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[image: image2.png]>8,0 se a idade gestacional for >38 semanas de gestaciio e nio houver fatores
de risco de neurotoxicidade por hiperbilirrubinemia, ou
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>6,8 se a idade gestacional for de 35 a 37 semanas de gesta¢io e pelo menos
1 fator de risco de neurotoxicidade de hiperbilirrubinemia.
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Introdução

A bilirrubina não ligada (Bf) é a fração neurotóxica da bilirrubina capaz de atravessar a barreira hematoencefálica e danificar neurônios.

Em populações neonatais vulneráveis, particularmente bebês prematuros, o risco de disfunção neurológica induzida por bilirrubina (BIND) e kernicterus correlaciona-se mais fortemente com os níveis de Bf do que com os de bilirrubina sérica total (TSB) [1–3]. 
Embora a maioria da bilirrubina esteja firmemente ligada à albumina sérica humana (HSA), uma pequena fração dinâmica permanece não ligada. Essa reserva de Bf pode aumentar substancialmente em condições que reduzem a afinidade de ligação à albumina, como deslocadores de drogas, níveis elevados de ácidos graxos livres, acidose ou hipoalbuminemia em recém-nascidos [4–6].

Historicamente, o método de peroxidase tem sido o principal para medir a ligação e o deslocamento de bilirrubina. Embora tenha fornecido insights críticos, a técnica requer diluição significativa de amostras de plasma, o que altera o equilíbrio de bilirrubina-albumina em direção a uma ligação mais apertada, subestimando assim o grau de deslocamento [7–9]. 
Para abordar essa limitação, o inovador sistema UBCheck foi desenvolvido, que utiliza uma nova sonda fluorescente no infravermelho próximo que permite medições diretas e rápidas de Bf em sangue total não diluído [10]. Estudos iniciais de prova de conceito demonstraram que o dispositivo poderia quantificar Bf de forma rápida e confiável, superando os artefatos de diluição inerentes ao método de peroxidase [11]. Trabalhos subsequentes validaram o dispositivo contra amostras clínicas, demonstrando precisão e reprodutibilidade superiores, e destacaram seu potencial para guiar o manejo da hiperbilirrubinemia neonatal, bem como identificar bebês em risco de desenvolver neurotoxicidade por bilirrubina [12–14].

Embora a maioria dos neonatos hiperbilirrubinêmicos apresente bilirrubina não conjugada elevada, um subgrupo exibe níveis aumentados de bilirrubina conjugada (CBR), incluindo aqueles com anormalidades congênitas, infecções, distúrbios metabólicos, exposições iatrogênicas e condições idiopáticas [15]. Para esses bebês, as medições de Bf usando o método de peroxidase são particularmente problemáticas, pois o método pode produzir valores de Bf elevados artificialmente [16]. 
O presente estudo foi projetado para determinar se a CBR também pode interferir nas medições do UBCheck e, em caso afirmativo, se o efeito é devido ao deslocamento real de bilirrubina da albumina, interferência direta no ensaio ou ambos.

Abreviações: Bf, bilirrubina não ligada; BT, bilirrubina total; CBR, bilirrubina conjugada
2 MÉTODOS
Complexos de bilirrubina-albumina foram enriquecidos com CBR (0,1–5 mg/dL). A Bf foi medida com ambos os ensaios usando um protocolo de amostras pareadas em três etapas para avaliar deslocamento e interferência
.Resultados
Em CBR ≤0,2 mg/dL, ambos os ensaios produziram valores de Bf comparáveis.
 
Em 0,5–3 mg/dL, o Arrows mostrou aumentos de 12%–120% na Bf, enquanto o UBCheck permaneceu estável. 
Em 4 mg/dL, o UBCheck aumentou 20%, e o Arrows aumentou 220%. A CBR alta atuou como interferente e deslocador.
A magnitude do deslocamento e da interferência confirmou que a CBR exerce um forte efeito dose-dependente nas medições de Bf, particularmente ao usar o ensaio Arrows.

Discussão
O dispositivo UBCheck representa um avanço substancial nas medições de Bf (bilirrubina livre), demonstrando precisão e confiabilidade, particularmente em concentrações de CBR (biilirrubina direta) abaixo de 4 mg/dL. 
Em contraste, os níveis de CBR afetaram o método Arrows, que superestimou os níveis de Bf em concentrações de CBR tipicamente encontradas em recém-nascidos.
Medições precisas de Bf são cruciais porque é a única forma de bilirrubina que atravessa a barreira hematoencefálica, entra no cérebro e causa efeitos neurotóxicos [1, 17].
Uma limitação deste estudo é que foi realizado in vitro, e testes adicionais em bebês são necessários para verificar esses resultados.

A bilirrubina, um tetrapirrol hidrofóbico, é gerada da quebra do heme. No plasma, a maioria da bilirrubina é ligada não covalentemente e reversivelmente à albumina sérica, que serve como a proteína plasmática mais comum e o transportador primário de bilirrubina. Essa ligação ocorre em um local de alta afinidade na albumina, conhecido como local Sudlow I, caracterizado por uma constante de dissociação na faixa nanomolar [18, 19]. 
A natureza reversível dessa interação significa que outras substâncias, como drogas, excipientes ou metabólitos que se ligam ao mesmo ou a locais sobrepostos na albumina, podem deslocar competitivamente a bilirrubina, alterando assim a concentração de Bf [20, 21].

O efeito de um composto nos níveis de Bf pode surgir por dois mecanismos distintos. Primeiro, um composto pode interagir diretamente com o método de ensaio. No caso do ensaio UBCheck, tal interação pode alterar a ligação de bilirrubina dentro do dispositivo ou interferir em sua química de sinalização. Isso constitui interferência analítica, resultando em níveis de Bf errôneos que não refletem com precisão o estado fisiológico. Segundo, um composto pode interagir com a HSA, deslocando competitivamente a bilirrubina de seus locais de ligação. Essa interação leva a um aumento fisiológico real nos níveis de Bf circulantes. 
Nesse cenário, os valores elevados de Bf relatados pelo UBCheck refletem com precisão o estado biológico e podem indicar um risco potencialmente perigoso de desenvolver neurotoxicidade por bilirrubina.

Essa distinção é clinicamente crítica porque aumentos na Bf causados por deslocamento, hipoalbuminemia ou mutações na HSA que reduzem a afinidade por bilirrubina frequentemente são indetectáveis apenas pela medição de TSB. Assim, a determinação precisa dos níveis de Bf em desenvolvimento é essencial para identificar bebês com maior risco de encefalopatia por bilirrubina.

Descobrimos que a CBR produziu deslocamento significativo de bilirrubina da HSA, levando a aumentos marcados na Bf medida, consistente com sua capacidade de competir pela ligação à albumina. Em contraste, a gentamicina—um antibiótico com alta polaridade e ligação negligenciável à albumina—não produziu efeito significativo na Bf, de acordo com sua farmacocinética estabelecida e relatórios anteriores [19].
O sistem UBCheck é uma plataforma de cartucho e leitor de ponto de atendimento que mede a Bf de equilíbrio diretamente usando um sensor de proteína de ligação fluorescente, evitando assim artefatos relacionados à peroxidase e requerendo apenas volumes de amostra em microlitros com tempo de resposta rápido. 
O UBCheck oferece uma abordagem direta para medir a Bf, pois quantifica a bilirrubina livre de equilíbrio usando um sensor de proteína de ligação fluorescente, evitando assim a estimativa cinética indireta e a suscetibilidade à interferência da CBR inerente aos métodos baseados em peroxidase.
Duas descobertas centrais emergem desta investigação. 
- Primeiro, o método de peroxidase Arrows é substancialmente afetado pela CBR, produzindo aumentos artificiais na Bf em concentrações clinicamente relevantes,
 - Enquanto o ensaio UBCheck permaneceu inalterado nas mesmas condições, exceto em concentrações suprafisiológicas de CBR que são improváveis de ocorrer em recém-nascidos em risco de hiperbilirrubinemia [24]. 
 Portanto, o UBCheck fornece uma medição mais precisa e clinicamente útil de Bf em toda a faixa fisiológica e farmacológica relevante, e assim um método ideal para identificar bebês em risco de desenvolver neurotoxicidade por bilirrubina [25].
Portanto: Na presença de concentrações neonatais de bilirrubina direta, o UBCheck fornece medições confiáveis de bilirrubina livre, enquanto o Arrows superestima substancialmente a bilirrubina livre, limitando sua utilidade clínica.

Em síntese o que esse estudo NOS MOSTRA
· Foi comparado o efeito dos níveis de bilirrubina conjugada (CBR) nas medições de bilirrubina não ligada (Bf) usando os ensaios UBCheck (Fluoresprobe Sciences, San Diego, CA e Arrows (Arrows Co., Osaka, Japão)fo.

· Em níveis de CBR até 0,2 mg/dL, as medições de Bf por ambos os métodos não foram afetadas. No entanto, em níveis mais altos, o método Arrows foi sujeito a uma superestimação dos níveis de Bf, enquanto o UBCheck não foi

Resumo Final
Este artigo investiga o impacto da bilirrubina conjugada (direta) na medição da bilirrubina não ligada (Bf), comparando os métodos UBCheck (baseado em fluorescência) e Arrows (baseado em peroxidase). Os resultados mostram que o UBCheck é mais preciso e menos suscetível a interferências em concentrações neonatais típicas de CBR, enquanto o Arrows superestima a Bf, o que pode limitar sua aplicação clínica. O estudo destaca a importância de medições confiáveis de Bf para prevenir neurotoxicidade em recém-nascidos, com CBR atuando como deslocador e interferente em níveis altos. Recomenda-se validação in vivo adicional.
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1- O nosso objetivo de medir a bilirrubina sérica não é somente para prevenir a hiperbilirrubinemia, MAS PARA PREVENIR A LESÃO CEREBRAL INDUZIDA PELA BILIRRUBINA. 
As evidências dão forte suporte de que a medida da bilirrubina livre pode contribuir substancialmente para se conseguir este objetivo.
Unbound (free) bilirubin: improving the paradigm for evaluating neonatal jaundice.Ahlfors CE, Wennberg RP, Ostrow JD, Tiribelli C.Clin Chem. 2009 Jul;55(7):1288-99. doi: 10.1373/clinchem.2008.121269. Epub 2009 May 7.PMID: 19423734 Review.

· Resposta auditiva do tronco cerebral anormal associa-se com elevada bilirrubina livre sérica (OR=3,3;IC a 95%:1,8-6,1), mas NÃO COM A BILIRRUBINA TOTAL! Assim, a prevalência da neurotoxicidade da bilirrubina como causa de disfunção auditiva pode ser subestimada se usarmos somente a bilirrubina total para avaliar a severidade do RN ictérico.
 
Unbound bilirubin predicts abnormal automated auditory brainstem response in a diverse newborn population. Ahlfors CE, Amin SB, Parker AE.J Perinatol. 2009 Apr;29(4):305-9. doi: 10.1038/jp.2008.199. Epub 2009 Feb 26.PMID: 19242487

2- Os preditores clínicos que estamos buscando são: a bilirrubina sérica total, relação bilirrubina total/albumina e  a bilirrubina livre

· No que diz respeito à bilirrubina livre, os dados de Ahlfors (2000)  nos informam: se os níveis estão entre 0,86   e 1,19μg%, significa que a neurotoxicidade está quase prestes a ocorrer o que se traduz por um nível  acima de  >0,87μg%).
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Unbound bilirubin associated with kernicterus: a historical approach.
Ahlfors CE.J Pediatr. 2000 Oct;137(4):540-4. doi: 10.1067/mpd.2000.108566.PMID: 11035835

3- Uma coisa que nos preocupa muito é a tentativa de definir a resposta evocada auditiva (ABR: Auditory Brainsterm Response). Hoje existem outros dispositivos automatizados que nos ajudam a fazer isto como se fosse uma avaliação de triagem, podendo ser utilizado no leito para diferenciar que bebês estão em risco para neurotoxicidade. Do estudo de Amin, os valores de bilirrubina livre com ABR normal era de 0,4μg% e os RN com alterações no ABR tinham níveis de bilirrubina livre de 0,62μg% .Os RN com kernicterus apresentam níveis de bilirrubina livre de 1,1 a 1,6μg%. Portanto, a hiperbilirrubinemia é um risco para a neurotoxicidade e este risco depende da habilidade da albumina se ligar com a bilirrubina. A bilirrubina livre, a relação bilirrubina total/albumina estão associados com anormalidades nas respostas auditivas evocadas nos RN prematuros. 

Clinical assessment of bilirubin-induced neurotoxicity in premature infants.
Amin SB.Semin Perinatol. 2004 Oct;28(5):340-7. doi: 10.1053/j.semperi.2004.09.005.PMID: 15686265
Para os que não podem medir o nível de bilirrubina livre, esta relação bilirrubina total/albumina já ajuda. É importante que se conheça os competidores da bilirrubina com a albumina que deslocam a bilirrubina da albumina, aumentando os níveis de bilirrubina livres: sepse, hipotermia, acidose, hipoxia, hipercapnia, hemólise.
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NAS NOVAS DIRETRIZES DA ACADEMIA AMERICANA DE PEDIATRIA NO TRATAMENTO DOS RN ≥35 SEMANAS COM HIPERBILIRRUBINEMIA
A relação bilirrubina total /albumina pode ser usada em conjunto com o nível de BTs para determinar a necessidade de exsanguineotransfusão

Bilirrubina total (mg/dL)/Albumina sérica (mg/dL) (varia de acordo com a idade gestacional e o risco)
CONSIDERAR A EXSANGUINEOTRANSFUSÃO  SE A RELAÇÃO BT/ALBUMINA FOR:



Clinical Practice Guideline Revision: Management of Hyperbilirubinemia in the Newborn Infant 35 or More Weeks of Gestation.
Kemper AR, Newman TB, Slaughter JL, Maisels MJ, Watchko JF, Downs SM, Grout RW, Bundy DG, Stark AR, Bogen DL, Holmes AV, Feldman-Winter LB, Bhutani VK, Brown SR, Maradiaga Panayotti GM, Okechukwu K, Rappo PD, Russell TL.Pediatrics. 2022 Sep 1;150(3):e2022058859
O QUE É O UBCHECK
O UBCheck é um dispositivo médico avançado desenvolvido especificamente para medir a bilirrubina livre (ou não ligada à albumina) no sangue de recém-nascidos. 

Diferente do BiliCheck (que mede a bilirrubina total na pele), o UBCheck foca na fração "livre", que é a única capaz de atravessar a barreira entre o sangue e o cérebro, podendo causar danos neurológicos como O KERNICTERUS (ENCEFALOPATIA BILIRRUBÍNICA) 

Principais características do UBCheck:

· Tecnologia de Fluorescência: Utiliza um sensor de fluorescência no infravermelho próximo para detectar os níveis de bilirrubina livre em amostras de plasma.

· Vantagem Clínica: É considerado mais preciso que os métodos tradicionais (como o teste de peroxidase/analisador Arrows), pois não sofre interferência significativa da Bilirrubina Direta em níveis típicos de neonatos.

· Rapidez: O sistema permite uma medição rápida (cerca de um minuto) e automatizada através de um leitor e cartuchos descartáveis.

· Monitoramento de Risco: Ajuda médicos a identificar bebês que, mesmo com bilirrubina total "normal", possuem alta bilirrubina livre devido à baixa capacidade de ligação da albumina. 
Este dispositivo foi desenvolvido pela Fluoresprobe Inc. com suporte de agências de saúde internacionais (como o Instituto Nacional de Saúde) para tornar o teste de bilirrubina livre mais acessível e confiável na rotina neonatal. 
Paulo R. Margotto

Brasília, 28 de março de 2026


