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ARTIGO ORIGINAL

Niveis plasmadticos de interleucina-1f} e interleucina-6
em recém-nascidos com febre

Plasmatic levels of interleukin-1f3 and interleukin-6 in newborn infants with fever

Rita de C. Silveiral, Renato S. Procianoy?

Resumo

Objetivo: Avaliar os niveis plasmdticos de IL-16 e IL-6 a fim
de diferenciar a presenca ou ndo de infec¢do bacteriana em recém-
nascidos com febre.

Meétodos: Durante o periodo de julho de 1995 a agosto de 1996,
uma coorte de 117 recém-nascidos entre zero e cinco dias de vida,
sem uso prévio de antibioticoterapia e com alguma suspeita clinica
de infeccdo bacteriana, foi estudada. Os recém-nascidos com crité-
rios definidos para sepse constituiram os recém-nascidos infecta-
dos. Definiu-se febre como temperatura axilar > 37,5°C em trés
aferi¢des independentes. Os pacientes foram classificados em qua-
tro grupos: Grupo 1: infectados e com febre; Grupo 2: infectados e
sem febre; Grupo 3: ndo infectados e com febre; Grupo 4: ndo
infectados e sem febre. Foram obtidos hemograma, contagem de
plaquetas, hemocultura ou qualquer outro teste de cultura, e niveis
plasmaticos de IL-18 e IL-6 antes do inicio de terapia antimicrobi-
ana.

Resultados: Dos 117 recém-nascidos estudados, havia 66 com
infecgdoe 51 seminfecgdo. A febre esteve presente em 45 (38,46%).
Asmedianas daIL-18 e de IL-6 foram significativamente superiores
nos recém-nascidos com febre do que nos sem febre. Houve diferen-
ca significativa entre os grupos 1 e 2, 1 e 4, e 2 e 3 para IL-18. Nao
houve diferenca significativa entre os grupos 2 e 4, e 1 e 3 para IL-
1B. Nos recém-nascidos sem infec¢ao e com febre, a mesma ocorreu
em 8 (72%) por hiperaquecimento e em apenas 3, por desidrata¢io.Os
grupos 1 e 2 e os grupos 3 e 4 ndo apresentaram diferenga significa-
tiva no niveis de IL-6.Houve diferenga significativa nos niveis de
IL-6 entre os grupos 1 e 3 e os grupos 1 e 4.

Conclusées: IL-6 ¢ um marcador de sepse neonatal precoce. IL-
1B estd relacionada a resposta febril do recém-nascido independente
da presenca de infec¢do bacteriana.

J. pediatr. (Rio J.). 1999; 75(1):29-33: sepse neonatal, interleu-
cina-18, interleucina-6, febre.

A instabilidade térmica € uma das manifestagdes mais
freqlientes da sepse neonatal precoce, embora muitos
recém-nascidos (RNs) possam estar sépticos sem apresen-
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Abstract

Objective: To study plasma levels of IL-16 and IL-6 in order to
distinguish the presence of bacterial infection in newborn infants
with fever.

Methods: A cohort of 117 newborn infants with postnatal age
equal to or less than 5 days, with no previous use of antibiotic
therapy, and with clinical suspicion of bacterial infection was
studied from July 1995 through August 1996. Those with definite
criteria for sepsis were considered infected. Fever was defined as
axillar temperature > 37.5°C in three independent measurements.
The patients were classified in four different groups: Group 1:
infected with fever; Group 2: infected without fever; Group 3: not
infected with fever; Group 4: not infected without fever. Complete
blood count, platelet count, blood or other fluid cultures, and
plasmatic levels of IL-18 and IL-6 were collected before the begin-
ning of antibiotic therapy.

Results: Of the 117 newborn infants studied were 66 infected
and 51 not infected . Fever was present in 45 (38.46%). The median
values of IL-18 and IL-6 were significantly higher in newborn
infants with fever than in those with no fever. There were significant
differences between groups 1 and 2, 1 and 4, and 2 and 3 for IL-18.
There were no significant differences between groups 2 and 4, and
1 and 3 for IL-18. Eight (72%) newborn infants with no infection and
no fever had environment heating, and 3 had dehydration. There
were no differences in median IL-6 levels between groups 1 and 2,
and 3 and 4. There were significant differences in the median IL-6
levels between groups 1 and 3, and 1 and 4.

Conclusions: IL- 6 is a marker of early neonatal sepsis. IL-18
is related to neonatal fever response independently of the presence
of bacterial infection.

J. pediatr. (Rio J.). 1999; 75(1): 29-33: neonatal sepsis,
interleukin-18, interleukin-6, fever.

tar alteragdo da temperatura corpéreal. A sepse bacteriana
€ observada em 10% dos RNs a termo com febre (tempe-
ratura axilar > 37,5 °C). A hipotermia é inespecifica nos
primeiros dias de vida, mas, quando acompanha o quadro
de sepse, é indicativa de maior gravidade?*. As descri-
cdes de sepse neonatal sdo caracterizadas pelo “choque
frio”. Os RNs sdo descritos como hipotérmicos, pele de
coloragdo marméreo-acinzentada ou moteada, com vaso-
constricdo periférica e oligtria3®.
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A resposta de fase aguda com lesao tecidual e inflama-
¢cdo promove febre. Muitas citocinas estdo envolvidas na
regulacio da resposta imunolégica e hematopoética’-S.
Recentemente, IL-18 e IL-6 tém sido estudadas como
mediadores de resposta de fase aguda na sepse neonatal.
Promovem a sintese hepdtica de proteinas de fase aguda,
como a Proteina C reativa (PCR) e a substincia sérica
amilSide A%-12,

A IL-18 € considerada um pirogénio endégeno, produ-
zindo febre pela ativacdo de receptores especializados,
localizados no hipotdlamo anterior, que estimulam a sin-
tese local de PGE2 e metabélitos!3-15. Influencia também
na resposta imunoldgica e na génese de células produtoras
de anticorpos e células T citotéxicas’, podendo ocorrer
hipotensio sistémica — em funcao da capacidade da IL-18
em induzir febre—, sintese de proteinas hepaticas de fase
aguda e aumento de neutréfilos!6-18,

A IL-6 age como um sinal auxiliar na ativagcdo de
células T, induz secrecdo de anticorpos pelas células B
humanas e auxilia na diferenciacdo de células T citotoxi-
cas!®2l. Em situagdes experimentais, tem agido como
pirogénio endégeno, juntamente com IL-18%2,

O objetivo do presente estudo foi avaliar os niveis
plasmaéticos de IL-16 e IL-6 a fim de diferenciar RNs com
febre devido a infec¢do neonatal daqueles RNs que apre-
sentam febre de origem nao infecciosa.

Pacientes e Métodos

Foi realizado um estudo de coorte controlado, durante
o periodo de julho de 1995 a agosto de 1996. O estudo foi
executado na Unidade de Neonatologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), incluindo todos os RNs
nos primeiros cinco dias de vida, sem uso prévio de
antibioticoterapia, nos quais houvesse necessidade de
coleta sangiiinea para exames laboratoriais.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e foi
solicitado aos pais o consentimento informado.

Os pacientes foram acompanhados quanto a necessida-
de de antibioticoterapia, resultados de hemoculturas e
demais testes culturais, a fim de definir recém-nascidos
infectados e ndo infectados. Aqueles RNs com critérios
definidos para sepse constituiram os RNs infectados. Os
casos que ndo necessitaram de antibioticoterapia para
melhorar e ndo apresentaram critérios clinicos para sepse,
constituiram os RNs ndo infectados.

Foi considerado como infec¢do a presenca de bactéria
patogénica em culturas de secre¢do do organismo (hemo-
cultura, secrecdo de ponta de catéter umbilical, entre
outros) ou, entdo, a presenca de um ou mais sinais de, pelo
menos, trés categorias referidas a seguir ou duas destas
categorias associadas a um ou mais fatores de risco
materno:

- Instabilidade térmica.
- Apnéia, bradipnéia, geméncia, taquipnéia, retragdes
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esternais e subcostais, batimentos de asas nasais e
cianose. Para taquipnéia considerou-se a freqiiéncia
respiratdria superior a 60 mpm, e pausas respiratorias
foram diagnosticadas quando a freqiiéncia respiratéria
era inferior a 30 mpm, com cessacdo instantanea da
respiracao.

- Hipotonia e convulsdes.

- TIrritabilidade e letargia.

- Sinais gastrintestinais, como distensdo abdominal,
vOmitos, residuo gastrico e dificuldade de aceitagdo
alimentar.

- Ictericia idiopatica.
- Palidez cutinea, pele fria e sudorética, hipotensao e
tempo de enchimento capilar superior a 3 segundos.

- Sinais de sangramento, com quadro clinico sugestivo
de coagulacdo intravascular disseminada.

- Avaliacdo subjetiva: RN que “ndo parece estar bem”.

Os fatores de risco maternos considerados no estudo
foram todos os achados clinicos e laboratoriais da
histéria materna e perinatal:

- Febre materna.
- Infeccdo do trato urindrio suspeita ou comprovada.

- Infeccdes do trato genital, como corioamnionite, liqui-
do amniético fétido, leucorréia, herpes genital, papilo-
ma virus, febre periparto e hipertonia uterina.

Todos os RNs foram dicotomizados quanto a presenca
de febre, considerando-se a temperatura axilar > 37,5°C
em trés afericdes independentes, ou seja, em trés momen-
tos diferentes. Assim, foi possivel distribui-los em 4
grupos:

Grupo 1: RNs infectados e com febre.

Grupo 2: RNs infectados e sem febre.

Grupo 3: RNs ndo infectados e com febre.

Grupo 4: RNs ndo infectados e sem febre.

Os recém-nascidos do grupo 3 apresentaram febre por
hiperaquecimento ou por desidratagdo. Considerou-se hi-
peraquecimento quando a temperatura corpdrea retornou
ao normal, mantendo-se assim s6 com o resfriamento do
paciente. O diagnéstico de desidratagdo foi feito por perda
excessiva de peso e baixa ingesta hidrica.

Foram obtidos hemograma, contagem de plaquetas,
hemocultura ou qualquer outro teste de cultura, e niveis
plasmaticos de IL-18 e IL-6 de todos os RNs antes do
inicio de terapia antimicrobiana.

Na coleta foram retirados no mdximo 3,2 ml de sangue,
ficando 1 ml em frasco com EDTA para andlise de
hemograma e contagem de plaquetas, 1,2 ml em outro
frasco contendo EDTA para andlise das citocinas e 1ml
para hemocultura em meio aerdbico e anaerébico. O
sangue utilizado para dosagem das citocinas era centrifu-
gado a 5000 rpm e o plasma congelado a -70° C, para
posterior realizagdo dos testes em conjunto.
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Os niveis plasmaticos de IL-18 e IL- 6 foram determi-
nados pela técnica de enzimoimunoensaio (Quantikine
Human IL-1f3 e Quantikine Human IL-6, R & D Systems,
Inc. MN USA), e todos testes foram realizados em dupli-
cata.

Os resultados foram analisados pelos testes de Mann-
Whitney, Kruskall- Wallis. O nivel de significincia aceito
foi p < 0,05. Para comparacio entre os grupos foi empre-
gada a Correcdo de Bonferroni e, neste caso, foram
considerados significativos valores de p< 0,01.

Resultados

Ao todo integraram o estudo 117 RNs (n), dos quais 66
apresentavam-se com infec¢@o bacteriana e 51 sem infec-
¢do. A febre esteve presente em 38,46% dos RNs estuda-
dos (n = 45).

Analisando os valores de mediana para IL-1 nos RNs
com febre, obtiveram-se niveis de 53,1767 pg/ml e, nos
sem presenca de febre, a mediana foi 5,7971 pg/ml; assim,
os niveis de IL-1f foram significativamente mais elevados
nos RNs com febre (p=0,001).

Os niveis plasmaticos de IL-6 nos RNs com febre
apresentaram mediana de 557,8006 pg/ml e, nos sem
febre, o valor de mediana obtido foi 217,6999 pg/ml. Esta
diferenca foi estatisticamente significativa (p= 0,0401).

A fim de avaliar, através da andlise das citocinas, IL-18
e IL-6, a presencga de febre exclusivamente por infec¢do,
de febre presente por outras causas, os RNs ficaram assim
distribuidos nos quatro grupos ja mencionados:
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Grupo 1: RNs infectados e com febre (n= 34).
Grupo 2: RNs infectados e sem febre (n= 32).
Grupo 3: RNs ndo infectados e com febre (n= 11).
Grupo 4: RNs ndo infectados e sem febre (n= 40).

Os quatro grupos apresentavam valores médios de
peso de nascimento e idade gestacional estatisticamente
semelhantes, assim como as medianas de indice de Apgar
(Tabela).

A comparagdo multipla entre medianas nos 4 grupos,
utilizando-se o teste de Kruskall-Wallis, evidenciou dife-
renga significativa (p < 0,0001), tanto para IL-18, como
IL-6. As medianas obtidas para IL-18 e IL-6 encontram-
se na tabela. Foi necessario utilizar a Correcdo de Bonfer-
roni para comparar os quatro grupos entre si e, com isso,
detectar os grupos em que os niveis de IL-1 eram diferen-
tes e significativos.

A diferenca entre o grupo 1 e o grupo 2 nos niveis
plasmaticos de IL-18 foi significativa (p < 0,0001), ambos
os grupos eram de RNs infectados, contudo no grupo 2 os
niveis de mediana para IL-16 foram tao baixos quanto 2,9
pg/ml. Também no grupo 1, RNs infectados e com febre
(IL-18 =8,2 pg/ml), os niveis de IL-18 foram significati-
vamente mais elevados do que no grupo 4 (RNs nido
infectados e sem febre). Entre os grupos 2 e 3 houve
diferenga significativa nos niveis plasmaticos de IL-18,
sendo mais elevados nos RNs ndo infectados e com febre
(p=0,0009). Nestes RNs (grupo 3), a febre esteve presente
em 72% (n=8) da amostra por hiperaquecimento, tratan-
do-se de RNs que apresentaram temperatura axilar>37,5°C
em trés afericdes independentes devido a excesso de

Tabela - Dados clinicos e laboratoriais dos recém-nascidos estudados

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Infectado com febre | Infectado sem febre | Nao infectado com febre Nao infectado sem febre
n 34 32 11 40
Peso de nascimento | 2924 + 854 2836 + 826 3143 + 638 3203 + 597
(gramas)
Idade gestacional 374 +£42 36,2 £3,2 38,2 +2,1 39,1 +£1,5
(semanas)
indice de Apgar 9 9 9 9
5° minuto (3 - 10) (4 -10) (7-10) 6-10)
IL-6 (pg/ml) 128,6 56,2 32,2 42,2

(23,7 — 3000) (14,4 — 3000) (3,6 -91,2) (1,1 = 153,7)
IL-18 (pg/ml) 8,2 2,9 13,2 5,4

(1,6 — 1270) (0,5 -19,1) (2,8 -35,7) (0,9 -32,2)

Valores expressos em média + desvio padrdo e mediana (variagéo)
ParalIL-6: p < 0,001 na comparacéo entre grupos 1e 3;1e4
p < 0,003 na comparagéo entre grupos 2 e 3
Para IL-1B: p < 0,001 na comparagéo entre grupos 1 e2;2e 3
p < 0,002 na comparagéo entre grupos 1 e 4
p < 0,01 na comparagao entre grupos 3 e 4
Teste estatistico: Corregéao de Bonferroni
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roupa. Em apenas 3 RNs a febre ocorreu por desidratagao.
Nao foi observada diferenca significativa nos valores
medianos de IL-1 ao compararmos os grupos 2 e 4 entre
si (p= 0,2386). Da mesma forma, essa diferenca nao foi
demonstrada entre os grupos 1 e 3 (p=0,7714).

Os RNs infectados e com febre (grupo 1) tiveram a
mediana mais elevada de IL-6 (IL-6= 128,6 pg/ml), segui-
dos pelo grupo 2, cuja mediana de IL-6 foi 56,2 pg/ml; a
comparacao entre estes dois grupos nio evidenciou dife-
renga significativa (p= 0,0503). A diferenca ficou bem
demonstrada entre os grupos 1 e 3 (p=0,0001) e os grupos
1 e 4 (p< 0,0001). Portanto, ao compararmos RNs infec-
tados e com febre (grupo 1) com RNs ndo infectados, tanto
na presenca quanto na auséncia de febre, ha diferenca
significativa nos niveis de IL-6. Ao aplicar a Correcdo de
Bonferroni para comparar o grupo 1 com o grupo 2,
obteve-se p= 0,0503, ndo sendo significativo. Os grupos
3 e 4 também ndo demonstraram diferenca significativa
(p = 0,1378).

Discussao

O comportamento das IL-18 e IL-6 diferiu em alguns
aspectos quando analisados seus niveis plasmdticos em

RNs com e sem infec¢do bacteriana e na presenca de febre.

A IL-18 é conhecida como a citocina mais pirogénica8.

Nossos achados foram superponiveis aos da literatu-
ra!215:21 Qs niveis plasméticos de IL-1B foram mais
elevados no grupo 3, constituido de RNs ndo infectados e
com febre. Observamos diferenca significativa entre ndo
infectados com febre e sem febre. Os RNs infectados com
febre tiveram niveis de IL-18 mais elevados que os RNs
infectados e sem febre, sendo a diferenca significativa. Ao
compararmos RNs infectados com febre (grupo 1) e RNs
ndo infectados com febre (grupo 3), ndo houve diferenca
significativa entre os grupos. O mesmo ocorreu quando
comparamos os grupos 2 e 4, ou seja, para IL-1B, é a
variavel febre que, basicamente, diferencia os grupos, a
presenca de infecgdo é coadjuvante. Além disso, encontra-
mos niveis plasmaticos de IL-18 muito baixos, especial-
mente quando comparados com os encontrados em adul-
tos23-25, possivelmente porque os mondcitos de RNs
secretam IL-18 em concentracdes menores do que os de
adultos'>15. Ao utilizarmos o teste de Correcio de Bon-
ferroni para a comparagdo entre dois grupos, devemos ser
rigorosos e aceitarmos como significativos somente valo-
res de p < 0,01.

A IL-6 foi particularmente mais elevadas nos RNs
sépticos, independentemente da resposta febril. Nao foi
observada diferenca estatisticamente significativa entre
os grupos 1 e 2, ambos constituidos por RNs infectados, e
no grupo 2 os RNs ndo apresentavam febre. Outro achado
importante foi a comparagdo entre RNs ndo infectados
com e sem febre (grupo 3 e 4); neste caso, também nao foi
observada diferenca significativa nos valores de IL-6. Ja
a comparacdo entre RNs infectados com febre e RNs ndo
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infectados e sem febre mostrou diferenca significativa:
tivemos valores de mediana para IL-6 no grupo 1 de 128,6
pg/ ml e no grupo 4 a mediana para IL-6 foi 42,2 pg/ml.
Estes resultados s@o superponiveis aos da literatura, que se
referem a IL-6 como uma citocina caracteristicamente
relacionada com sepse neonatal precoce26-28,

Em estudos prospectivos, foi demonstrado que a IL-6
€ um marcador muito precoce no diagnéstico de infecgdo
bacteriana neonatal, elevando-se varias horas antes do
aumento das concentragdes de PCR, além de apresentar
boa especificidade e sensibilidade como marcador de
infec¢io?830, Lencki e colaboradores sugeriram que os
niveis plasmaticos de IL-6 no sangue de corddo umbilical
poderiam ser tteis na identificacdo de neonatos de risco

para sepse neonatal precoce!.

Estudos com IL-6 e resposta febril estdo relacionados
com a sua funcio de fator estimulante do hepatdcito, desta
forma induzindo a producido de proteinas de fase aguda e
de outras citocinas como a IL-18°.

Portanto, a IL-6 € um excelente marcador de sepse
neonatal precoce, sendo caracteristicamente mais elevada
nos RNs infectados. J4 a IL-1B estd mais relacionada a
resposta febril do RN, encontrando-se niveis plasméaticos
elevados de IL-18 na presenca de febre, mesmo nos RNs
que ndo apresentam infec¢do bacteriana.
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