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RESUMO

A sepse é uma sindrome complexa causada pela resposta inflamatéria sistémica
descontrolada do individuo de origem infecciosa, caracterizada por manifestacdes
multiplas, e que pode determinar disfungédo ou faléncia de um ou mais 6rgaos ou
mesmo a sua morte. Sepse neonatal pode ser classificada como sepse de origem
materna ou precoce que se manifesta nas primeiras 48 horas de vida e sepse de
origem ambiental ou tardia, que aparece apds 48 horas de vida. Este trabalho teve
como objetivo avaliar através do ensaio cometa os parametros de dados de DNA
em sangue de neonatos com diagndstico de sepse neonatal, visando estabelecer
um possivel marcador para avaliar o prognostico da sepse neonatal. Foi um estudo
tipo coorte, as amostras de sangue foram obtidas de 48 recém-nascido submetidos
a cuidados intensivos numa unidade neonatal, foram coletadas amostras de
sangue como rotina na admissao do recém-nascido e uma quantidade extra de 15
uL de sangue foi coletado para analise do Cometa, ap6s foi coletado amostra por
mais 04 dias sendo o material obtido da puncao capilar na realizagdo do HGT de
rotina. Um total de 48 amostras sendo 24 com diagnéstico de sepse segundo
classificacao de Bell (Bell et al.,1978) e o restante como grupo controle. O ensaio
cometa foi realizado conforme descrito por Singh et al (1988) com as modificacdes
sugeridas por Tice et al. (2000). A analise estatistica foram comparadas pelo test
de Stundent com significancia de 0,05 e analise do cometa através da curva ROC.
Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os dois
grupos sepse e controle. Concluimos que apesar de todas as aplicacées do ensaio
cometa em mais de 20 areas de conhecimento cientifico, para o diagnostico de
sepse neonatal ele ndo pode ser aplicado como marcador para diagnéstico de
sepse neonatal.

Palavras-chave: sepse neonatal; teste cometa; dano em DNA.



ABSTRACT

The sepsis syndrome is a complex question by uncontrolled systemic inflammatory
response of the individual from infectious origin, characterized by multiple events,
which can determine failure or dysfunction of one or more organs or even death.
Neonatal sepsis can be classified as sepsis or of maternal origin that manifests itself
early in the first 48 hours of life and environmental origin of sepsis or delayed,
appearing after 48 hours of life. This work was evaluated by comet assay the
parameters of data from DNA in blood of neonates with a diagnosis of neonatal
sepsis, to establish a possible marker to evaluate the prognosis of neonatal sepsis. It
was a cohort study, blood samples were obtained from 48 newborns undergoing
intensive care in a neonatal unit, blood samples were collected as the routine
admission of the newborn and an extra amount of 15 uL of blood was collected for
analysis of Comet, after sample was collected for another 04 days and the material
obtained by capillary puncture in the completion of HGT routine. A total of 48
samples and 24 diagnosed with sepsis second classification of Bell (Bell et al., 1978)
and the rest as the control group. The comet assay was performed as described by
Singh et al (1988) with the modifications suggested by Tice et al. (2000). The
statistical analysis were compared by test of significance of 0.05 with Stundent and
analysis of the comet through the ROC. There were no statistically significant
differences between groups and sepsis control. We conclude that despite all the
applications of the comet test in more than 20 areas of scientific knowledge for the
diagnosis of neonatal sepsis can not be used as a marker for diagnosis of neonatal
sepsis.

Keywords: neonatal sepsis; comet assay, damage to DNA.
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INTRODUCAO

1. Sepse neonatal

A Sepse é uma sindrome complexa causada pela resposta inflamatéria
sistémica descontrolada do individuo, de origem infecciosa, caracterizada por
manifestagcbes mdultiplas, e que pode determinar disfungdo ou faléncia de um ou
mais 6rgaos ou mesmo a sua morte (Carvalho e Trotta, 2003).

Sepse e Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SRIS) sao
caracterizadas pela producdo excessiva de mediadores inflamatérios e pela
excessiva ativagao de células inflamatérias, resultando numa anarquia metabdlica
no qual “o préprio organismo nao consegue controlar o que ele criou”. A principal
consequéncia desta resposta inflamatéria € o comprometimento de muitos 6rgaos e
0 quadro de choque com evolucdo para a sindrome de insuficiéncia de multiplos
o6rgaos que é acompanhado de alta mortalidade (Pereira Junior et al., 1998).
Segundo o Consenso de 1991 o termo sindrome da resposta inflamatéria sistémica
€ usado para descrever uma sindrome caracterizada por 2 (dois) ou mais dos
seguintes sintomas: febre ou hipotermia, taquicardia com taquipnéia ou
hiperventilacdo, aumento anormal das células brancas e células imaturas (August e
Max, 2001).

A sepse neonatal € causa importante de morbidade e mortalidade em
unidades de neonatologia. A despeito da evolucao na terapéutica da sepse e no
suporte de recém nascidos de risco, o periodo neonatal ainda concentra a maior
faixa de mortalidade infantil. Entretanto, a maior dificuldade ainda reside na
inexisténcia de testes diagnésticos que diferenciem corretamente sepse neonatal de
inicio precoce dentre outras situacdes nao infecciosas cujas manifestacoes clinicas

podem ser indistinguiveis (Cancelier, 2006).
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A Sepse neonatal pode ser classificada como sepse de origem materna ou
precoce que se manifesta nas primeiras 48 horas de vida e esta associada as
complicacdes obstétricas pré-natais ou intra-parto, ou sepse de origem ambiental ou
tardia, que aparece apds 48 horas de vida, estando o agente etiolégico associado ao
meio ambiente hospitalar, a equipe assistencial e ao visitante da unidade neonatal
(Kopelmam et al., 2005). Alguns fatores aumentam o risco de infeccdo de inicio
precoce no recém-nascido e o mais evidente deles é a colonizagdo materna pelo
Estreptococo do grupo B (EGB) no momento do parto (Schrag et al., 2002). Um
estudo com base populacional com 18.299 recém-nascidos para diagnosticar sepse
de inicio precoce, utilizando antibioticoterapia profilatica em maes com suspeita de
infecgdo, concluiram que recém-nascidos cujas maes foram tratadas eram menos
susceptiveis a serem sintomaticos, necessitarem de ventilacdo assistida e/ou
desenvolverem infecgao bacteriana (Scobar et al., 2000).

Na vida intra-uterina e durante o nascimento, o feto e o recém-nascido podem
ser colonizados por microorganismos, por meio de contaminacao no trajeto do parto
com a flora do trato genital materno (Lactobaccillus sp, Corynebacterium sp,
Staphylococcus sp, Streptococus A,B e D, Neisseria gonorrheae, Chlamydia
trachomates, bacilos entéricos gram-negativos, anaerobios, virus e fungos) ou pela
via transplacentaria (Listeria monocytogenes tipo B, Haemophilus parainfluenzae e
Streptococcus pneumoniae). Dentre os fatores de risco de infeccdo neonatal
destaca-se: rotura prematura da membrana, infeccdo urindria materna e
prematuridade (Marcondes et al., 2003). Um estudo transversal com 786 neonatos
prematuros tiveram uma prevaléncia de sepse neonatal precoce de 6,3%, tendo
como fatores de risco significativamente associados a idade materna avangada,

ruptura prematura da membrana e carioamnionite (Salem et al., 2006).
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A incidéncia de sepse é variavel em diferentes paises, incidéncia de 1-
10/1000 nascidos vivos, 13-27/1000 em RN pré-termo com < 15009 e mais
freqlente no sexo masculino, com niveis mais elevados em sepse precoce com
mortalidade 13 a 50% (Rodwell et al.,1988).

No periodo de maio de 1994 a maio de 1996 a sepse constituiu-se a infeccao
mais freqlente na UTI neonatal do Hospital Sdo Paulo da UNIFESP/EPM e
acometeu 143 dos 1868 nativivos sendo a incidéncia de 77 por mil nascidos vivos.
De janeiro de 1997 a setembro de 2000 foram tratados 164 episédios de sepse em
recém-nascidos com peso abaixo de 1500g, sendo 38 de origem materna com inicio
até 48 horas (11% hemocultura positiva) e 126 de origem ambiental ap6s 48 horas
(87 % de hemocultura positiva) (Kopelmam et al., 2005).

Diversos estudos colaborativos concluiram que a incidéncia de sepse em
recém-nascidos (RN) de maes com bolsa rota por tempo superior a 24 h é de
aproximadamente 1%, na presenca de sinais e sintomas de carioamnionite, o risco
de sepse comprovada eleva-se para 3% a 5%. Infeccao intra-amniética clinicamente
evidente, também denominada carioamnionite clinica, complica de 1% a 10% das
gestacdes, podendo resultar em morbidade materna e morbi-mortalidade perinatal
mais elevada. O diagnéstico clinico de carioamnionite algumas vezes é dificil, com
achados nao especificos devendo-se suspeitar dessa infecgdo na presenca de febre
materna, hipertonia uterina, liquido amnidtico purulento ou com odor fétido,
leucocitose materna ou ainda taquicardia fetal. Na carioamnionite o risco de sepse é

de 10% a 15% no RN a termo e de 35% a 50% no prematuro (Yadavi et al., 2005).
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2. Diagnéstico de sepse neonatal

O diagnéstico de sepse neonatal precoce é dificil e os sinais clinicos podem
ser minimos ou inespecificos. Muitas vezes as manifestagdes clinicas de uma
cardiopatia congénita grave, por exemplo, revelam um quadro de sepse bacteriana.
Os fatores de risco neonatais estdao diretamente relacionados a antecedentes
gestacionais e do periparto. A prematuridade é sem duvida o fator de risco mais
importante, responsavel pela maior incidéncia de sepse neonatal precoce e esta
frequentemente associada a pré-eclampsia materna, baixo peso ao nascer, asfixia
perinatal, infeccdes estreptocdccicas maternas (Procianoy e Leone, 2004).

Destacar um quadro infeccioso € o objetivo primordial quando se depara com
neonatos que apresentam sinais e sintomas inespecificos, ou fatores de risco
maternos para sepse neonatal. Habitualmente, quando ha suspeita clinica de sepse,
sdo solicitados varios testes diagndsticos, iniciando-se pelo hemograma e contagem
de plaguetas, proteinas de fase aguda e mais recentemente dosagem de
interleucinas (Ng, 2004).

O diagnostico de sepse neonatal é dificil em neonatos admitidos em unidades
de cuidados intensivos devido aos sinais clinicos serem inespecificos, por isso
indicadores fiaveis de sepse seriam Uteis para um diagndstico preciso, resultando
numa diminuicao do uso desnecessario de antibiéticos (Schultz et al., 2002). Nao ha
nenhum exame laboratorial com 100% de especificidade e sensibilidade, por isso a
necessidade de pesquisas por um exame confiavel. A sensibilidade de cada teste
laboratorial esta longe de 100%. As medicbes de antagonistas dos receptores de IL-
1, IL-6, IL-8, ainda sdo confinadas a laboratérios de investigacdo (Akenzura et

al.,1974; Placzek et al., 1983; Barner et al.,1998; kuster et al., 1998)
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Os exames laboratoriais coadjuvantes, empregados para o diagnostico de
sepse neonatal ndo sao especificos, uma vez que avaliam a resposta inflamatéria
promovida pelo agente causador, ndo identificando o agente etiolégico. Porém a
utilizacdo de uma associacdo de exames laboratoriais tem apresentado alta
sensibilidade e boa acuracia em diversos estudos publicados nas duas ultimas
décadas. Entre os testes diagnésticos destacam-se: hemocultura, exame de liquor,
urocultura, teste hematolégico (leucograma, plaquetas, VHS (Velocidade de
Hemossedimentacao)) e testes imunoldgicos (Proteina C reativa, citocinas), estes
testes sao reagentes da fase aguda, como resposta a diversos estimulos
inflamatorios (Procianoy e Leone, 2004).

O diagnéstico de infeccdo em prematuros pode ser muito dificil, a
apresentacao clinica da infeccao neonatal é sutil e nao-especifica, apresentando
sinais tais como ictericia, temperatura corporal instavel, dificuldade respiratoria,
alterac6es do ritmo cardiaco, e dificuldade na alimentagédo (Baltimore, 2003; Polin,
2003).

As hemoculturas sdo padrao ouro para o diagnostico, porém apresentam uma
baixa sensibilidade e ndo estdo disponiveis no momento para influenciar a
terapéutica inicial. Dada a rapida progressao e a alta mortalidade de prematuros por
sepse, 0 uso de agentes antimicrobianos de largo espectro é frequentemente
administrado na primeira suspeita clinica de infeccdo, mesmo sabendo que
prematuros tem maior risco de desenvolver toxicidade pela droga, devido a
imaturidade do sistema hepatico e renal (McCracken et al.,1987; Philip et al., 1980).

Um estudo clinico retrospectivo realizado por Kingsmore e colaboradores
(2008) a fim de identificar biomarcadores séricos para o diagnéstico de infeccdo em

neonatos prematuros utilizou a técnica de microarranjos (microarray) para avaliar o



14

nivel de 142 proteinas séricas em 107 neonatos infectados e nao infectados. As
analises revelaram alteragdes significativas nos niveis de 8 proteinas nos neonatos
infectados, as quais estdo associadas com inflamacdo, coagulacdo e fibrindlise,
mostrando que o uso de imunoensaios pode ter uma utilidade clinica como
adjuvante para o rapido diagnéstico da infeccao.

Varios estudos vém sendo realizados para tentar estabelecer que teste ou
combinacdo de testes possam diagnosticar precoce e corretamente os quadros de
sepse neonatal. E ainda mais, naqueles neonatos com fatores de risco maternos,
mas sem sinais clinicos de infeccdo, que marcadores seriam considerados
indispensaveis para dar inicio a antibioticoterapia (Gerdes, 1991; Ng, 2004).
Sabe-se que o diagnéstico precoce da sepse neonatal e o correto tratamento podem
ajudar significativamente no prognostico da sepse, bem como evitar as possiveis
sequelas.

Segundo Rodwell (1988), a fim de sistematizar os achados clinicos e o
diagnéstico de sepse neonatal, alguns autores, em seus estudos estabeleceram
critérios para o diagnéstico na auséncia de microorganismos em exames de
culturas. Foram considerados sinais clinicos de infeccdo a presenca de um ou mais
destes itens:

- 1- leucopenia ou leucocitose

- 2- neutropenia ou neutrofilia

- 3- aumento de neutrdéfilos imaturos

- 4- aumento de neutréfilos imaturos/neutrofilos totais
- 5- neutrdfilos imaturos/neutréfilos segmentados >0,3.
- 6- neutrdfilos com granulagéo téxica ou vacuolizacao

- 7- plaguetopenia.
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O escore hematolégico de Rodwell atribui 1 ponto para cada um desses
parametros citados, podendo chegar a um valor maximo de 7.
No Hospital Materno Infantil Santa Catarina, instituicdo onde foi realizado o

presente estudo, utiliza-se o score de Rodwel associado a outras analises como:

- escore hematolégico de Rodwell > 3 1 ponto,
- carioamnionite 2 pontos,
- |G de 34 a 36 semanas 1 ponto,
- |G < 34 semanas 2 pontos,
- Apgar no 5° min <6 1 ponto
- RN sintomatico* 2 pontos.

- * paciente assintomatico inclui: taquipnéia persistente, intolerancia alimentar,
distensdo abdominal, irritabilidade, letargia, apnéia.
Utiliza-se a seguinte interpretagéo da pontuagéo do score; < 2 nao é indicativo de

sepse; 3 ou 4 sepse provavel e > 5 septicemia ou infecgdo é muito provavel.

3. Estresse Oxidativo e Dano de DNA em Neonatos

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sao moléculas eletronicamente
instaveis e, por isso, altamente reativas, tendo a capacidade de reagir com um
grande numero de compostos que estejam préximos, podendo exercer a funcédo de
receptor e doador de elétrons. Em nosso organismo, a formacao de radicais livres é
originada do oxigénio nos varios processos metabdlicos, exercendo um importante
papel no funcionamento do organismo humano (Abdalla, 2003; Halliwell, 2006;

Halliwell e Gutteridge, 2007).
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Essas espécieis passam a ser prejudiciais ao nosso organismo quando ocorre
um aumento excessivo dos mesmos ou quando ocorre a diminuicdo dos agentes
antioxidantes enddgenos, e em ambas as situacbes é denominado estresse
oxidativo.

Dentre os mediadores envolvidos na resposta sistémica da sepse tem-se
dado atencgao especial para as EROs. Durante a sepse as EROs sao produzidas no
compartimento vascular e nos 6rgaos-alvo podendo ser os efetores de diversas
alteracoes patologicas envolvidas na génese da doenca. A producao de EROs pode
contribuir para o dano em 6rgaos-alvo e para a regulacao da producao de citocinas
inflamatérias, tendo assim papel relevante na génese da sepse (Zhang et al., 2000).

O estresse oxidativo se refere a situacdo onde ha desequilibrio na producao
de espécies reativas de oxigénio, e as defesas antioxidantes. O estresse oxidativo
pode causar dano em todo tipo de biomoléculas, incluindo DNA, proteinas e lipidios.
Um estresse oxidativo severo produz danos irreversiveis que levam a morte celular,
podendo ocorrer tanto por necrose como por apoptose (Halliwel e Gutteridge, 1999).

Sabendo-se que o estresse oxidativo pode causar danos em nivel de DNA,
um estudo utilizando amostras de sangue de corddo umbilical de neonatos
saudaveis demonstrou um aumento no dano oxidativo no DNA de células
mononucleares do sangue umbilical, bem como alteracbes em outros indices
relacionados com o status redox, evidenciando dessa forma, que um subito aumento
na oxigenagao expde 0 neonato ao estresse oxidativo e conseqlientemente a dano
em nivel de DNA (Zhao et al., 2004).

O neonato apresenta niveis basais de marcadores de estresse oxidativo mais
elevados, em parte pela transicdo da vida intra-uterina, na qual existem baixos niveis

de oxigénio liberado aos tecidos. Esse estado pré-oxidante pode determinar
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estresse oxidativo nos neonatos, particularmente importante nos prematuros que
acumulam deficiéncia de surfactante, baixos niveis de antioxidantes e baixa
capacidade de inducao das enzimas anti-oxidantes (Saugstad, 1996).

Ja se sabe que os radicais livres de oxigénio em situacoes fisiolégicas de
desequilibrio oxidativo podem produzir graves alteracdes em DNA. A relacdo
mutacao/estresse oxidativo abre uma nova dimensdo na concepgdo de
enfermidades hereditarias, e que muitas patologias ndo catalogadas como estresse
oxidativo, podem ter sua origem na alteracdo do material hereditario em
determinadas situacdes pré-oxidativas (Roche e Alvira,1996).

O processo de parto € acompanhado por um aumento da agressao oxidativa.
O feto é transferido de um ambiente intrautero em hip6xia com DO, de 20-25 mm Hg
para outro ambiente extrauterino com DO, de 100 mm Hg. Este subito aumento na
concentracao de oxigénio alveolar e pO. arterial aumentam a formacao de espécies
reativas de oxigénio no pulmdo e em outros 6rgaos. Esta alteracdo resulta em
grande estresse oxidativo para neonatos no nascimento (Muller, 1987). Uma
producédo intensiva maior de EROs sobrecarrega a capacidade antioxidante dos
tecidos comprometendo assim a estrutura e funcao de lipidios, proteinas e acidos
nucléicos (Cimen, 2008).

A resposta inflamatéria determina a liberacéo de radicais livres de oxigénio,
0s quais mantém um circulo vicioso de lesao-inflamacgao-ativacdo de fatores
nucleares. Nesse ponto, muito se tem estudado a respeito do estresse oxidativo na
sepse. A sepse gera um estado de desequilibrio entre producédo de oxidantes e anti-
oxidantes, gerando um excesso de radicais livres de oxigénio. Essas moléculas tém
a funcao de destruir 0 agente agressor, entretanto nao séo especificas e acabam por

determinar lesdo também no hospedeiro (Macdonald et al., 2003). O dano oxidativo
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neonatal tem sido relacionado a retinopatia da prematuridade, displasia
broncopulmonar, persisténcia do canal arterial, enterocolite necrosante e
leucomalacia periventricular, todas as patologias estritamente associadas a
prematuridade (Saugstad, 2005). Porém alguns estudos realizados enfocam as
doencas cronicas ou complicagbes da prematuridade, sendo estes plausiveis de
questionamentos quanto aos valores elevados de estresse oxidativo serem causa ou
consequéncia de dano tecidual (Romeo et al., 1999). Um estudo utilizando o teste
cometa foi realizado com o intuito de avaliar e comparar o nivel de dano de DNA em
criancas bem nutridas e mal nutridas com infeccdo em comparagdo com criancas
saudaveis bem e mal nutridas. Este estudo mostrou que a infeccao severa esta
associada com o aumento significativo no dano em DNA, sendo acentuado este
dano em criangas mal nutridas (Betancourt, 1995).

Tsukahara et al (2004) realizou um estudo com o objetivo de elucidar o status
de estresse oxidativo e sua relacdo com o grau de prematuridade e condicdes
clinicas de neonatos. Os resultados obtidos revelaram que os niveis de 3
marcadores urinarios de estresse oxidativo foram significativamente maiores nos
neonatos prematuros doentes quando em comparacdo aos neonatos prematuros
saudaveis e recém-nascidos a termo evidenciando um dano oxidativo em nivel de

DNA, lipidios e proteinas.
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4. Ensaio cometa

O Ensaio Cometa ou SCGE (Single Cell Gel Electrophoresis) é um teste de
genotoxicidade capaz de detectar danos no DNA induzidos por agentes alquilantes,
intercalantes e oxidantes. E uma técnica rapida e sensivel na quantificacdo de
lesbes e deteccao de efeitos de reparo no DNA em células individuais (Singh et al.,
1988; Fairbairn et al., 1995). Este teste apresenta algumas vantagens sobre os
testes bioquimicos e citogenéticos, entre estas, a necessidade de somente um
pequeno numero de células e de ndo serem necessarias células em divisao.

A metodologia do teste consiste, inicialmente, na disposicdo de uma suspensao
de células embebidas em gel de agarose sobre a superficie de uma lamina. Em
seguida, as laminas sao transferidas para uma solucdo com alta concentracdo de
sais e detergentes a fim de lisar as células, removendo o seu conteudo
citoplasmatico e membrana nuclear. Posteriormente, as laminas sdao imersas em um
tampao de pH varidvel de acordo com a versao do teste empregado (neutra ou
alcalina). Tal processo visa o desenovelamento das cadeias de DNA, pelo
rompimento das estruturas secundaria e terciaria presentes no nucleo celular.
Imediatamente ao desenovelamento, as laminas sdo submetidas a uma corrente
elétrica de modo a induzir a migracao para fora do nucleo dos segmentos de DNA
livres, resultantes de quebras. Finalmente as laminas s&o coradas através do
emprego de substancias capazes de se associar ao DNA, como agentes
intercalantes (p.ex., brometo de etidio) ou redutores como o nitrato de prata.

Apds a eletroforese, as células sdo analisadas em microscépio Optico e as células
que apresentam um nucleo redondo sao identificadas como normais, sem dano

reconhecivel no DNA. Por outro lado, as células lesadas sao identificadas
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visualmente por uma espécie de cauda, como de um cometa, formada pelos
fragmentos de DNA. Estes fragmentos podem se apresentar em diferentes
tamanhos, e ainda estarem associados ao nucleo por uma cadeia simples (Farbairn
et al., 1995). Para alguns autores o tamanho da cauda é proporcional ao dano que
foi causado (McKelvey-Martin et al., 1993), mas somente é de consenso que a
visualizagdo do "cometa", significa dano ao nivel do DNA, podendo ser quebra
simples, duplas e/ou lesbes alcali-labeis (McKelvey-Martin et al., 1993; Fairbairn,

1995; Tice, 1995).

s Classe I
. Classe Il

Classe IV

-
. Classe |

Classe 0

Visualizacao no microscépio de eritrécitos de tainha com vérios tipos de classes de danos, onde a

“cabega” representa o nucleo original e a “cauda” os fragmentos de DNA

O ensaio cometa vem sendo cada vez mais utilizado como teste de
genotoxicidade para o biomonitoramento de exposicdes ocupacionais € ambientais.
Constatando que a sepse neonatal € uma patologia grave que afeta

principalmente recém-nascidos prematuros internados em unidades de tratamento

intensivo neonatal, visto que ndo se tem um método de diagndstico especifico,
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principalmente na sepse de inicio precoce, e que recém-nascidos doentes, com
complicagbes no parto associadas a complicagcdes maternas apresentam um
aumento de EROs. Buscamos através deste trabalho, avaliar através do Ensaio
Cometa os parametros de danos de DNA em sangue de recém-nascidos internados
na unidade de terapia intensiva do Hospital Materno Infantil Santa Catarina, com
diagnéstico de sepse, visando estabelecer um possivel marcador para avaliar o

progndstico da sepse neonatal.
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5. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo avaliar, através do Ensaio Cometa, os
parametros de danos de DNA em sangue de neonatos com diagndstico de sepse,
visando estabelecer um possivel marcador para avaliar o prognostico da sepse

neonatal.

5.1 Objetivos Especificos

- Determinar o nivel basal de danos de DNA em neonatos com fator de risco

para sepse através do Ensaio Cometa.

- Determinar a relagéo entre dano de DNA nos neonatos internados na UTI

Neonatal do HMISC, e a sua evolugao clinica, conduta terapéutica.
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Abstract

No sensitivity of the Comet assay to detect neonatal sepsis

Natalia C. Carvalho?, Rozilda L. de Souza?® Felipe Dal-Pizzol’, Vanessa M.

Andrade®’

Objective: Determined whether the DNA damage detected from Comet assay help in
diagnosis of neonatal sepsis.

Design and Methods: Sepsis was diagnosed according to clinical and laboratory
findings and positive culture results in 24 of the 48 newborns of the study.
Hematological parameters, baseline demographic data and genotoxic evaluation
were investigated.

Results: There were no significant differences between case and controls for
hematological, demographic and genotoxic data.

Conclusion: For the diagnosis of neonatal sepsis the Comet assay was not a good

tool.

Keywords: Neonatal sepsis; Comet assay; exposure biomarker.
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Introduction

According to World Health Organization there are about 5 million neonatal
deaths a year, 98% occurring in developing countries. Infection, prematurity, and
birth asphyxia are the main causes [1]. Sepsis and septic shock remain the most
common cause of death in neonates and children in the world, with > 4,300 deaths
annually and estimated annual total costs of $1.97 billion. Neonatal sepsis is defined
as a clinical syndrome of bacteremia with systemic signs and symptoms of infection
in the first 4 weeks of life [2]. Though most of these infections and deaths occur in the
developing countries; neonatal sepsis remains a major cause of admission to
neonatal intensive care units and mortality in the developed world [1].

The diagnosis of sepsis is difficult because clinical signs, particularly early in
the course of disease, are subtle and nonspecific, and laboratory tests including
blood culture, the “gold standard”, are not always reliable and the results of the tests
are available only after 48-72h hours. The neonates with “risk factors” for neonatal
sepsis are thus treated with broadspectrum antibiotics and require prolonged
hospitalization. Recent studies propose new diagnostic laboratory markers used
alone or in combination to improve sensitivity and specificity for early detection of
sepsis [3-6].

The alkaline single cell gel electrophoresis (SCGE) technique is a useful tool
for assessing DNA damage in human populations and is regarded as a biomarker of

exposure. This method has several advantages: a high sensitivity for detecting DNA
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damage expressed as single strand breaks and alkali-labile sites, data from
individual cells are obtained, the amount of blood required for this method is very
small (uL), it is relatively easy to perform, and results are obtained in a short time [7].
Thus, in the present study we have used the Comet assay in blood cells of neonates
with or without sepsis with the aim to determine another cheaper and faster

biomarker to diagnostics neonatal sepsis.

Patients and Methods

Patient Population, Samples and Laboratory Test Results

Blood samples were obtained from forty-eight acutely ill newborns undergoing
intensive care in the neonatal units of the Hospital Materno Infantil Santa Catarina,
Criciuma, Santa Catarina, Brazil. These infants were either admitted to the neonatal
unit with a suspected diagnosis of infection or developed clinical signs which
suggested that infection may be complicating their management. Details of history
and clinical examination were obtained. As part of their acute management, these
infants had blood samples taken for routine laboratory analysis, and an extra aliquot
of 15uL blood was collected for the Comet assay analysis.

Based on the 2002 Consensus Conference on definitions for sepsis and organ
dysfunction in pediatrics [2], sepsis was defined as proven when a blood culture or
bacterial culture from a normally sterile site was positive for a likely pathogen and, if
bacterial cultures were negative, as highly probable in the presence of a clinical and
biological syndrome associated with infection. Twenty-four newborns fulfilled these
criteria were included in the sepsis group. Controls were the remaining 24 newborns

with risk factors for neonatal sepsis but that did not develop proven or highly
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probable sepsis. Patients diagnosed with sepsis were followed after the initiation of
treatment and the course of illness was recorded. Also four new blood samples were
taken in the four consecutive days after the patient inclusion at study. Ethical
approval was obtained from the Institutional Ethics Committee.

Comet assay

The alkaline Comet assay was performed as described by by Tice et al. [8].
Blood cells (5 pL) were embedded in 95 L of 0.75% low-melting point agarose and
when the agarose had solidified the slides were placed in lysis buffer (2.5M NaCl,
100mM EDTA and 10mM Tris; pH 10.0-10.5) containing freshly added 1% (v/v)
Triton X-100 and 10% (v/v) dimethyl sulfoxide (DMSO) for a minimum of 1 hour and a
maximum of two weeks. After treatment with lysis buffer, the slides were incubated in
freshly-made alkaline buffer (300 mM NaOH and 1 mM EDTA; pH >13) for 20 min
and the DNA was electrophoresed for 20 min at 25 volts (0.90 V/cm) and 300 mA.
After electrophoresis, the slides were neutralized in Tris 400mM (pH 7.5), rinsed
three times in distilled water, and left to dry overnight at room temperature. After
electrophoresis and neutralisation a silver staining protocol published by Villela et al.
[9] was applied.

Images of 100 randomly selected cells (50 cells from each of two replicate
slides) were analyzed for each patient using a optic microscope. Two parameters
were evaluated: (1) damage index (DI), for which each cell was allocated to one of
five classes (from no damage = 0, to maximum damage = 4) according to tail size
and shape. The values obtained for each volunteer could range from 0 (0x100) to
400 (4x100); and (2) damage frequency (DF), calculated as the percentage of

damaged cells.
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Statistical Analysis

Demographic and clinical characteristics of the study groups were compared by
Student’s t test and a two-sided significance level of 0.05 or less was considered
statistically significant. The accuracy of each parameter of DNA damage of Comet
assay in distinguishing septic neonates from controls was examined separately by

receiver operator characteristic (ROC) curve

Results

Characteristics of study and control groups are shown in Table 1. Were included 48
newborns in the study, 24 cases of proven neonatal sepsis and 24 controls. There
were no statistically significant differences between the two groups in relation to
demographic data showing that both controls and septic neonates were similar and
just the illness differ between the two groups. DNA damage analyzed by the two
parameters of Comet assay (DI and DF) in peripheral blood of neonates, in the same
way, not presented statistical significance. The data were collected during 5 days but
for all this period the results were similar and not presented in the table 1. We have
also calculated the ROC curves from the two studied markers (DI and DF). DF and DI

had equivalent lower areas under the ROC curve (0.493 and 0.498, respectively).

Discussion

Clinical diagnosis of sepsis in newborn infants is not easy because symptoms

and signs are non-specific. There is no laboratory test with 100% specificity and

sensitivity, search has continued for a reliable test.
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In this study, DNA damage was measured via the alkaline Comet assay, a
method that is widely used to assess in vivo DNA damage. In previous studies this
method has been used to measure endogenous DNA damage after treatment with
genotoxic agents, after the ingestion of food additives and in the presence of dietary
antioxidants [10]. This is the first study that emphasized the use of this methodology
for diagnostic of sepsis. Since today the Comet assay has become one of the most
popular methods to assess DNA damage, with more than 4700 manuscripts
published in more than 150 different journals we had aimed in this study to apply this
assay for the sepsis diagnostic. So, we determined whether the damage in DNA
observed in the Comet assay could help in diagnosis and prognosis of neonatal
sepsis. Our results show that there were no significant differences between septic
and controls neonates for both parameters of Comet assay. Also, when the ROC
curve was performed the data presented lower values, indicating that definitely this
assay not can be applied for sepsis diagnosis.

Previous studies aiming sepsis diagnoses was performed and find good
results. Cancelier et al. [6] have determined whether levels of IL-6, IL-10 and
oxidative parameters in umbilical cord blood contribute as an indicator of neonatal
sepsis in recognized high-risk neonates and they concluded that all these markers
were significantly higher in infants with neonatal sepsis, even in the proven sepsis
group. Ersoy et al. [3] have determined whether initial antithrombin levels help in
diagnosis of neonatal sepsis and they conclude that lower initial levels of this
endogenous anticoagulant in neonatal sepsis are associated with a severe disease
and increased mortality. More recently, Kingsmore et al. [4] have used
immunoassays multiplexed on microarrays to identify deferentially expressed serum

proteins in clinically infected and non-infected neonates, they founded that this array
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was effective for measurement of more than 100 cytokines in small volumes of serum
available from neonates and have revealed significant alterations in levels of eight
serum proteins in infected neonates, which are associated with inflammation,
coagulation and fibrinolysis. In this way, the immunoassay showed clinical utility for a
rapid diagnosis of infection in neonates. Nevertheless, in our study we concluded that
in spite of all applications of the Comet assay in more than 20 areas of scientific

knowledge, for the diagnosis of neonatal sepsis it can not be applied.
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Parameter Cases (n=24) Controls (n= 24) P

Gestational age (mean weeks) 34 36 >0.05
Sex (Male/Female) 16/8 18/6 >0.05
Weight (g) 2141 2519 >0.05
Mode of delivery (vaginal/cesarean) 16/8 13/11 >0.05
Apgar score (first minute) 6.26 7.04 >0.05
DNA Damage Frequency (mean + SD) 53+6.5 7.5+12.7 >0.05
DNA Damage Index (mean * SD) 6.09+8.0 10.6 +19.4 >0.05

SD:Standard Deviation
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7. DISCUSSAO

O presente estudo procurou avaliar o prognéstico da sepse neonatal, medindo
dano de DNA através do ensaio cometa. O diagndstico de sepse neonatal ndo é facil
porque 0s sinais e sintomas nao sao especificos. Nao ha testes laboratoriais com
100% de especificidade e sensibilidade sendo necessario continuarem a busca por
testes fidedignos. No presente estudo o dano de DNA foi mensurado pelo teste
cometa, um método que é muito utilizado para avaliar dano em DNA in vivo. Em
estudos prévios este método tem sido utilizado para mensurar danos endégenos ao
DNA e apés tratamento com agentes genotdxicos, apds ingestdo de alimentos
antioxidantes (Faust al., 2004). Este é o primeiro estudo que enfatizou a utilizagao
desta metodologia para o diagndstico da sepse. Hoje em dia 0 ensaio cometa se
tornou um dos mais populares métodos para avaliar danos no DNA, com mais de
4.700 manuscritos publicados em mais de 150 revistas diferentes (Rojas, 2008).

NGs objetivamos neste estudo aplicar este teste para o diagnéstico de sepse.
Assim foi determinado que o dano observado no teste cometa nao é sensivel para o
diagnéstico de sepse neonatal. Nossos resultados mostraram que ndao houve
diferengas significativas entre os neonatos sépticos e controles para os dois
parametros de ensaio Cometa utilizados. Além disso, quando a curva ROC foi
interpretada os dados apresentaram valores mais baixos, indicando que
definitivamente este ensaio nao pode ser aplicado para o diagnostico de sepse.

Além da analise do teste cometa dos grupos analisados, foi relacionado
também toda a parte clinica dos pacientes sépticos e controle sendo relacionado
com os exames laboratoriais, hemoculturas, uso de drogas vaso ativas, sinais vitais

e desfecho do paciente. Esses dados foram analisados no programa SPSS, sendo
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que nao houve diferencas significativas destes dados entre o grupo controle e
sepse. Acreditamos que a semelhanca entre os dois grupos ocorreu devido ao tipo
de amostra do grupo controle por serem pacientes de uma unidade de terapia
intensiva neonatal, sendo a maioria neonatos prematuras com alguma patologia
associada, que sofre todo o tipo de estresse de uma unidade de terapia intensiva
neonatal.

A busca por um marcador ideal, de alta sensibilidade e especificidade é um
desafio em varias doencas estudadas pela Medicina. A sepse neonatal precoce, por
desenvolver-se logo apds o nascimento e estar associada a fatores de risco
identificaveis na sala de parto, pode ser suspeitada e investigada antes mesmo do
inicio das manifestagdes clinicas no recém-nascido. Essa caracteristica do periodo
neonatal difere dos quadros infecciosos em outras faixas etarias e mesmo da sepse
neonatal tardia, quando os fatores de risco, mesmo identificaveis, ndo sao
suficientes para determinarem triagem didria para sepse. O diagnostico precoce e
correto da sepse neonatal vem sendo almejado pelos neonatologistas ha anos.
Quando se pensa em uma entidade mérbida que tem taxas de letalidade tao altas
quanto 70% e sabe-se que a precocidade da instauracao de um tratamento eficaz
pode modificar esse desfecho, consegue-se ter uma idéia da importancia do tema
atualmente (Weber, Candiani, Garcia et all, 2003).

Estudos prévios visando diagnéstico de sepse foram realizados e
encontraram bons resultados. Cancelier et al. (2009) determinou se em sangue de
cordao umbilical os niveis de IL-6, IL-10 e paradmetros oxidativos contribui como um
indicador reconhecido de sepse neonatal reconhecendo neonatos de alto risco e
eles concluiram que estes marcadores foram significativamente mais elevados em

lactentes com sepse neonatal, igual no grupo com sepse comprovada. Ersoy et al.
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(2007) determinou se os niveis iniciais de antitrombina ajudam no diagnéstico da
sepse neonatal e concluiram que niveis mais baixos deste anticoagulante enddgeno
na sepse neonatal estdo associados com uma doenca grave e aumento da
mortalidade. Mais recentemente, Kingsmore et al. (2008) trabalhando com
microarrays, com o objetivo de identificar diferentes formas de expressdo de
proteinas em neonatos clinicamente infectados e nao infectados, observaram que
este imunoensaio de proteinas séricas pode ter utilidade clinica para ajudar no
rapido diagnéstico de infeccdo e diferenciacdo do agente em neonatos com
descompensacao clinica. Assim estes estudos demonstram que eles podem ser
Uteis no progndstico clinico da sepse neonatal. E desta forma, concluimos que,
apesar de todas as aplicacbes do Ensaio Cometa em mais de 20 areas do
conhecimento cientifico, para o diagnostico da sepse neonatal este nao pode ser

aplicado como um marcador para diagnéstico de sepse.
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