletor com a etiqueta de identificag@o para as unidades solicitantes. Foi reali-
zada a coleta da urina dos RNs prematuros por volta de 2 mL, sendo encaminhadas ao
laboratdrio onde o pesquisador era acionado para pegar a amostra, armazena-la em ep-

pendorff e realizar seu armazenamento no freezer a -80°C.

2.6 Quantificacédo de uCysC

Os biomarcadores foram quantificados usando kits de ensaio de imunoabsorcao
enzimatica (ELISA) da marca R&D Systems® (R&D Systems, Min-neapolis, MN,
USA). Os niveis uCysC (Duoset, R&D Systems) foram quantificados por meio da técnica
ELISA do tipo sanduiche.

De forma resumida, essa técnica consiste em uma placa com 96 pogos (UltraCruz
®ELISA Plate) que foram revestidas para capturar especificamente anticorpos anti-
biomarcadores humanos (ou seja, adi¢ao e ligacao do anticorpo primario a placa), seguida
por adicdo das amostras bioldgicas processadas (soro ou urina) e ligacdo dos
biomarcadores humanos; posteriormente, ocorre a adicdo e ligacdo do anticorpo
secundario (anticorpos de deteccdo biotinilados com epitopos de biomarcadores humanos
fixados por anticorpos de captura), formando o “sanduiche” anticorpo- biomarcador —
anticorpo.

Logo apds, tem-se a conjugacdo de estreptavidina-peroxidase de rdbano com
biotina dos anticorpos biotinilados imobilizados previamente; e quantificagdo do
complexo imobilizado (anticorpo primario — biomarcador - anticorpo secundario — biotina
— estreptavidina — peroxidase) monitorando a atividade da peroxidase na presenca do
substrato cromoégeno 3,3°,5,5’-tetra-metilbenzidina (TMB ELISA substrate-High
Sensitivity, Abcam®, Cambridge, MA). Entdo, a intensidade da cor gerada pela enzima é

medida usando um espectrofotdmetro a 450 nm, com filtro de 570 nm. O aumento dos
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dosados.

2.7 Determinacao da creatinina urinaria

Para a dosagem da creatinina urinaria foi realizada a centrifugacdo da amostra e
apos foi realizada a dilui¢do 1:25 da amostra de urina com agua destilada. Foi realizada
por método cinético, onde foi realizado o preparo do reagente de trabalho (4 partes de
tampdo com 1 parte de 4cido picrico) e realizada a homogeneizagdo. E utilizado 1,0mL
de reagente de trabalho e 0,1 de amostra. O resultado das absorbancias deve ser multipli-
cado por 25. Foi utilizado o kit da Interkit®. Essa dosagem foi utilizada para ajuste dos

biomarcadores pelo valor da creatinina urinaria.

2.8 Analise estatistica

As variaveis categoricas foram apresentadas como contagens e frequéncia relativa
em porcentagem. Para avaliar a associacao entre variaveis categoricas foram usados os
testes de qui-quadrado e exato de Fisher, conforme frequéncias esperadas. As variaveis
continuas foram avaliadas primeiramente quanto a normalidade, usando teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, bem como analisando gréficos Q-Q, histogramas e
medidas de dispersdo. Variaveis consideradas normais foram apresentadas como média
* desvio e ndo normais como mediana e amplitude interquartil.

Para variaveis continuas normais, as comparacdes entre trés grupos (Controle,
INN e Sepse) foi através do teste one-way ANOVA, e para as comparagdes multiplas
entre 0s grupos em casos significativos (p<0,05) foi usado o pds-teste de Tukey. Para
varidveis continuas ndo normais, foi usado o teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de
Dunn. A significancia estatistica foi considerada quando p < 0,05. Os dados foram
analisados pelo software IBM SPSS Statistics para Macintosh (Versédo 23.0. Armonk,
NY: IBM Corp).

3. RESULTADOS

Em relacdo do peso ao nascer foi possivel observar que houve diferenca
significante (p=0,001) entre 0 peso ao nascimento entre os grupos INN com sepse, 14839
+ 604 e 1816g *= 897, respectivamente. Em relagdo ao sexo, ndo houve diferenca

significante entre os grupos (Tabela 1).
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O grau de prematuridade apresentou significancia estatistica quando relacionado
com o INN/SEPSE, sendo p=0,007 , onde foi possivel observar que a maioria do RNs do
grupo controle apresentaram prematuridade tardia. As variaveis como classificacdo
PESO/IG (p=0,350), via de parto(p=0,785), asfixia/andxia perinatal (p=0,976) também
ndo apresentaram significancia estatisticas quando comparadas aos grupos INN/SEPSE.

Em relacdo ao tempo de internacédo e os grupos INN/SEPSE foi possivel observar
que o grupo INN apresentou 12 (60%) e o grupo sepse 14 (70%) apresentou tempo de
internacdo superior a 30 dias, onde obteve significancia estatistica nessa relacdo em que
p< 0,001. Além desta varidvel, outras também apresentaram uma boa significancia
estatistica como ventilacdo mecanica (p=0,004), intubacao (p<0,001), reanimagdo na sala
de parto (p=0,008).

O diagnostico da LRA pelo KDIGO neonatal apresentou (p=0,002) sendo
estatisticamente significativo, onde 4 (20%) com INN tiveram LRA detectada pelo
KDIGO baseado na creatinina sérica e 7 (35%) com sepse tiveram a LRA.

Tabela 1. Avaliacdo da associacao entre 0s grupos de neonatos com INN, Sepse e controle com as
variaveis idade e clinicas dos recém-nascidos.

INN/SEPSE
Controle (n=24) INN (n=20) Sepse (n=20) p*

PESO AO NASCIMENTO 2334 + 537 1483 + 604 1816 + 897 0,0014
SEXO 0,560

Feminino 5(20,8) 7 (35) 5 (25)

Masculino 19 (79,2) 13 (65) 15 (75)
GRAU DE PREMATURIDADE 0,007

EXTREMA 0 (0) 8 (40) 6 (30)

MODERADA 5 (20,8) 3(15) 7 (35)

TARDIA 19 (79,2) 8 (40) 6 (30)

Sem Registro 0 (0) 1(5) 1(5)
CLASSIFICACAO PESO/IG 0,350

AlIG 18 (75) 12 (60) 16 (80)

GIG 1(4,2) 0 (0) 0 (0)

PIG 5 (20,8) 8 (40) 4 (20)
VIA DE PARTO 0,785

CES 17 (70,8) 13 (65) 15 (75)

VAG 7 (29,2) 7 (35) 5 (25)
ASFIXIA/ANOXIA PERINATAL 0,976

N&o 22 (91,7) 18 (90) 18 (90)

Sim 2 (8,3) 2 (10) 2 (10)
DESCONFORTO 0,032
RESPIRATORIO/SDR '

Né&o 15 (62,5) 7 (35) 5 (25)

Sim 9 (37,5) 13 (65) 15 (75)
Internagdo>30dias <0,001

Até 30 dias 19 (79,2) 8 (40) 4 (20)

> 30 dias 5 (20,8) 12 (60) 16 (80)

0,004
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Ventilagdo mecéanica

Né&o 18 (75) 7(35) 6 (30)
Sim 6 (25) 13 (65) 14 (70)

Intubacéo <0,001
Né&o 24 (100) 10 (50) 10 (50)
Sim 0(0) 10 (50) 10 (50)

Reanimac&o na sala de parto 0,008
Né&o 21 (87,5) 11 (55) 9 (45)
Sim 3(12,5) 9 (45) 11 (55)

IRA pelo nKDIGO 0,002
Né&o 24 (100) 16 (80) 13 (65)
Sim 0(0) 4 (20) 7(35)

Legenda: Dados categdricos expressos como contagem absoluta e porcentagens entre paréntesis. Dados
quantitativos expressos como média + desvio padrdo. *Foi usado teste ANOVA para dados quantitativos
com pds-teste de Tukey. A: p<0,05 entre controle vs demais grupos.AlG: Apropriado para idade
gestacional; PIG: Pequeno para idade gestacional; GIG: Grande para idade gestacional; CES:
Cesariana;VAG: Vaginal;INN: Infeccdo Neonatal ;1G: Idade Gestacional ;SDR: Sindrome do
Desconforto Respiratorio; IRA: Injuria Renal Aguda; nKDIGO: Kidney Disease Improving Global
Outcomes neonatal
Fonte: Proprio autor

Figura 1. Avaliacdo dos niveis de Cistatina C urinaria (uCysC) nos grupos de neonatos com INN e Sepse
em comparagao com o grupo controle
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Legenda: AIQ: amplitude interquartil. Foi usado o teste de Mann-Whitney para comparacdes entre dois
grupos e o teste de Kruskal-Wallis e comparagdes multiplas para 3 grupos.*p<0,05 entre controle vs
demais grupos (INN e sepse).

Fonte: Proprio autor

O grupo INN apresentou niveis médios de 872,29 ng/mg-Cr (242,5 - 3467,64),
sepse 3058,93 ng/mg-Cr (376,18 - 4631,75) quando comparado ao controle 152,19
ng/mg-Cr (106,35 - 291,86). Esses dados apresentaram significancia estatistica com
p<0,001 (Figura 1).
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4. DISCUSSAO

O comprometimento renal nas infec¢des neonatais e na sepse pode estar relacio-
nado a danos glomerulares e tubulares, levando a uma Injaria Renal Aguda. No entanto,
a detecgao precoce da IRA ¢ um desafio devido as limitagdes dos biomarcadores conven-
cionais como a sCr, pois ela ¢ um marcador tardio. Além do que, diversos desfechos ne-
gativos podem estar associados a IRA, trazendo prejuizo a saide dos RNs.

No presente estudo, o perfil clinico dos RNs prematuros com INN ou Sepse apre-
sentou associacdo com baixo peso ao nascer, alto grau de prematuridade, presenca de
desconforto respiratorio/SDR, maior tempo de internacdo (superior a 30 dias), além da
necessidade de utilizacdo de ventilagdo mecéanica, assim como intubacdo. Por fim, maior
risco de desenvolvimento de IRA. Essa diversidade de complicac6es observadas nos RNs
diante da presenca de infeccdo ocorre porque a infec¢do durante o periodo neonatal é uma
grave condicdo que pode afetar varias partes do corpo, incluindo a corrente sanguinea,
pulmdes, cérebro e outros 6rgéos.

A infeccdo neonatal pode causar a perda de peso em recém-nascidos de varias
maneiras, por exemplo, 0 aumento do metabolismo, uma vez que durante a infeccdo, o
metabolismo dos RNs pode ser acelerado como parte da resposta do sistema imunol6gico
a infeccdo, assim como 0 aumento da temperatura corporal o que pode levar a uma maior
perda de liquidos e aumento da transpiracéo, o que pode resultar em perda de peso. Tam-
bém a infeccdo pode causar estresse e inflamagdo no corpo do RNs, o que pode afetar
negativamente o seu estado nutricional. Além desses fatores, o estresse e a inflamacéo
também podem causar uma diminui¢do na sintese de proteinas e no armazenamento de
gordura, o que pode levar a perda de peso. Por isso, a associacdo infec¢do e baixo peso
ndo foi uma surpresa nos resultados aqui apresentados.

E importante notar que a gravidade da perda de peso em RNs com infec¢do neo-
natal pode variar dependendo do tipo e da gravidade da infeccdo, da idade gestacional
dos RNs, do estado de saude geral e de outros fatores.

A infeccdo neonatal pode comprometer os pulmdes desencadeando pneumonia,
sindrome do desconforto respiratério (SDR), lesdes pulmonares e sindrome da resposta
inflamatdria sisttémica (SRIS). No caso da Sindrome do desconforto respiratorio (SDR),
avaliado aqui no trabalho, predispde a uma condi¢do em que os pulmdes dos RNs prema-
turos ndo estdo completamente desenvolvidos, levando a dificuldade respiratéria, além

da necessidade de utilizacdo de ventilagdo mecénica, assim como intubacdo. Além disso,
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a sepse ou infeccdo neonatal em si pode agravar a SDR, tornando a respiracdo ainda mais
dificil para o recém-nascido.

Esses dados corroboram com os resultados descritos por ELMAS; TABEL; EL-
MAS (2013), onde metade dos RNs necessitou de intubacdo e de ventilagcdo mecéanica.
SupGe-se em parte que a piora em todas as variaveis clinicas no RN com infec¢éo se deva
ao processo inflamatério instalado na INN ou na Sepse, 0 qual exacerba a liberacdo de
citocinas inflamatorias, desencadeando alteragdes sistémicas, principalmente no sistema
respiratorio dos RNs, levando-os a utilizacdo de suportes respiratorios. Entretanto, vale
ressaltar que a associacao entre infeccdo e necessidade de suporte ventilatorio nem sem-
pre é observada, por exemplo, no estudo de Abdelaal e colaboradores (2017) ndo houve
relacdo significativa entre a presenca de infeccdo e a necessidade de ventilacdo mecanica.

Os rins sdo Orgaos vitais do sistema urinario que tém a funcao de filtrar o sangue,
remover residuos e excesso de liquidos do corpo, e ajudar a regular o equilibrio eletroli-
tico do organismo. A infeccdo neonatal e a sepse provocam uma resposta inflamatoria
sistémica exagerada do organismo em resposta a infeccdo, levando a diminuicédo do fluxo
sanguineo para os rins. A reducdo do fluxo sanguineo pode resultar em diminuicdo da
funcdo renal, causando uma condi¢do chamada de injdria renal aguda. Além disso, a in-
fecgdo pode causar danos diretos aos tecidos dos rins, comprometendo ainda mais a sua
funcao.

A injuria renal aguda causada pela infeccdo pode se manifestar como diminuicdo
na producao de urina, aumento dos niveis de creatinina no sangue (que € um marcador de
funcdo renal), desequilibrio eletrolitico e acimulo de fluidos no corpo. Em casos graves,
a lesdo renal aguda pode evoluir para insuficiéncia renal, que é uma condi¢do grave que
requer tratamento médico imediato.

Entretanto, embora a creatinina seja frequentemente usada para avaliar a funcéo
renal em RNs, é importante ter em mente suas limitaces, como a influéncia da idade
gestacional e pos-natal, a flutuacdo rapida nos niveis, a falta de normas especificas, a
presenca de doencas como infec¢do e a existéncia de outros marcadores mais precisos.
Sendo assim, a interpretacdo dos resultados dos testes de creatinina em recém-nascidos
deve ser feita com cuidado, levando em consideracdo o contexto clinico e outros fatores.

Portanto, decidiu-se pela cistatina C, a qual € uma proteina produzida constante-
mente em todas as células nucleadas do corpo, e é filtrada pelos glomérulos dos rins e
excretada na urina sem ser reabsorvida ou secretada nos tubulos renais. A dosagem da

cistatina C no sangue é utilizada como um marcador indireto da funcéo renal, sendo um
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indicador sensivel da taxa de filtragdo glomerular (TFG), que é uma medida da eficiéncia
dos rins em filtrar o sangue. Também a cistatina C tem sido indicada como uma alterna-
tiva aos marcadores convencionais de funcdo renal, como a creatinina e a ureia, que po-
dem ter limitacdes em pacientes idosos, RNs, obesos, ou com doencas que afetam a massa
muscular, como a desnutri¢do ou a sarcopenia.

Com relacéo a dosagem de biomarcadores, no presente estudo, os niveis de uCysC
estiveram aumentados no grupo INN e Sepse quando comparados ao grupo controle, que
corroborou com o estudo de Fang e colaboradores (2018), que também demonstrou uma
associacao significativa entre niveis elevados de uCysC e sepse. A semelhanga do estudo
descrito anteriormente, Li e colaboradores (2013), também demonstram niveis altos de
uCysC no grupo com infeccéo.

Nosso estudo também constatou a elevacdo dos niveis de uCysC nos RNs prema-
turos que apresentaram IRA, fato que corroborou com os estudos de Khosravi e colabo-
radores (2018) e Fang e colaboradores (2020), que obtiveram o valor da média de uCysC
e UNGAL elevadas nos pacientes que apresentaram IRA. E notdrio que a utilizacao desses
biomarcadores preditores de IRA podem contribuir na avaliacdo do dano renal desses
recém-nascidos prematuros que apresentam uma maior predisposi¢do para o desenvolvi-
mento de IRA.

Portanto, RNs com INN ou Sepse podem apresentar elevacao dos titulos de uCys
na urina devido a injaria renal, desencadeada possivelmente pelo processo infeccioso.
Além disso, a dosagem de uCys pode ser Util na deteccdo precoce de disfuncdo renal e
quem sabe no futuro na monitorizacdo da progressdo de doencas renais cronicas e na
avaliacdo da resposta ao tratamento, no entanto, é importante ressaltar que a dosagem da
uCys deve ser interpretada em conjunto com outros dados clinicos e exames complemen-
tares para uma avaliacdo completa da funcao renal.

A utilizacdo desses biomarcadores pode gerar impactos positivos, além disso
podem ser desenvolvidas estratégias para diminuir a incidéncia de IRA. A CysC tem
como vantagem ser completamente reabsorvida, sem ser secretada, e ndo sofre influéncia
significativa das varidveis sexo, idade, raca ou massa muscular. A sua implementacéo nos
servigos de saude garantiria uma deteccdo em tempo habil da injuria renal aguda, os
biomarcadores ndo convencionais ndo apresentam o poder de predicdo que a CysC
oferece. Destaca-se a dosagem desses biomarcadores a partir de amostras de urina na
populacdo de recém-nascidos prematuros, devido a ser uma coleta indolor, que ndo traz

riscos a essa populacdo, além de que o volume necessario para realizar o ensaio é
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pequeno. Por meio da precocidade na deteccdo da IRA pelos biomarcadores é possivel
que sejam elaboradas estratégias para diminuicdo da incidéncia de mal progndstico nos
RNs prematuros com INN e Sepse.

Com relacdo as limitacdes, esses biomarcadores ainda ndo séo incluidos na rotina
laboratorial devido ao seu alto custo. A CysC ndo tem especificidade para distinguir IRA
de Doenca renal cronica (DRC), ha atraso do aumento dos seus niveis e é considerado

marcador de TFG, em vez de um biomarcador de IRA priméria.

5. CONCLUSAO

Baseado no exposto nesta pesquisa € possivel estimar que num futuro préximo a
utilizacdo desse biomarcador preditivo de IRA, pode vir a contribuir no diagnostico desta
patologia, sobretudo nos grupos INN e Sepse, que sdo vulneraveis e devido ao estado de

prematuridade, levando a uma maior predisposi¢do do desenvolvimento de IRA.
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