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O objetivo do estudo foi avaliar a associacido entre marcadores de estresse oxidativo e de
inflamacdo ao nascimento e o desenvolvimento de hemorragia peri e intraventricular
(HPIV) em recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso ao nascer (RNPTMBP). Estudo
de coorte envolvendo todos os RNPTMBP nascidos no CAISM-UNICAMP entre maio de
2009 a outubro de 2010. Excluiram-se aqueles dos quais ndo se obteve a amostra de
sangue, os com malformagdo grave do sistema nervoso central e os que morreram antes de
seis horas de vida. A coleta de sangue de corddo umbilical foi realizada diretamente da
placenta ainda implantada, tendo sido dosados a producdo basal e estimulada de
intermedidrios reativos de oxigénio (ROI) por leucdcitos polimorfonucleares e o niveis
séricos de glutationa reduzida (GR) e interleucina-6 (IL-6). A HPIV foi diagnosticada por
ecografia transfontanelar seriada — 6, 12, 24 e 72 horas de vida e com 7 e 28 dias de vida;
classificada segundo Papile et al. (1978). Dados maternos, do parto e do RN foram
considerados como varidveis independentes de controle. A distribuicdo dos acometidos por
HPIV foi dada por frequéncia. Os valores de ROI, GR e IL-6 foram expressos como
mediana e percentis 25 e 75. As varidveis categéricas foram avaliadas por teste de qui-
quadrado ou Fisher, e teste de Mann-Withney para comparacdo das medianas de ROI, GR e
de IL-6 entre os RNs com e sem HPIV. Andlise multipla por regressdo logistica foi
realizada utilizando as varidveis que apresentaram nivel de significancia > 0,2 na anélise
univariada. Para as varidveis continuas, procedeu-se a categoriza¢dao de peso ao nascimento
>1.000g e < 1.000g e idade gestacional < 30 semanas e > 30 semanas, € para os valores de
CRIB e SNAPPE II e de ROI, GR e IL-6, o limite de corte foi obtido por meio da curva
ROC. Nivel de significancia aceito foi de 0,05. Nasceram 138 RNMBP no periodo e, ao
excluir-se 13 criangas, obtiveram-se dados de 125 RNs. A HPIV ocorreu em 15 RNs
(12,0%), sendo 8 com graus I ou II e 7 com graus III ou IV. 46,6% dos casos foram
diagnosticados até 24 horas de vida. Na andlise univariada, mostraram-se estatisticamente
significativos: ciclo completo de betametasona, duas ou mais doses de betametasona,
trabalho de parto, idade gestacional, peso ao nascer, CRIB e SNAPPE II elevados,
pneumotorax, hipernatremia. As medianas de ROI basal foram mais elevadas no grupo com
HPIV (p=0,045) e ndo houve diferencas estatisticamente significativas para as medianas de

ROI estimulado, GR ou IL-6. Na analise multivariada, o ROI basal ndo se constituiu um
XXiii
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fator de risco independente para desenvolvimento de HPIV, permanecendo o CRIB (OR
6,21 IC 95% 1,78-21,74) ou SNAPPE II (OR 3,68 IC 95% 1,05-12,82) como fatores de
risco e o uso de duas ou mais doses de betametasona como fator protetor (OR 0,23 IC 95%
0,01-0,93). Em conclusido, o ROI basal esteve associado a HPIV, mas ndo de forma
independente, e o ROI estimulado, a GR e a IL-6 ndo foram preditivos independentes do

desenvolvimento de HPIV em RNPTMBP.
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This study evaluated the relationship between four laboratorial tests of oxidative stress and
inflammatory markers and the development of intraventricular and periventricular
hemorrhage (IVH) in very low birth weight infants (VLBW) - less than < 1.500 g at birth.
Cohort study accomplished in a neonatal intensive care at CAISM-UNICAMP, from May
2009 to October 2010. Infant with severe brain malformations, death before 6 hours of life
and those whose umbilical blood samples weren’t obtained were excluded. Basal and under
stimulation production of reactive intermediaries of oxygen (BROI and SROI), reduced
glutathione (RG) and interleukin-6 (IL-6) were evaluated from umbilical blood. IVH was
diagnosed by serial transfontanellar brain ultrasonography and classified according to
Papile et al (1978). It was made at 6,12, 24, 72 hours of life and 7 and 28 days of life.
Maternal factors, labor and delivery characteristics, and neonatal parameters were
considered control independent variables and they were expressed in frequency. BROI,
SROIL RG and II-6 levels were expressed in medians and 25 and 75 percentiles. Chi-square
or Fisher tests were used to determine the association of categorical variables and IVH.
Mann-Whitney test were used to compare IVH and non-IVH groups and laboratorial
markers medians. Univariate analysis was performed to identify differences between the
IVH and non-IVH groups. Those variables in which the univariate analysis was
demonstrated as p >0.2 were entered into a stepwise logistic regression model. Continuous
variables were categorized: birth weight > 1000g and < 1000g, gestational age <30 weeks
and >30 weeks. For CRIB, SNAPPE II, BROI, SROI, RG and IL-6 values cut-off values
determined by ROC curve were used. Significance level accepted was p<0,05. 138 eligible
newborns were assessed and 125 VLBW were evaluated. IVH incidence was 12.0% (15
/125), and severe forms - grades III and/or IV- were present at 46%. About one half of
lesions were observed at the first 24 hours of life. At univariate analysis it was shown
statistical significance to presence of antenatal complete course, use of two or more doses
of betamethasone, presence of labor, lower gestational age, smaller birth weight, elevated
values of CRIB and SNAPPE II and occurrence of pneumothorax and hypernatremia.
BROI medians were higher in IVH group than in control (p=0,045) but there weren’t
statistical differences to SROI, RG and IL-6 medians. In multivariate analysis, BROI were
not associated significantly associated to IVH, and CRIB values OR 6.21 (IC95% 1.73-
22.22) and SNAPPE II values OR 3.68 (IC95% 1.05-12.82) were considered as risk factors,
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and two doses of antenatal steroids OR 0.23 (IC 95% 0.01 — 0.93), as a protective factor. In
conclusion, SROI, IL-6 and RG were not predictive to IVH occurrence in very low birth
weight newborns. BROI values were associated to IVH but it was not an independent

predictive factor.
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A HEMORRAGIA PERI E INTRAVENTRICULAR E SUA IMPORTANCIA

A hemorragia peri e intraventricular (HPIV) permanece como uma doenca de alta
incidéncia em recém-nascidos pré-termo, especialmente naqueles com peso de nascimento
menor que 1.500 g e com idade gestacional menor que 34 semanas. Dependendo do grau, a
doenga estd relacionada com o desenvolvimento de hidrocefalia pds-hemorrdgica, a
anormalidades graves do neurodesenvolvimento, a necessidade de terapias de reabilitacao

especializadas e elevado custo social (1-4).

Fanaroff et al. (5) apresentaram os resultados de um levantamento nacional nos
Estados Unidos (National Institute of Child Health & Human Developmental Neonatal
Research Network), o qual englobou 18.153 recém-nascidos de muito baixo peso, no
periodo de janeiro de 1997 a dezembro de 2002, em 16 instituicdes norte-americanas.
Constatou-se que a HPIV foi incidente em 27% das criancas, assim distribuidas: 11% para

o grau I, 4% para o grau II, 7% para o grau IIl e 5% para o grau IV.

Stoll et al. (6), no periodo de 2001 a 2007, ao avaliarem a evolug¢do durante a
internacdo de 9.575 RNs pré-termo extremos com idade gestacional variando entre 22 e 28
semanas e peso ao nascer entre 401-1.500g, encontraram uma taxa de HPIV de 32%, dos
quais 19% do total nas formas graves, apresentando a doenga uma relacdo inversa a idade

gestacional.

No CAISM-UNICAMP, no periodo de 1991 a 2005, foram avaliados em um estudo
1.381 recém-nascidos pré-termo de peso menor que 1.500 g ao nascer. O trabalho

demonstrou uma incidéncia de 20,9% de HPIV (7).

Embora haja uma tendéncia a diminui¢do da incidéncia da HPIV, a doenca
permanece como um problema neonatal significativo uma vez que tem se observado um
aumento na taxa de sobrevivéncia de recém-nascidos extremamente prematuros, os mais

atingidos pela doenca (3).

O local de origem mais comum do sangramento cerebral no recém-nascido pré-
termo € a matriz germinativa, localizada na cabeca do nicleo caudado, na regido
subependimdria periventricular. A matriz germinativa € um importante sitio de proliferacao
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dos precursores neuronais, os quais, entre a 10* e a 20 semana de idade gestacional,
comecam a migrar em direcdo ao local permanente do cortex. No terceiro trimestre, esse

local também produz os precursores de oligodendrécitos e de astrdcitos (4).

A matriz € irrigada por um rico leito vascular, necessdrio para responder a alta
demanda metabdlica das células em franca proliferacdo no local. Ela atinge sua proliferacdo
maxima por volta de 34 semanas de gestagc@o e involui a medida que o feto se aproxima da
maturidade. A densidade e a porcentagem da drea vascular dessa regido sdo
significativamente maiores do que nas substancias cinzenta e branca em todas as idades

gestacionais (8).

Apesar da riqueza vascular, a irrigacdo da matriz germinativa € composta por vasos
estruturalmente bastante imaturos, constituidos por capilares, ou estruturas semelhantes a
capilares, e veias subependimadrias com caracteristicas unicas. Estudos demonstraram que a
HPIV € primariamente de origem venosa. Trabalhos realizados em recém-nascidos
humanos entre 23 e 40 semanas de gestacdo mostram que a veias subependimadrias sdao
extremamente finas e constituidas basicamente de endotélio. Além disso, os componentes
da lamina basal sdo imaturos, hd uma auséncia de pericitos e o espessamento s ocorre de

modo importante apds 36 semanas de gestacdo (4;9-11).

Virias alteracdes na matriz, especialmente aquelas ligadas ao fluxo sanguineo
cerebral, podem determinar o sangramento nesse local. Estudos feitos em animais
demonstraram que a HPIV pode ser provocada por indu¢do de fendmenos de hipoperfusao
e reperfusdo tecidual (12-14). O controle do fluxo sanguineo cerebral envolve complexos
mecanismos metabodlicos, quimicos e neuronais. Nos recém-nascidos pré-termo, em geral, a
autorregulacdo do fluxo sanguineo cerebral encontra-se alterada, ou seja, eles ndo tém a
habilidade de manter um fluxo relativamente constante quando ha variacdo de pressao de
perfusdo. Isso leva a isquemia na matriz germinativa, podendo ocorrer uma rotura vascular

no momento da reperfusao (3-4;15).

A maioria das HPIVs ocorre nos primeiros trés dias de vida, especialmente nas
primeiras 24 horas, com maiores chances de progressdao para formas mais graves do que

quando acontecem mais tardiamente. A HPIV costuma ser rara apds o 4° e o 5° dia de vida,
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independentemente da idade gestacional, e estudos em animais demonstraram que, apesar
de ndo haver alteracdo na densidade vascular da matriz nos primeiros quatro dias de vida,
ocorre um aumento das proteinas da matriz extracelular nesse periodo, as quais promovem
uma maior integridade estrutural dos vasos, proporcionando uma menor susceptibilidade a

rotura (4;16-17).

Alteragdes hemodinamicas ao nascimento e nas primeiras horas de vida tém sido
implicadas no desenvolvimento da HPIV por interferir direta ou indiretamente no fluxo
sanguineo cerebral. Entre tais situacdes, apontadas como fatores de risco para a doenga,
podem ser citados: parto vaginal, indice baixo de Apgar, necessidade de reanimacdo em
sala de parto, baixo fluxo sist€émico nas primeiras 24 horas de vida, desenvolvimento da
sindrome do desconforto respiratério, aspiracdo de céanula traqueal, descompensacdo do
canal arterial, ocorréncia de pneumotoérax, entre outros. Por outro lado, o uso antenatal de

corticosteroide exerce efeito protetor (18-21).

HPIV E INFLAMACAO

Nas ultimas décadas, surgiram evidéncias da associacdo da HPIV com processos
inflamatério-infecciosos intrauterinos. Damman e Leviton (22) demonstraram que, entre os
recém-nascidos pré-termo cuja placenta apresentou qualquer grau de inflamac¢ado, houve um
maior risco de eles apresentarem HPIV (26,5 x 12% - OR de 2,6 - IC 95% de 1,9-3.,5).
Outros estudos encontraram resultados semelhantes em relagdo a associagdo entre

corioamnionite histolégica e HPIV (23-24).

O mecanismo pelo qual a corioamnionite leva a lesdo do sistema nervoso central
estd relacionado as citocinas; no entanto, o modo como elas provocam a lesao hemorragica
ainda ndo foi elucidado. Citocinas produzidas pela placa coridnica e pela membrana
amnidtica, bem como as sintetizadas pelo préprio feto, em resposta a infec¢do, ganham a
circulacdo sistémica e atingem o sistema nervoso central por meio de dois mecanismos:
passagem livre pela barreira hematoencefdlica, mesmo intacta, ou por alterar a
permeabilidade desta (25-26). No endotélio da matriz germinativa, tais citocinas poderiam
provocar lesdo diretamente e desencadear o sangramento (22). Além disso, Lee et al. (27)
demonstraram que a corioamnionite (com ou sem funisite) estd associada
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significativamente ao desenvolvimento de hipotensdo no primeiro dia de vida em recém-
nascidos pré-termo (OR 5,14 - IC95% 1,51-17,50). Como a hipotensao e sua corre¢ao estao
associadas a fendmenos de hipoperfusdo-reperfusdo, a ocorréncia de HPIV poderia ser

explicada por esse mecanismo.

Virias citocinas tém sido apontadas como mediadoras da lesdo inflamatéria
relacionada a corioamnionite. Heep et al. (28) avaliaram a influéncia dos niveis de
interleucina-6 (IL-6) sérica na ocorréncia de HPIV em RNs menores de 28 semanas. As
medidas foram feitas no sangue do recém-nascido em até 12 horas de vida pés-natal. Apds
a andlise de regressao multivariada, eles observaram que niveis elevados (> 100 pg/ml) de
IL-6 e tratamento vasopressor foram associados significativamente com a ocorréncia de
HPIV grave - OR de 8,94 e IC 95% de 3,1 - 25,7, p=0,0001 para IL-6 e OR de 6,25 e IC
95% de 2,04-19,1, p=0,0001 para o tratamento com catecolaminas.

Tauscher et al. (29) avaliaram a ocorréncia de HPIV em RNs pré-termo em relacao
a corioamnionite histoldgica e niveis de citocinas no corddo umbilical. A lesdo placentéria
foi mais comum naqueles com HPIV (14/20 x 31/86, p=0,006) e também foi mais elevada a
mediana dos niveis séricos de II-1B (2,6,x 0,3 pg/ml; p<0,001), de 11-6 (89,2 x 2,7 pg/ml;
p< 0,001) e de IL-8 (286,5 x 62,3 pg/ml; p<0,001). Os niveis das citocinas foram
significativamente mais elevados nos casos de corioamnionite demonstrada

histologicamente.

Kassal er al. (30) também demonstraram niveis mais elevados de I1-6, medidos no
sangue do cordio umbilical ao nascimento, em recém-nascidos pré-termo que
desenvolveram HPIV posteriormente. A mediana do grupo com hemorragia (22/67) foi de

87 pg/ml contra 0 no grupo sem HPIV (p=0,007).

NATUREZA DOS RADICAIS LIVRES E HPIV

O oxigénio tem um papel primordial no complexo processo de evolucdo da vida na
Terra, sendo o oxigénio molecular (dioxigénio - O;) utilizado pelos organismos aerébicos
nas vias responsdveis pela respiracdo celular para gerar energia a partir da
adenosinatrifosfato. Além disso, as vias metabdlicas e biossintéticas que utilizam o

elemento quimico estdo envolvidas em um grande nimero de fungdes fisioldgicas,
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incluindo o controle do tono vascular e a defesa contra microrganismos e células
neoplésicas, e sdo responsaveis pelos sinais de transdu¢do em receptores de membrana (31-

32).

A maior parte do oxigénio consumido pelas células e tecidos, aproximadamente
95%, é reduzida a adenosina trifosfato na mitocondria. Porém, os 5% restantes sdo
liberados como intermedidrios reativos do oxigénio (ROI — reactive intermediaries of
oxygen) ou radicais livres (RL) derivados do oxigénio, especialmente sob a forma de

radicais superéxido e hidroxil e peréxido de hidrogénio (31;33).

Os RL derivados do oxigénio sdo os mais importantes nos sistemas vivos e a adi¢do
de um ou mais elétrons ao oxigénio molecular gera o fon superdxido, o qual pode ser
considerado o ROI primério, capaz de interagir com outras moléculas e gerar outros RL

secundérios, igualmente reativos (33-34).

As espécies reativas de oxigénio t€ém um papel duplo, sendo paradoxal, nos sistemas
bioldgicos. Fisiologicamente, elas sdo essenciais para os mecanismos complexos de
controle da respiracdo celular, no desenvolvimento embriondrio, na sinaliza¢c@o intracelular
e na defesa contra microrganismos invasores. Por outro lado, quando hd superproducido
e/ou diminui¢do dos sistemas de neutralizagdo, elas tém um grande potencial de provocar

dano (31-32;35).

Os organismos aerdbicos desenvolveram sistemas de defesas integradas para
controle do excesso de radicais livres. Neles estdo incluidos sistemas enzimdticos como a
superdxido-dismutase, a catalase e a glutationa-peroxidase, € compostos nao enziméaticos
representados pelo 4cido ascorbico (vitamina C), pelo tocoferol (vitamina E), pela vitamina

A e pela glutationa (32;34;36).

O balanco entre a produg@o e a neutralizagdo dos RL € chamado , nos sistemas
biologicos de “regulagdao redox”; ele serve para proteger o meio interno das lesdes

oxidativas (33).
Como produto do desbalanco entre o aumento de producdo e a diminui¢do da
neutralizacdo de radicais livres, ocorrerd acimulo de espécies reativas de oxigénio, levando
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a oxidacdo de lipidios, proteinas, polissacarideos e dano ao DNA tais como modificac¢des

nas bases, fragmentac¢do nas hélices e inducao de fatores pré-apoptose (33;37).

Os recém-nascidos, especialmente os pré-termo, sdo especialmente susceptiveis a
acdo do RL. Isso se deve as seguintes razdes: imaturidade estrutural e funcional de varios
Orgdos; alta taxa de crescimento celular e tecidual com alto consumo energético;
mecanismos homeostiticos ainda em desenvolvimento e imaturidade do sistema

antioxidante, o qual s6 se completard o desenvolvimento no primeiro ano de vida (32;38).

No final da gestacdo a termo normal ocorre um aumento da produgdo de
antioxidantes, bem como um aumento crescente da passagem transplacentdria de
antioxidantes ndo enzimaticos. No nascimento prematuro, além de haver menor
disponibilidade de sistemas antioxidantes, ocorre um aumento na geracdo de espécies
reativas de oxigénio e de nitrogénio. Além disso, ndo hd aumento da resposta antioxidante
diante da agressdo oxidativa presente ao nascimento, o que leva a uma maior

susceptibilidade a injdria por RL (38).

(%

No periodo perinatal, varias condicdes expdem o RN, especialmente o pré-termo,
acdo de RL. Entre tais condi¢cbes podem ser citadas: exposi¢do a hiperoxemia e a
hipoxemia, ocorréncia de fendmenos de isquemia-reperfusdo, ativacdo de macréfagos e
aumento do metabolismo de prostaglandinas nos quadros de infeccdo-inflamagao

(32;35;39).

Virtualmente todos os componentes moleculares celulares e teciduais sdo
potencialmente vulnerdveis a acdo dos RL. O cérebro € particularmente susceptivel ao dano
oxidativo devido a sua alta taxa metabdlica, praticamente de natureza aerdbica, e a sua alta
concentracdo de 4cidos graxos polinsaturados nas membranas celulares, € que sdo um

excelente alvo para a acdo dos RL (40).

O trabalho de parto e o nascimento em si estdo associados com um aumento da
atividade oxidativa, medido através de produtos derivados da peroxidacdo lipidica. Em
criancas normais a termo, em até 72 horas, os niveis desses metabdlitos diminuem e, ao
mesmo tempo, aumentam a producdo dos sistemas antioxidantes ndo enzimdticos. Em

recém-nascidos pré-termo, a reducdo da atividade oxidativa ndo ocorre antes de uma
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semana de vida, sendo os valores de alfa-tocoferol inferiores aos das criancas a termo, o

que indica maior predisposi¢do a doengas oxidativas (41-42).

A glutationa, que € um tripeptideo, faz parte de um dos mais importantes sistemas
antioxidantes intracelulares, produzida no citoplasma de praticamente todas as células
vivas, especialmente pelo figado e hemadcias. Ela é capaz de neutralizar a maioria das
formas de espécies reativas de oxigénio e peroxinitrito, bem como capaz de regenerar as
vitaminas C e E para as suas formas ativas (35;43). Os niveis de glutationa no sangue de
corddo umbilical de RNPT ao nascimento excedem os de criancas a termo. No entanto,
ocorre uma rdpida queda nos niveis nos primeiros dias de vida, possivelmente como

consequéncia do estresse oxidativo crescente pds-natal (43).

De um modo especial, recém-nascidos pré-termo sdo bastante susceptiveis ao
desenvolvimento de doengas secundérias a injuria oxidativa. H4 aproximadamente 30 anos,
ficou evidente que uma série de doencas comuns nos recém-nascidos tinha uma base
fisiopatoldgica relacionada ao desbalangco oxidativo: sdo provocadas por uma producio
aumentada de radicais livres e/ou estdo associadas a um sistema antioxidante deficiente.
Inicialmente foram incluidos a displasia broncopulmonar, a retinopatia da prematuridade e
a enterocolite necrosante; posteriormente, houve evidéncias do mesmo mecanismo na lesao
da substancia branca cerebral (leucomaldcia periventricular), na hipertensdo pulmonar, na

manutengdo do canal arterial patente e na hemorragia peri e intraventricular (44-48).

Em trabalhos experimentais realizados em cachorros recém-nascidos (modelo
experimental de hemorragia intraventricular), Ment et al, (14;49-50) demonstraram que o
bloqueio da producdo de radicais livres por meio de drogas, como o etansilato e a
indometacina, ou com a utilizagdao de superéxido-dismutase, tinha um efeito profilatico no

aparecimento de HPIV apds injuria de reperfusdo (hipotensao hipovolémica).

O uso da vitamina E como substiancia neuroprotetora, especialmente com a
finalidade de evitar a HPIV, tem sido relatado desde a década de 1980 (51). Em revisdo por
metanalise, Brion et al. (52) encontraram uma reducao significativa da ocorréncia de HPIV,

inclusive nas suas formas graves, com a suplementacio de vitamina E para RNs pré-termo.
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No entanto, o uso de doses altas de alfa-tocoferol esteve associado a um risco aumentado de

sepse, o que inviabilizou o uso clinico da intervencao.

Drury et al. (53) correlacionaram as concentracdes séricas de malondialdeido,
indicador de peroxidacao lipidica, e TAS, capacidade antioxidante total do plasma - medido
por concentracdes conjuntas de bilirrubina, albumina, tocoferol, ascorbato e urato - com a
evolucdo clinica de 25 RNs com medianas de peso de 1.076 g e de idade gestacional de 28
semanas. Os autores nao encontraram associacdo entre os marcadores e a ocorréncia de

HPIV.

Rogers et al.(54) testaram a associagdo entre a evolugdo clinica de RNs pré-termo
em relacdo aos niveis séricos umbilical da capacidade antioxidante total. Do total de 41
RNs com medianas de idade gestacional de 31 semanas e de peso de 1.515 g, houve apenas

quatro casos de HPIV, e sem correlacdo positiva com o marcador.

CORTICOSTEROIDES, ESTRESSE OXIDATIVO, INFLAMACAO E HPIV

O uso antenatal de corticosteroide tem sido recomendado para gestantes de risco de
trabalho de parto prematuro antes de 34 semanas de gestacdo (55). Revisodes sistemadticas
demonstraram que o seu uso estd associado a uma reducdo global da morte neonatal - RR
0,69 IC95% 0,58-0,81, a um menor risco de desenvolvimento de sindrome do desconforto
respiratério - RR 0,66 1C95% 0,59-0,73, e a uma diminui¢do do risco de enterocolite
necrosante - RR 0,46 1C95% 0,29-0,74, e de HPIV -RR 0,54 IC 95% 0,43-0,69. Importante
ressaltar ainda que os estudos sobre o uso de esterdide antenatal demonstraram nao haver

aumento de risco materno de corioamnionite ou sepse puerperal (56).

Os mecanismos pelos quais os esterdides exercem essa funcdo protetora siao
multiplos, tanto anatdmicos como aqueles relacionados a influéncia do medicamento sobre

0s sistemas enzimaticos.

A acgdo de corticosteroides sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio tem
sido demonstrada em varios trabalhos. Dandona et al. (57) demonstraram, em individuos

adultos, que uma inje¢do unica de hidrocortisona (100 ou 300 mg) foi suficiente para
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provocar uma diminui¢ao significativa da producao de RL derivados do O, alcan¢ando um

valor minimo entre 2 e 8 horas, e retorno ao normal em 24 horas apds a administracao.

Em trabalho realizado com recém-nascidos pré-termo de ovelhas que receberam
betametasona no periodo antenatal, o uso do esteréide promoveu a redu¢do da produgdo de
peréxido de hidrogénio, da I1-6 e da capacidade de fagocitose. Tais efeitos foram todos

tempo-dependentes, e ao final de sete dias apds a aplicagdo, j4 ndo mais ocorriam (58).

Em relagdo a estrutura cerebral, em trabalho experimental realizado com coelhos
recém-nascidos pré-termo e com amostras de tecido cerebral de recém-nascidos pré-termo
humanos, falecidos nas primeiras 72 horas de vida, Balabh et al. (59) e Vinukonda et al.
(60) demonstraram que o uso antenatal de betametasona suprimiu os niveis de fator de
crescimento endotelial vascular e aumentou os do fator de crescimento transformante beta.
Isso resultou em inibicdo da angiogénese, rearranjo dos neovasos € aumento da cobertura
de pericitos, os quais contribuem para estabilizacdo da matriz germinativa e menor

propensdo ao rompimento.

PROPOSTA DO ESTUDO

Durante a revisao da literatura sobre HPIV e avaliacio de radicais livres de oxigénio
e/ou determinacdo de antioxidantes, enziméticos e ndo enzimadticos, ndo foi encontrado
nenhum estudo que avaliou a produ¢do de ROI e a associacdo de marcadores oxidativos

com marcadores inflamatdrios, estando o campo aberto para investigacao.

A melhora na compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos no dano
oxidativo e/ou inflamatdrio ajudard no estabelecimento de alvos em potencial para redugdo

ou mesmo prevengdo das consequéncias danosas da a¢do dos RLs (32).

Assim, o estudo foi idealizado com o intuito de avaliar a associacdo da producdo de
radicais intermedidrios do oxigénio e dos niveis da glutationa reduzida e da IL-6 no sangue

de corddo como fatores de risco ao desenvolvimento de HPIV.
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2- OBJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral

Avaliar a associagdo entre marcadores de estresse oxidativo e de inflamacdo ao
nascimento e o desenvolvimento de hemorragia peri e intraventricular em recém-nascidos

pré-termo de muito baixo peso ao nascer.

2.2. Objetivos Especificos

1- Verificar a associagdo entre a producao de intermedidrios reativos do oxigénio por

leucécitos polimorfonucleares do cordao umbilical e a ocorréncia de HPIV.

2- Verificar a associacdo entre os niveis de glutationa reduzida no sangue de corddo

umbilical e a ocorréncia de HPIV.

3- Verificar a associagdo entre os niveis séricos de interleucina-6 no cordao umbilical e a

ocorréncia de HPIV
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3- SUJEITOS E METODOS
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3.1. Desenho do estudo

Estudo de coorte prospectivo.

3.2. Tamanho da amostra

O tamanho da amostra foi calculado de acordo com o nivel sérico umbilical de IL-6
como marcador de desenvolvimento de HPIV em recém-nascidos de muito baixo peso,
uma vez que nao havia, a época do inicio da coleta de dados, nenhum estudo com
avaliacdo de intermedidrios reativos do oxigénio ou da glutationa no desenvolvimento
de HPIV. No estudo de Heep et al. (28), os niveis de IL-6 foram categorizados em <=
100 pg/ml e > de 100 pg/ml, tendo sido observada uma incidéncia de HPIV de 38% no
grupo com I1-6 <= 100pg/ml e de 63% no grupo com IL6 > 100 pg/ml. Foi considerado
um nivel de significancia de 5% e uma proporcao esperada de HPIV nessa categorizacao

de 4 para 3.

Considerando um nivel de significincia de 5%, um poder do teste de 80%, e uma taxa de
incidéncia de HPIV no CAISM-UNICAMP de 20%, o tamanho da amostra minimo

calculado foi de n = 125.

3.3. Selecao dos sujeitos

Foram selecionados todos os recém-nascidos vivos pré-termo menores de 37
semanas de gestacdo, com peso de nascimento menor que 1.500 g, nascidos no Hospital de
Mulher Prof. Doutor José Aristodemo Pinotti - Centro de Aten¢do Integral a Saidde da
Mulher (CAISM) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) no periodo de 1° de
maio de 2009 a 31 de outubro de 2010.

Critérios de exclusdo

1- Nao obtencao da coleta de sangue do cordao umbilical
2- Nao autorizacdo da mde ou responsdvel para a coleta de sangue do corddo

umbilical. No caso de parto de urgéncia, em que nao houve possibilidade de
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contato adequado com a mae, o sangue de cordao foi colhido, tendo o termo sido
obtido posteriormente.

3- Malformacdo grave do sistema nervoso central, como acrania, impedindo a
realizacdo da ultrassonografia cerebral.

4- Obito neonatal antes de seis horas de vida, impossibilitando a realizacio da

primeira ultrassonografia cerebral.

3.4. Variaveis e conceitos

3.4.1 Variavel dependente

Hemorragia peri e intraventricular: definida como a presenga de hiperecogenicidade na
regido peri e/ou intraventricular diagnosticada pela ultrassonografia cerebral

transfontanelar. Foram admitidas duas categorias: presente e ausente.
Os graus da HPIV foram classificados de acordo com Papile et al. (61):

e grau [: hemorragia restrita a matriz germinativa;
e grau II: hemorragia intraventricular sem dilatagcdo ventricular;
e grau III: hemorragia intraventricular com dilatagcdo ventricular;
e grau IV: hemorragia parenquimatosa.
Em relacdao a gravidade da HPIV, a doenca foi posteriormente categorizada em leve
quando presentes os graus I e/ou II e grave quando presentes os graus III e/ou IV. No caso
de terem sidos encontrados graus diferentes em cada hemisfério cerebral, foi considerada a

forma mais grave.

3.4.2 Variaveis independentes

1- Nivel de intermedidrios reativos de oxigénio (ROI): dosagem da produ¢do de radicais
intermedidrios de oxigénio de leucdcitos polimorfonucleares no sangue do cordao

umbilical, na forma basal e no modo estimulado. Valores expressos em nMolx10° células.
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2- Nivel de glutationa reduzida (GR): dosagem do nivel de glutationa eritrocitdria no sangue

de corddo umbilical. Valores expressos em mg% (em relagao ao hematdcrito).

3- Nivel de interleucina-6 (IL-6): dosagem do nivel sérico de IL-6 no sangue de corddo

umbilical. Valores expressos em pg/ml.

3.4.3 Variaveis independentes de controle
Variaveis maternas

1- Idade: idade em anos completos de vida referida pela paciente no momento do parto. Foi
avaliada como varidvel continua na andlise univariada e, para categorizacdo na andlise

multipla, foram admitidas duas categorias: maior ou igual a 18 anos e menor de 18 anos.

2- Primiparidade: refere-se ao fato de a mulher apresentar-se em trabalho de parto pela
primeira vez, excetuando-se os casos de abortos anteriores. Foram admitidas duas

categorias: sim e nao.

3- Doenca hipertensiva: considerada quando constatado qualquer estado hipertensivo na
atual gravidez, com nivel de pressdo diastélica superior a 90 mmHg em mais de uma
medida, independentemente de sua classificagdo (cronica, doenga especifica da gestagdao ou

ambas). Foram admitidas duas categorias: sim e ndo.

4- Corticoterapia antenatal: uso de corticosteroide sistémico (betametasona) pela mée entre
24 e 34 semanas de gestagdo com a finalidade de acelerar a maturidade fetal (62). Foram

consideradas duas categorias: presente e ausente.
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5- Ciclo completo de corticoterapia antenatal: denominou-se ciclo completo aquele em que
a gestante recebeu duas doses de 12 mg de betametasona em intervalo de 24 horas. O ciclo
incompleto ocorreu quando a gestante recebeu apenas uma dose de betametasona (55).

Foram consideradas duas categorias: presente e ausente.

6- Numero de doses de betametasona: foram admitidas trés categorias: nenhuma dose, uma

dose e duas ou mais doses.

Variaveis de parto

1- Trabalho de parto: corresponde a contracdes uterinas regulares com duracdo de pelo
menos 30 segundos em intervalos de 10 minutos, associadas a dilatacdo e ao esvaecimento

do colo uterino. Foram admitidas duas categorias: sim e nao.

2- Parto vaginal: refere-se ao modo vaginal de término do trabalho de parto, com expulsao

do feto via vaginal. Foram admitidas duas categorias: sim e nao.

3- Apresentacdo fetal: correlacionada ao polo fetal que se insinuou no estreito superior da

bacia no momento do parto. Foram admitidas duas categorias: cefélica e pélvica.

4- Sofrimento fetal agudo: considerado quando houve alteracdo nos batimentos cardiacos
fetais, tais como desaceleragdes tipo II, bradicardia ou desaparecimento do foco fetal,
independentemente de estar relacionada ao trabalho de parto. Foram admitidas duas

categorias: sim e nao.

5- Infeccao materna: foi considerada quando a mae apresentou umas das situacdes a seguir,
ocorrendo em até 48 horas antes do nascimento do RN: infeccdo do trato urindrio
comprovada por urocultura, pneumonia, corioamnionite ou sepse. Foram admitidas duas

categorias: sim e nao.
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6- Corioamnionite clinica: combinacdo varidvel de febre materna (temperatura axilar > 38°
C) e/ou utero sensivel ao toque e/ou taquicardia fetal/materna e/ou leucograma materno

alterado e/ou fisometria (63) Foram admitidas duas categorias: sim e ndo.

7- Gemelaridade: foram admitidas duas categorias: sim e nao.

Variaveis neonatais

1- Peso ao nascer: peso obtido ao nascimento. Foi considerado como RN de muito baixo
peso aquele com peso ao nascimento menor que 1.500 g (64). Foi avaliada como varidvel
continua na andlise univariada e, para categorizagdo na andlise multipla, foram admitidas

duas categorias: maior ou igual a 1.000 g e menor de 1.000 g.

2- Idade gestacional: medida em semanas inteiras e obtida preferencialmente a partir da data
da ultima menstruacdo materna, ou determinada por ultrassonografia obstétrica precoce
(realizada antes de 20 semanas) ou, na auséncia desses elementos, obtida pelo método
estimativo de New Ballard (65). Foi avaliada como varidvel continua na andalise univariada
e, para categorizacdo na andlise multipla, foram admitidas duas categorias: maior que 30

semanas e menor que 30 semanas.

3- Sexo: foi definido por masculino e feminino.

4- Apgar de primeiro minuto: corresponde ao valor do boletim de Apgar, dado com um

minuto de vida (66). Foram admitidas duas categorias: maior que 7 ou menor ou igual a 7.

5- Apgar de quinto minuto: corresponde ao valor do boletim de Apgar, dado com cinco
minutos de vida (66). Foram admitidas duas categorias: maior que 7 ou menor ou igual a 7.
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6- Reanimacdo em sala de parto: uso de oxigénio sob pressdo positiva (por mascara ou por
tubo traqueal), associado ou ndo a massagem cardiaca ou ao uso de drogas para a
recuperacdo cardiorrespiratoria do recém-nascido em sala de parto. Foram admitidas duas

categorias: sim e ndo.

7- Pequeno para idade gestacional: o RN foi classificado como pequeno para a idade
gestacional (PIG) quando o peso de nascimento ficou abaixo do percentil 10 na
classificagdo do peso do recém-nascido de acordo com a idade gestacional, tendo sido usada
como padrdo a curva de crescimento fetal de Alexander ef al. (67). Foram admitidas duas

categorias: sim e nao.

8- Assisténcia respiratdria: correspondeu a qualquer tipo de tratamento ao qual o recém-
nascido tenha sido submetido visando fornecer oxigenoterapia em consequéncia de um

distarbio respiratorio. Foram admitidas duas categorias: sim € ndo.

O- Surfactante: definido quando o recém-nascido recebeu surfactante exégeno no modo
profildtico ou de resgate, independentemente do numero de doses recebidas. Foram

admitidas duas categorias: sim e nao.

10- Sepse neonatal: reagdo inflamatoria sist€émica a infeccdo, comprovada por cultura, ou
clinicamente suspeita quando houve alteracdo clinica compativel com a doenca e associada
a alteracdo do leucograma e/ou da proteina C-reativa. Foram consideradas duas categorias:

sim € nao.

11- Choque: definido como disfun¢do cardiovascular, determinado por hipotensdo de

acordo com a idade, necessidade de expansdo volumétrica e de droga vasoativa para manter
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a pressao arterial normal, oligtria, acidose metabdlica, enchimento capilar prolongado (68).

Foram consideradas duas categorias: sim e nao.

12- CRIB - Clinical Risk Index for Babies: escore de avaliacdo de gravidade do recém-
nascido, aplicado com 12 horas de vida (69). Foi avaliado como varidvel continua na anélise
univariada e, para categorizacao na andlise multipla, foram admitidas duas categorias: maior

ou igual a 5 e menor que 5.

13- SNAPPE-II- Score for Neonatal Acute Physiology, Perinatal Extension, Version II:
escore de avaliacdo da gravidade do recém-nascido, aplicado com 24 horas de vida (70). Foi
avaliado como varidvel continua na andlise univariada e, para categorizacdo na andlise

multipla, foram admitidas duas categorias: maior ou igual a 22 e menor que 22.

14- Pneumotdrax: escape aéreo na cavidade pleural, hipertensivo ou ndo. Foram admitidas

duas categorias: sim e ndo.

15- Hipernatremia: nivel sérico de sodio > 150 mEq/l. Foram admitidas duas categorias: sim

e nao.

Com o intuito de realizar uma avaliacdo mais precisa das varidveis neonatais
categéricas como fatores de risco para HPIV, elas foram avaliadas tomando-se em
consideracdo a relagdo delas com o tempo de detec¢do da HPIV. S6 foram considerados os
dados — presentes ou ausentes — até 0 momento da detec¢do da doencga pela ultrassonografia
seriada, conforme descrito adiante. Em caso de ndo haver desenvolvimento da HPIV

avaliaram-se as variaveis até o sétimo dia de vida.
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3.5. Coleta de dados

Os dados foram colhidos dos prontudrios das maes e dos recém-nascidos, arquivados

no Servigco de Arquivo Médico do CAISM.

Do prontudrio materno foram retiradas as seguintes informacdes: idade, paridade,
doenca hipertensiva, corticoterapia antenatal (tipo de esterdide, nimero de doses, intervalo
entre as doses), trabalho de parto, tipo de parto, apresentagado fetal, sinais de sofrimento fetal

agudo, infeccao materna, corioamnionite clinica e gemelaridade.

Do prontudrio do recém-nascido foram retiradas as seguintes informacdes: peso ao
nascer, idade gestacional, sexo, valores de Apgar de 1° e 5° minutos, necessidade de
reanimagdo em sala de parto, estado nutricional, assisténcia respiratéria, uso de surfactante,
sinais de sepse e choque, indices de CRIB e SNAPPE II, presenca de pneumotdrax e

hipernatremia.

3.6. Exames e testes

3.6.1- Ultrassonografia cerebral transfontanelar: os RNs foram submetidos a
ultrassonografia cerebral com 6, 12, 24 e 72 horas de vida e com 7 e 28 dias de vida, tendo
sido utilizada a fontanela anterior como janela acustica, a beira do leito na unidade de
terapia intensiva (UTI) neonatal. O aparelho utilizado foi o ecégrafo Xario® (Toshiba®) com

transdutor de 5 mHz.

Todos os exames foram feitos pelo aluno pesquisador nos tempos determinados pelo
protocolo do estudo, com impressdao das imagens e cOpias dos exames gravados em CD-
rom, todos revistos pelo pesquisador principal. Em caso de ddvida, um terceiro
neonatologista do servico, com ampla experiéncia na realizacio de ultrassonografia
cerebral, foi convidado a emitir um parecer sobre o resultado do exame. As cOpias das

imagens em fotografia e em formato digital estdo armazenadas em arquivo digital.

O objetivo da realizacdo da ultrassonografia seriada foi avaliar a presenca de
varidveis neonatais associadas ou ndo com a HPIV em determinado periodo estudado. A
avaliagdo aos 28 dias de vida foi feita para verificar a ocorréncia de dilatacdo ventricular
secunddria as formas graves da HPIV.
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3.6.2- Coleta de sangue do cordao umbilical: no momento do parto, apds o
nascimento do RN, e antes da dequitacio da placenta, foi colhido sangue do corddao
umbilical por puncdo dos vasos umbilicais, constituindo-se em amostra mista, arterial e
venosa. A seguir, o material foi distribuido em trés frascos, sendo dois com anticoagulante e
um contendo oxalato de silicio. As amostras foram encaminhadas imediatamente ao

laboratério do Centro de Pesquisas em Pediatria (CIPED) para pronto processamento.

Dosagem de IL-6

As amostras colhidas em frascos secos contendo oxalato de silicio foram submetidas
a 10 minutos de centrifugacdo a 2.200 rpm. O soro obtido foi congelado a -80°C até a
realizacdo do ensaio pelo método Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay — ELISA,
conforme orientacdes do fabricante - Duo Set, R & D Systems, EUA (anexo 1). Os

resultados foram expressos em pg/ml.

Avaliacio de glutationa reduzida

A concentracdo de glutationa reduzida nos eritrocitos foi determinada por
espectrofotometria através do método de Beutler et al. (71), modificado por Penna (72),
cujo principio baseia-se no fato de que todos os compostos ndo proteicos sulfidrilicos dos
eritrocitos permanecem estaveis devido a presenca de glutationa e de que eles possuem a
capacidade de reduzir o 5,5’-dithiobis (2-dcido nitrobenzdico - DTNB), composto
dissulfidico, originando um cromoéforo amarelado cuja densidade Optica pode ser
determinada por espectrofotometria a 412 nandmetros. Todas as dosagens foram realizadas
em duplicatas (anexo 2). Os resultados foram expressos em mg% em relacdo ao

hematdcrito.
Anadlise da producao de intermediarios reativos do oxigénio

A concentracdo de intermedidrios reativos do oxigénio pelos granuldcitos foi
determinada por citometria de fluxo em amostra de sangue total colhidas em frascos
contendo EDTA (73). De cada paciente, estudou-se a liberagdo dos intermediarios reativos
do oxigénio pelos polimorfonucleares de duas formas: uma espontinea (ou basal), com os

leucécitos incubados apenas em solucdo de Hanks, e outra estimulada, com os leucécitos
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incubados em forbol-miristato acetato. Os resultados foram expressos em nmol de

superdxido/ 106células/temp0 de incubacgdo (anexo 3).

3.7. Instrumentos para coleta de dados

As informacdes sobre as varidveis e os resultados de testes e exames foram

registradas na ficha de estudo (anexo 4).

3.8. Acompanhamento dos sujeitos
Os recém-nascidos submetidos a ultrassonografia cerebral foram acompanhados pelo

pesquisador durante toda a internagdo, até a alta hospitalar ou o 6bito.

3.9. Processamento e analise dos dados

Os dados contidos na ficha de estudo foram revisados manualmente a fim de
detectar erros de selecdo ou preenchimento. Posteriormente, eles foram digitados e
codificados em um arquivo, em microcomputador, por meio do programa estatistico

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 15.0 for Windows.

Andlise dos dados
A distribuicdo dos acometidos por HPIV foi dada por frequéncia.

Os valores da producdo dos intermediarios reativos do oxigénio e dos niveis
sanguineos de glutationa e de interleucina-6 foram expressos como mediana e percentis 25 e

75.

Os testes de qui-quadrado ou de Fisher foram utilizados para comparacdo da

ocorréncia de HPIV em relacdo as varidveis categoricas.

Para comparacao das medianas de ROI, GR e de IL-6 entre os RNs com e sem HPIV

foi utilizado o teste de Mann-Withney.
A andlise de regressao logistica multipla passo a passo, com adaptacdo para calculo
da razdo de incidéncia, foi realizada utilizando as varidveis que, na andlise univariada,
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apresentaram nivel de significancia > 0,2. Para as varidveis continuas, procedeu-se a
categorizacdo de peso ao nascer >1.000g e < 1.000g e idade gestacional < 30 semanas ¢ >
30 semanas. Para os valores de CRIB e SNAPPE II e de ROI, GR e IL-6, o limite de corte

foi obtido através do ponto de maximizagao na curva ROC.

O nivel de significancia aceito foi de p<0,05.

3.10. Aspectos éticos

Foram observados os principios enunciados na Declaragdo de Helsinque (1990),
tendo sido cumprida a Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude. Foi obtida a
aprovacdo da mae e/ou pai do recém-nascido para a coleta do sangue do corddo umbilical e
para realizacdo da ultrassonografia cerebral transfontanelar, por meio do termo de

consentimento livre e esclarecido, conforme o modelo no anexo 5.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias

Meédicas da Universidade Estadual de Campinas, sob o parecer numero 971/2008.

3.11. Local e dinamica de desenvolvimento do estudo

A coleta de sangue se realizou no Centro Obstétrico do Hospital da Mulher Prof. Dr.
José Aristodemo Pinotti — Centro de Atencdo Integral a Saude da Mulher, da Universidade
Estadual de Campinas. A unidade de internacdo — UTI neonatal - fica no mesmo prédio;
trata-se de um servico de atendimento de nivel tercidrio pertencente a rede do Sistema
Unico de Satide que cobre uma regido metropolitana de aproximadamente 3.000.000 de

habitantes.

O aluno pesquisador realizou reunides com toda a equipe de médicos assistentes,
docentes e residentes de neonatologia da unidade com o intuito de explicar o projeto. Uma
vez que os partos ocorreram a qualquer momento do dia, o pesquisador ficou ao alcance por
telefone celular para ser avisado de todo nascimento em potencial de recém-nascido pré-
termo de muito baixo peso. Ele se dirigia ao centro obstétrico do CAISM-UNICAMP para

recolher as amostras de sangue colhidas pela equipe de obstetricia e separd-las em frascos
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apropriados. Isso feito, ele encaminhava pessoalmente as amostras até o Centro de
Pesquisas em Pediatria (CIPED) e acionava o profissional responsdvel para a preparacao
das amostras e andlise dos marcadores. Programava entdo a realizacdo seriada das

ultrassonografias cerebrais de acordo com o hordrio de nascimento.

Além disso, antes do nascimento da crianca, o termo de consentimento era obtido
pelo pesquisador, desde que a mae nao estivesse em franco trabalho de parto. Caso
contrdrio, as amostras eram colhidas e entdo os pais eram consultados a respeito da pesquisa

e, em caso de recusa, as amostras seriam desprezadas.

O CIPED € um centro de pesquisa em pediatria pertencente ao Departamento de
Pediatria da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP e conta com equipamentos para
dosagem dos exames realizados no estudo. Os frascos contendo anticoagulante para
dosagem de ROI e glutationa foram processados imediatamente € o soro do frasco seco
destinado para dosagem de Il-6 foi separado e congelado a -80° C para processamento

posterior.

3.12. Financiamento do estudo

O estudo foi financiado pelo Fundo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo

(FAPESP) — projeto ndmero 08/57405-4.
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4- RESULTADOS
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Durante o periodo de estudo, de maio de 2009 a outubro de 2010, foram elegiveis
138 criangas nascidas na maternidade do CAISM-UNICAMP, com peso ao nascer inferior a
1.500 gramas. Destas, 13 recém-nascidos ndo foram inclusos. Em 12 criangcas ndo foi
possivel a coleta de sangue umbilical e, dessas, duas apresentaram HPIV (16,66%), sendo
uma com grau [ e outra apresentou grau III, detectadas pelo protocolo de rotina de
ultrassonografia cerebral do servico. Um RN foi excluido pois, apesar de sido colhido o
sangue de corddo umbilical, ele morreu com menos de 6 horas de vida, impossibilitando a

realizacdo da ultrassonografia.

Permaneceram para a andlise do estudo 125 criangas, ou seja, 90,57% do ntimero de
RNs de muito baixo peso nascidos vivos no periodo. O nimero de maes foi de 111, pois
houve 14 gestacdes multiplas, sendo 11 duplas e trés triplas. Como o critério de entrada no
estudo foi o peso de nascimento, nem todos os gemelares dessas gestagdes foram incluidos,
pois em sete situacdes o peso de nascimento de um dos gemelares foi superior ao limite de

1.500g. Nao houve nenhuma recusa materna em participar do estudo.

Das 125 criancas estudadas, 15 apresentaram HPIV (12,00%), sendo seis delas com
grau I, duas com grau II, quatro com grau III e trés com grau IV. A forma leve da doenca —
graus I e II - ocorreu em oito ocasides (53,33%) e a forma grave - graus IIl e IV em sete
RNs (46,66%). A taxa de HPIV no grupo nao incluido foi semelhante ao grupo estudado —
16,6% x 12,0% - p=0,342.

Em relacdo a temporalidade da ocorréncia da HPIV, quatro casos (26,67%) dos
casos ja foram diagnosticados com seis horas de vida, e quase a metade (46,6%) ja pdde ser
demonstrada pela ultrassonografia com até 24 horas de vida. Relevante dizer que, dos
quatro casos de hemorragias diagnosticadas com seis horas de vida, trés eram grau IV e

uma grau I, a qual evoluiu para grau III com 24 horas de vida (Tabela 1).
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Tabela 1 — Distribuicdo dos recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso com HPIV

segundo a hora de vida no momento do diagndstico

Horas de vida HPIV N (%)*
6 4 (26,67)
12 0
24 3 (20,00)
72 8 (53,33)
168 0
Total 15 (100)

* casos novos diagnosticados

Houve 14 o6bitos entre a populacdo estudada e quatro desses RNs (28,57%)
apresentaram as formas graves da doenca (trés RNs apresentaram grau Il e um com grau
IV). Todos os 6bitos, exceto trés, ocorreram apds 72 horas de vida. Um caso de 6bito
precoce foi de um RN com 7 horas de vida, mas que ja apresentava lesdo hemorragica
parenquimatosa grave e difusa. Os outros dois casos, 6bitos com 31 e 43 horas de vida,
respectivamente, nao apresentavam HPIV com 24 horas de vida e a necropsia nao

evidenciou lesd@o hemorrédgica do sistema nervoso central.

Dilatacao ventricular ou hidrocefalia pds-hemorrdgica ocorreu em cinco casos
(33,33%), todos secunddrias as formas graves da HPIV (trés RNs com grau IV e um RN
com grau III), sendo observado que uma crianca foi submetida a procedimento de

derivacgdo do liquido cefalorraquidiano.
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Na avaliacdo dos marcadores observou-se que a producdo basal de intermedidrios
reativos de oxigé€nio apresentou mediana estatisticamente mais elevada no grupo que
apresentou HPIV (p=0,045). No entanto, a producdo estimulada de ROI ndo apresentou
diferenca estatistica. Os valores de mediana da glutationa e de IL-6 também nao

apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os grupos com e sem HPIV

(Tabela 2).

Tabela 2- Valores de ROI basal e estimulado, glutationa e IL-6 em sangue de corddo
umbilical de recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso, segundo a

ocorréncia de HPIV

HPIV
Presente N Ausente N
p*
ROIB 0,50 (0,4-0,6) 14 0,40 (0,4-0,5) 84 0,045

ROlest. 38,65(17,15 - 66,70) 14 39,60(18,60-138,25) 85 0,355
GR 67,25(56,71-78,315) 13 71,03(63,37-80,83) 87 0,337
IL-6 24,34(14,424-72,153) 14 34,20(13,987-62,581) 107 0,903

Valores em mediana (p25-p75)

ROIB = ROI basal ;ROI est. =ROI estimulado -valores em nMolx10° cel
GR=glutationa reduzida - valores em mg%

Il-6=interleucina-6 - valores em pg/ml

* teste de Mann-Withney
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O poder amostral para a varidvel ROI basal foi alto — 87,70%; para o modo
estimulado, o valor foi menor, de 63,10%. Em relagdo ao poder amostral para a glutationa e
IL-6, os valores do poder amostral foram baixos, com valores de 11,50% e 5,00%,

respectivamente.

Avaliou-se a producdo dos marcadores em relacdo a idade gestacional, categorizada
em < e¢ > 30 semanas, ¢ ndo se observou diferenca estatisticamente significativa entre

ambos os grupos de idade gestacional, conforme a tabela 3.

Tabela 3- Valores de ROI basal e estimulado, glutationa e IL-6 em sangue de
cordao umbilical de recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso,

segundo a idade gestacional.

Idade gestacional

< 30 semanas N >30 semanas N p*
ROIB 0,4 55 0,4 43 0,551
ROlest 27,15 56 46,66 43 0,149
70,25 69,52
GR 55 45 0,127
34,20 31,86
IL-6 65 56 0,331

Valores em mediana
ROIB=ROI basal - ROlest=ROi estimulado- valores em nMolx10° cel — GR-glutationa reduzida -valores em
mg% - IL-6 =interleucina-6-valores em pg/ml

* teste de Mann-Withney
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Quando avaliamos os valores de mediana dos marcadores em relacdo ao

desenvolvimento de HPIV grave comparados com os valores no grupo sem a doenga, nao

houve diferenca estatistica significativa nos marcadores (Tabela 4).

Tabela 4- Valores de ROI basal e estimulado, glutationa e IL-6 em sangue de

corddo umbilical de recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso,

segundo a gravidade da HPIV

HPIV
Ausente Grave N p*

ROIB 0,40 0,50 84 0,088
ROlest 39,60 46,10 85 0.740

71,03 70,25
GR 87 0,773

34,20 44,65
IL-6 107 0,324

Valores em mediana

ROIB= ROI basal -ROlest=ROI estimulado-valores em nMolx106 cel. GR=glutationa reduzida — valores
em mg% . IL-6=interleucina-6-valores em pg/ml

*teste de Mann-Withney

Na andlise das varidveis de controle, em relacdo as caracteristicas maternas

observou-se que nenhuma das varidveis estudadas mostrou associacao significativa com a

ocorréncia de HPIV no recém-nascido (Tabela 5).
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Tabela 5- Distribuicao das varidveis maternas de recém-nascidos pré-termo de muito baixo

peso ao nascer segundo a ocorréncia de HPIV

HPIV
P
Presente (15) Ausente (110)
Idade anos (mediana) 28 26 0,879*
Idade < 18 anos 0 8(7,22) 0,594%
Primiparidade 7 (46,66) 56 (50,90) 0,757 *
Doenca hipertensiva 5(33,33) 53 (48,18) 0,279#

Varidveis categdricas expressas em N(%).
* teste de Mann-Whitney

# teste de qui-quadrado

& teste de Fisher

Em relacdo ao uso antenatal de betametasona, observou-se que 92 das 111 maes
(82,88%) receberam a medicagdo, sendo que 103 delas (82,60%) receberam o ciclo

completo.

No tocante a ocorréncia de HPIV em relacdo ao uso de corticosteroide pela mae
durante a gestacdo, observou-se que ndao houve associacdo significativa quando se
considerou a presenca ou auséncia do uso do medicamento (10/15 versus 93/110 -

p=0,1395).

No entanto, quando se avaliou o uso do corticosteroide segundo o nimero de doses
utilizadas pela mae, observou-se que o uso do ciclo completo e a utilizagdao de duas ou mais
doses de betametasona foram mais frequentes no grupo sem HPIV, em todas as suas formas
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avaliadas em conjunto, bem como na ocorréncia de HPIV grave, conforme mostram as

tabelas 6 e 7.

Tabela 6 — Distribuicio de HPIV em RN pré-termo de muito baixo peso ao nascer,

segundo o uso materno antenatal de corticosteroide

HPIV
p
Presente (15) Ausente (110)

CAN* 10 (66,66) 93 (84,54) 0,139%
N° doses

0 5(33,33) 17(15,45)

1 5(33,33) 11(10,00)

>=2 5(33,33) 82(74,54) 0,003"
Ciclo completo 5 (50,00) 82 (88,17) 0,017&

* CAN=corticosteroide antenatal N° = nimero
Varidveis categoricas expressas em N(%)

# teste de qui-quadrado

& teste de Fisher

+ o niimero de casos nessa variavel foi de 10 no grupo HPIV presente e 93 no grupo HPIV ausente.
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Tabela 7 — Distribuicao de formas graves de HPIV em RN pré-termo de muito baixo peso

ao nascer, segundo o uso materno antenatal de corticosteroide

HPIV
Grave (7) Ausente (110) P

CAN* 6 (85,71) 93 (84,54) 1,000%
N° doses

0 1(14,28) 17 (15,45)

1 4 (57,16) 11 (10,00)

>=2 2 (28,56) 82 (74,55) 0,001"
Ciclo completot 2 (33,33) 82 (88,18) 0,009&

Varidveis expressas em N(%) — N° =nimero
* CAN=corticosteroide antenatal

# teste de qui-quadrado

& teste de Fisher

T o nimero de casos nessa variavel foi de 6 no grupo HPIV presente e 93 no grupo HPIV
ausente
Em relacdo as varidveis relacionadas ao parto, apenas o fato de a mae ter entrado em

trabalho de parto, finalizado ou ndo em parto vaginal, foi associado a ocorréncia de HPIV
(Tabela 8).
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Tabela 8 - Distribui¢do das varidveis de parto segundo a ocorréncia de HPIV em

recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso ao nascer

HPIV
SIM (15) NAO (110) p

Trab. de parto 10 (66,67) 39 (35.45) 0,020"
Parto vaginal 6 (40,0) 20 (18,19) 0,083
Ap. cefilica 11(73,33) 82(74,55) 1,000¢
Sof. fetal agudo 2(13,33) 40 (36,37) 0,076"
Infec¢dao materna 4 (26,67) 14 (12,73) 0,229%
Corioamnionite 3(20,0) 7 (6,36) 0,100&
Gemelaridade 2 (13,33) 33 (30,0) 0,230%

Todas as varidveis estdo expressas em N(%)
sof=sofrimento

# teste de qui-quadrado

& teste de Fisher

Em relagdo as varidveis de controle relacionadas ao recém-nascido, observou-se que
houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos com e sem HPIV para a
idade gestacional, peso ao nascer, valores de CRIB e SNAPPE II e ocorréncia de
pneumotorax e hipernatremia. Verificou-se ainda uma tendéncia de ocorréncia de choque

ser mais comum no grupo com HPIV (Tabela 9).
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nascidos pré-termo de muito baixo peso ao nascer

Tabela 9 - Distribuicdo das varidveis neonatais segundo a ocorréncia de HPIV em recém-

HPIV
p*
Presente (15) Ausente (110)
Peso ao nascer g 870 (680-990) 1042,50 (855-1290) 0,017
Peso ao nascer <1.000g 12 (80,0) 48 (43,64) 0,008
Id. gest. sem 27 (25-31) 29(28-32) 0,014
Id. gest.< 30 sem. 11 (73,33) 69 (62,72) 0,166
Sexo masculino 9 (60,0) 58 (52,73) 0,783
Apgar 1° minuto <7 6 (40,0) 39 (35,46) 0,730
Apgar 5° minuto <7 2 (13,33) 7(6,37) 0,294
Reanimacao 7 (46,67) 42 (38,19) 0,527
PIG 11 (73,33) 61 (55,46) 0,188
Assisténcia respiratdria 15(100) 84 (76,37) 0,039
Surfactante 13 (86,67) 58 (52,72) 0,341
Choque 4 (26,67) 10 (9,09) 0,065
CRIB 6(2-8) 1(1-4) 0,0009
CRIB=>5 9 (60,0) 20 (18,19) 0,001
SNAPPE II 26 (17-46) 17 (8-30) 0,016
SNAPPE [1>22 11 (73,33) 41 (37,28) 0,007
Pneumotdrax 4 (26,67) 2 (1,81) 0,001
Hipernatremia 4 (26,67) 5 (4,55) 0,012

Id. =idade gest = gestacional PIG =pequeno para idade gestacional

As varidveis categdricas estdo apresentadas em frequéncia N(%) - As varidveis continuas estdo

apresentadas como mediana e percentis 25 e 75 -

* teste de Mann-Whitney para as varidveis continuas e testes de qui-quadrado ou Fisher para as varidveis

categdricas
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Para a andlise multivariada escolhemos as varidveis categéricas com nivel de
significancia de p< 0,20. Foram avaliadas, entdo, as varidveis: uso de corticosteroide,
nimero de doses de corticosteroide, ciclo completo, trabalho de parto, parto vaginal,
sofrimento fetal agudo, corioamnionite, estado nutricional PIG, assisténcia respiratdria,

sepse, choque, pneumotérax e hipernatremia.

Entre as varidveis continuas, adotando o mesmo critério de nivel de significincia de
p< 0,2 na andlise univariada, foram avaliados: peso ao nascer, idade gestacional e valores de
CRIB, SNAPEE II e ROI basal. Deste modo, as dosagens de glutationa e de IL-6 ndo foram
avaliadas no modelo final de regressdo multivariada pois ja ndo apresentaram diferenca

estatistica no modelo univariado.

O resultado final da andlise multipla mostrou que o CRIB permaneceu como
variavel independente como fator de risco de HPIV OR 6,21 (IC 95% 1,78-21,74) e o uso
de duas doses de corticosteroide antenatal como fator protetor OR 0,23 (IC 95% 0,01-0,93).
Como o SNAPPE II também € avaliador de gravidade de RNs refizemos a anélise, retirando
a variavel CRIB, e o SNAPPE II aparece como fator de risco - OR 3,68 e IC 95% del,05-
12,82 (Tabela 10).

Tabela 10 — Andlise de regressdo miiltipla — modelo final

Variavel OR IC 95% p

CRIB 6,21 1,73 -22,22 0,001
Corticosteroide 2 doses x 0 0,23 0,01 -0,93 0,046
SNAPPE IT* 3,68 1,05 -12,82 0,017

OR odds ratio IC intervalo de confianca
*analise com a retirada da variavel CRIB
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Uma vez que a dosagem de ROI ndo apareceu no modelo final, realizamos a anélise
multivariada sem a inclusdo das varidveis relacionadas ao uso de corticosteroide, e
verificamos que o apenas o CRIB aparece como fator independente novamente, com o
mesmo OR acima. A retirada das varidveis relacionadas ao uso materno de corticosteroides
na andlise deveu-se ao fato de tal medicacdo poder promover supressao da produciao de
radicais livres de oxigénio pelos leucdcitos polimorfonucleares, e, portanto, poder interferir
na andlise dos dados.

A fim de verificar se o ROI basal permanecia como fator de risco para HPIV foram
realizados outros modelos de regressdo ajustados incluindo as varidveis dose de
corticosteroide, peso de nascimento, idade gestacional, trabalho de parto, tipo de parto,
estado nutricional PIG, choque, sepse neonatal e ROI basal. O uso de duas doses de
corticosteroide manteve-se como fator independente de protecdo contra HPIV e o peso de
nascimento<1.000g mostrou-se um fator de risco independente. O ROI basal permaneceu

sem significancia estatistica (Tabela 11).

Tabela 11 — Andlise de regressdo multipla — 2° modelo

Variavel OR IC 95% p
dose corticosteroide 2x 0 0,167 0,039 - 0,718 0,009
Peso <1.000g 4,487 1,093 — 18,424 0,037

OR odds ratio IC intervalo de confianga
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Controlando a varidvel ROI Basal no mesmo modelo anterior, observa-se que o

corticosteroide desaparece como fator de prote¢ao, mantendo-se o peso de nascimento como

fator de risco independente, e o ROI aparece também como fator de risco, porém sem

significancia estatistica OR 2,906 IC 95% 0,859 — 0,827 p=0,0862 (Tabela 12).

Tabela 12 — Modelo de regressdao mdltipla ajustada*®

Variavel OR IC 95% p
ROI basal 2,906 0,859 — 9,827 0,086
Peso <1.000g 4,711 1,194 — 18,591 0,026

OR odds ratio 1C intervalo de confianca
* controle: ROI
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5.DISCUSSAO
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O estudo envolveu a populagdo de recém-nascidos de maior risco de desenvolvimento de
HPIV, quer seja, os RNs pré-termo com peso ao nascer menor que 1.500 g. Adotamos o critério
peso de nascimento como fator de inclusdo no trabalho, pois, embora a prematuridade em si seja o
fator principal de risco para a doenga, visto que a matriz germinativa desaparece com o progresso da
gestacdo para o termo, a defini¢do da idade gestacional pode ndo ser exata devido as incertezas dos

métodos de aferi¢ao.

Sabemos que, ao adotar o peso de nascimento como critério de inclusdo, deixamos de incluir
RNs com peso maior, mas igualmente, ou até mesmo mais imaturos, e, portanto, também de risco de
apresentarem HPIV e que ndo seriam incluidos no trabalho. Redes de pesquisas estrangeiras e
nacionais, como a Rede Vermont (Vermont Oxford Network) e a Rede Brasileira de Pesquisas
Neonatais, também adotam o peso de nascimento como critério de inclusdo. Isso facilita a

comparacdo de dados entre as diversas unidades (5-6;74).

O estudo conseguiu uma alta taxa de inclusdo, aproximadamente 90% das criancas de muito
baixo peso nascidas no periodo, tendo sido a taxa de HPIV nos pacientes ndo inclusos semelhante ao

do grupo estudado, de forma que isso ndo influenciou os resultados da pesquisa.

Optamos pela realizac@o de ultrassonografia cerebral nas primeiras horas vida, pois os fatores
de risco perinatais e neonatais precoces sdo bastante importantes na origem da HPIV; além disso, a
doenca pode estar presente nas primeiras seis horas de vida. Tal fato foi demonstrado no estudo,
pois quase a metade dos casos de hemorragia ocorreu até 24 horas de vida, inclusive com as formas
graves da doenca. Paneth et al. (75) encontraram dados semelhantes; em seu estudo, 34 a 44% dos
casos de HPIV ocorreram no primeiro dia de vida, boa parte presente em ultrassonografias

realizadas por volta de 4 horas de vida.

Além do aspecto diagndstico, a realizacdo de ultrassonografia precoce, efetuada de forma
seriada, permitiu que seleciondssemos mais adequadamente os fatores de riscos neonatais presentes
em dado momento e estabelecéssemos sua relagdo com o diagndstico da doenca. Boa parte dos
trabalhos que avaliaram os fatores de risco para a HPIV considerou a ocorréncia da doenga em até
sete dias de vida, ndo sendo possivel precisar qual fator realmente foi determinante na génese da

doenca (76).

N

No tocante a andlise dos marcadores de estresse oxidativo e de inflamacdo estudados,
observamos que a producdo basal de radicais intermedidrios de oxigénio por leucdcitos

polimorfonucleares de corddao umbilical esteve significativamente aumentada nos RNs que
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posteriormente desenvolveram HPIV, com um poder amostral elevado (87%). Tal fato implica que
os leucécitos apresentavam um potencial de ativagdo importante jd ao nascimento e poderiam

participar de eventos relacionados a dano oxidativo.

Estudos demonstraram que, em RNs a termo, normais, a produgdo de anions superdxidos por
leucéeitos polimorfonucleares de corddo foi significativamente maior quando o parto era vaginal,
comparado com amostras de sangue de RNs cujas miaes foram submetidas a parto cesdrea, sem
trabalho de parto. Isso sugere que a ativacdo leucocitéria faz parte dos mecanismos da parturi¢do e
do processo de nascimento normais. Porém, no trabalho de parto prematuro, essa ativacdo
leucocitdria no feto poderia provocar dano celular tecidual, tanto pela intensidade da reacdo como

pela imaturidade funcional (77-78).

O tnico estudo que avaliou a producdo de RLs e doencas oxidativas do RN foi realizado por
Perrone et al. (79). Os autores avaliaram a producdo basal e estimulada de anions superdxidos em
168 RNPT, de idade gestacional variando entre 24-32 semanas. Na avaliagdo em conjunto de
doencas oxidativas neonatais relacionadas ao estresse oxidativo - HPIV, enterocolite necrosante,
displasia broncopulmonar e retinopatia da prematuridade —, os autores ndo encontraram diferencas
na produgdo de anion superdxido por leucdcitos de sangue umbilical. No entanto, os autores nao

comentam os dados em relacdo & HPIV isoladamente, pelo pequeno nimero de casos.

De modo interessante, Koenig et al. (80) demonstraram que leucdcitos
polimorfonucleares de corddo umbilical de RNs a termo provenientes de gestacdes sem
intercorréncias, sobreviventes por mais de 24 horas em cultura, ou seja, que ndo evoluiram
para morte celular por apoptose natural, apresentaram producdo de ROI mais intensa que
células equivalentes de adultos, concluindo que a permanente produgdo de radicais livres de
O, sugere que essas células poderiam ser potentes indutores de lesdo tecidual. Strauss e
Snyder (81) encontraram resultados semelhantes, com uma produ¢do maior ou igual de
anions superdxidos por RNs a termo, comparados a sua mae e a adultos controles. A maior
producdo foi tanto basal como estimulada; também foi maior a velocidade de ativacdo dos
neutréfilos obtidos nas primeiras 24 horas de vida.

Embora tenhamos estudado a producdo de RLs de oxigénio em leucdcitos, outras
linhagens celulares também podem gerar radicais livres. Zweier et al. (82) estudaram
células endoteliais de aorta humana e demonstraram que tais células, quando submetidas a

periodos de hipdxia seguidos por reoxigenagdo, tornam-se potentes geradoras de ions
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super6xido, os quais, ao reagirem com o ferro presente no meio, produzem o radical
hidroxil, bastante reativo e capaz de produzir morte celular. Fica assim, em aberto, a
possibilidade de lesdo do endotélio da matriz germinativa por radicais livres do oxigénio,
produzidos localmente, provocando a rotura endotelial e a hemorragia.

Nesse sentido, Lackmann er al. (83) estudaram a concentracdo de enzimas
antioxidantes relacionadas ao ferro em um grupo de RNs pré-termo asfixiados que
posteriormente desenvolveram HPIV — sete RNs e dez controles. O sangue foi colhido
dentro das primeiras 12 horas de vida, antes do aparecimento da HPIV. Os autores
encontraram niveis mais baixos de enzimas antioxidantes relacionadas ao ferro -
transferrina e cerulosplamina - e aumento da saturacao de transferrina, o que, em conjunto,
poderia provocar uma sobrecarga de ferro i6nico. Estes achados sugerem que a peroxidagao
lipidica de membrana celular no cérebro, catalisada pelo ferro, durante a reoxigenagdo apos
a asfixia, poderia estar envolvida na patogénese da HPIV.

Chua et al. (84) submeteram filhotes pré-termo de coelho, ndo deprimidos, ao
nascer, a um ambiente com 100% de oxigénio por uma hora, e induziram artificialmente o
aparecimento de HPIV com inje¢do intraperitoneal de glicerofosfato. As taxas de HPIV no
grupo exposto ao oxigénio e naquele em que os animais permaneceram em ar ambiente
foram semelhantes; porém, no grupo que recebeu O, suplementar, houve aumento da
expressdo génica de fatores responsdveis pela proliferacdo vascular da matriz germinativa e
aumento da sintese de radicais livres. Os autores especulam que o uso de oxigénio a 100%
por 1 hora ndo aumentou a incidéncia de HPIV, porém tal fato ndo pode ser extrapolado
para RNs humanos. Além disso, a asfixia ao nascimento pode determinar outros
componentes fisiopatogénicos ndo avaliados no estudo. Outro aspecto apontado pelos
autores € que nao se pode afirmar que a exposi¢do continua a altas concentragdes do O, e
aos RLs gerados ndo pode aumentar as chances de dano cerebral.

A produgio estimulada de ROI ndo se mostrou diferente nos dois grupos. Tal fato leva-nos a
argumentar que a produ¢do do grupo que apresentou HPIV ja estava no seu maximo, ou, como se
trata de estimulacdo artificial in vitro, que isso talvez nao reflita as complexas condicdes de
estimulos biolégicos in vivo. Em estudo realizado com leucécitos polimorfonucleares de RNs a
termo, demonstrou-se que, apds sua estimulacdo com N-formil-metionil-leucil-fenilalanina, a

geracdo de radicais superéxidos aumentou significativamente, mas ndo houve aumento suplementar
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quando, ao meio de cultura, foi adicionado IL-10 ou dexametasona. Além disso, observa-se que as

fungdes dos neutrdfilos se alteram, a medida que migram da circulagdo para os tecidos (85-86).

Dois aspectos do estudo podem vir de encontro com esses resultados in vitro. O primeiro diz
respeito ao efeito do uso do corticosteroide sobre a producgao de radicais livres do oxigénio, uma vez
que o uso antenatal de betametasona no estudo foi expressivo, tendo uma parcela significativa das
maes recebido duas ou mais doses ou a forma completa do ciclo. Clinicamente, o uso antenatal de
esterdides esta associado a diminui¢do significativa da HPIV, e a supressao da produgdo de RLs do
oxigénio poderia ser um dos seus mecanismos fisiopatoldgicos de protecdo, embora ndo tenha sido
possivel demonstri-lo, visto que a producao basal elevada de ROI ndo se mostrou um fator de risco
independente para a doenca, mesmo quando as varidveis relacionadas ao uso materno de

betametasona foram retiradas da analise.

Outro aspecto refere-se a gravidade dos RNs englobados pelo estudo. O fato de o
grupo com HPIV apresentar maiores valores de CRIB e SNAPPE implica maior gravidade
clinica nas primeiras 12-24 horas de vida. Tais escores s@o indicativos de gravidade de
doenca em RNPT e eles t€ém sido associados ao risco de mortalidade e de ocorréncias
neonatais importantes como HPIV, doenca pulmonar cronica e retinopatia da prematuridade
(87).

O fato de se tratar de criancas com evolugdo clinica mais grave poderia implicar
maior possibilidade de producdo de estimulos oxidativos, tais como hipdxia, hipotensdao
arterial, necessidade de reanimacdo, uso de oxigénio suplementar, nutricdo celular
inadequada por faléncia circulatéria, entre outros, de modo que seria possivel que isso
favorecesse uma estimulacdo in vivo da produ¢do de RL maior do que aquela medida no
estudo experimentalmente, a0 nascimento.

Chien et al. (88), ao estudar uma coorte canadense de 3.778 RNPT, demonstraram
que a incidéncia de HPIV grave aumentou significativamente com o aumento dos valores de
SNAP II, escore semelhante ao utilizado no nosso estudo. Os autores apontam ainda que
tais valores foram preditivos da ocorréncia da doenca, independentemente da idade
gestacional e de outros fatores de risco perinatal. Damman ef al. (89) demonstraram que os
RNPT menores de 28 semanas de gestacdo que apresentavam os valores elevados de
SNAPPE II nas primeiras 12 horas de vida tinham 1,5 vezes mais risco de desenvolver

HPIV se os valores eram maiores que 45.
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Guzman Cabaiias et al. (90) avaliaram dados de 10.009 RNs de muito baixo peso da
Rede Neonatal Espanhola (Red Neonatal Espaiiola SEN 1500), observando que os valores
da mediana do CRIB foram significativamente mais elevados nos RNs com HPIV grave - 6
versus 1 - p<0,001 e RR 1,24 e IC 95% de 1,22 — 1,27. Em relacdo a sua capacidade
diagnéstica, o CRIB foi um bom preditor de HPIV grave, com um valor de drea sobre a
curva ROC de 0,790, desempenho compardvel a idade gestacional e melhor que o peso ao
nascer, cujos valores de drea sobre a curva foram de 0,735 e 0,802, respectivamente.

Em relacdo a glutationa, ndo se observou diferencas nos valores encontrados no
sangue de corddo entre os grupos. Estudos demonstraram que, 2 medida que a gestacdo
atinge o termo, os niveis sanguineos do sistema antioxidante, enzimdticos e nao
enzimaticos, elevam-se gradativamente e agem como fator protetor para a hiperdxia relativa
que se segue ao nascimento. Dessa forma, a baixa reserva do sistema antioxidante ndo
enzimatico ao nascimento prematuro expde o RN a um maior risco de lesdo oxidativa
(38;91).

Como ndo houve diferenca nos grupos quanto aos valores da glutationa, € como o
grupo com HPIV apresentou maior producdo de ROI e maior gravidade clinica posterior,
talvez essa auséncia na diferenga na producdo da enzima represente um risco, pois tais RNs
ndo conseguiriam inativar uma maior producdo de radicais livres diante de uma situagcao de
estresse.

Embora no nosso estudo nao tenhamos avaliado outros sistemas antioxidantes,
Vento et al. (92) avaliaram o comportamento das enzimas antioxidantes em RNs pré-termo
de idade gestacional < 28 semanas e observaram que, no grupo que recebeu ciclo completo
de corticoterapia antenatal, a taxa de HPIV grave foi significativamente menor quando
comparada com o grupo que ndo recebeu nenhuma ou apenas uma dose. - 21,6% x 55,0%,
p<0,01. Além disso, o grupo que recebeu betametasona apresentou niveis mais elevados, em
sangue de corddao e com 24 horas de vida, de catalase e superéxido-dismutase. Para as
enzimas do sistema glutationa, os valores de sangue de corddo foram semelhantes nos
grupos com e sem esterdide. Porém, os valores sanguineos dessas enzimas se elevaram
significativamente com 24 horas de vida no grupo que recebeu betametasona. De modo
significativo, houve uma correlacdo positiva desses resultados para o sexo feminino,

sugerindo ter este maior protecao contra a injiria oxidativa. Os autores sugerem, assim, que
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os RNPT submetidos ao uso antenatal de betametasona sdo mais capazes de enfrentar com
sucesso as consequéncias da exposicdo pds-natal as espécies reativas de oxigénio. Contudo,
os autores nao correlacionam os achados com os desfechos clinicos das criangas.

O baixo poder do teste para a glutationa encontrado no presente trabalho, no entanto,
impede generalizagdes para um efeito protetor ou ndo.

Os niveis séricos de IL-6 ndo se mostraram diferentes nos grupos com e sem HPIV.
Tal resultado poderia se justificar pela baixa incidéncia de corioamnionite clinica na
populacdo (8%), e ndo termos disponiveis os dados de avaliagdo anatomopatoldgica das
placentas e membranas amnidticas. A forma clinica da corioamnionite constitui uma
minoria dos casos de corioamnionite comprovada histologicamente ou por cultura de
tecidos; além disso, o seu diagndstico € bastante varidvel, dependente da interpretacdo da
equipe obstétrica atendente (63).

Outro fator importante a ser observado € que o tratamento antimicrobiano efetivo
prévio nas miaes quando acometidas de processo infeccioso pode ter reduzido os niveis
fetais das citocinas, uma vez que elas possuem meia-vida curta (93-95).

A incidéncia elevada de doenca hipertensiva na amostra (46,4%), resultando em
interrupcao da gestacdo por essa causa, pode também explicar a falta de associa¢do dos
marcadores de inflamacdo e HPIV. Experimentalmente, Kauma et al. (96) demonstraram
que a placenta de mulheres hipertensas produzia menores quantidades de IL-6 quando
comparada com a placenta de gestantes normotensas. Ancel et al. (97), ao avaliarem as
causas das interrupcdes das gestacdes prematuras, observaram que RNs filhos de maes
hipertensas apresentaram menor risco de lesdo cerebral grave - definida por HPIV graus III
e IV e/ou leucomalécia periventricular cistica - do que as criancas nascidas de trabalho de
parto prematuro sem causa aparente ou apds rotura precoce e prolongada de membranas,
provavelmente porque o primeiro grupo estava menos exposto a infeccao pré-natal.

E por fim, o uso de corticosteroide antenatal poder alterar a producdo placentéria de
IL-6 e fator de necrose tumoral-alfa, como demonstrado em cultura de células placentarias
(98). Arad et al. (95) também mostraram que os niveis séricos em cordao umbilical de 11-6
eram significativamente diferentes de acordo com o uso materno de betametasona. Em
nosso estudo houve indice expressivo de maes com uso antenatal de betametasona — 84%,

que foi acima da média de uso de 64% no periodo de 2005 a 2008 (74).
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Dados da literatura t€ém mostrado que a presenca de niveis elevados de I1-6 no RN
estd associada ao desenvolvimento de HPIV (28-30;99).

A populagdo estudada por Heep et al. (28) incluiu apenas os RNs abaixo de 28
semanas de gestacdo, os quais sdo os de maior risco de desenvolvimento de HPIV, tendo a
coleta da IL-6 ocorrido nas primeiras 12 horas de vida, quando ja poderia ter havido maior
produgdo da citocina, caso a ativagdo inflamatdria tivesse ocorrido imediatamente antes do
nascimento. O trabalho de Tauscher et al. (29) evidenciou uma associagdo significativa dos
niveis séricos da IL-6 e HPIV, mas os autores correlacionam a HPIV com dados de
corioamnionite demonstrada histologicamente, cuja incidéncia é superior aquela da
corioamnionite clinica.

No estudo desenvolvido por Kassal et al. (30), utilizou-se sangue de veia umbilical,
mas a taxa de incidéncia de HPIV foi superior a do nosso trabalho — 22 casos em 69 RNs
(32%). Nesse estudo, curiosamente, a mediana dos valores de IL-6 no grupo controle foi
zero. Os autores comentam que um tamanho amostral de 65-70 sujeitos seria suficiente para
se observar um efeito moderadamente grande da resposta inflamatéria fetal no
desenvolvimento de HPIV. No entanto, ndo houve calculo do tamanho amostral.

Bhandari et al. (99), em estudo que envolveu 116 RNs pré-termo, com idade
gestacional entre 23 e 34 semanas, encontraram uma taxa de HPIV de 25%. Os niveis de IL-
6 em amostra de sangue de corddao umbilical foram significativamente mais elevados no
grupo que desenvolveu HPIV — 12,4 pg/ml versus 201,2 pg/ml. Importante salientar que, no
estudo, as dosagens foram feitas em pacientes selecionadas, aquelas onde havia suspeita
obstétrica de corioamnionite, as quais, pelo protocolo do servico, eram submetidas a
amniocentese. Na avaliacdo final do estudo, ao se proceder a andlise de regressdo,
utilizando as varidveis clinicas e fazer-se a corre¢do para a idade gestacional, os niveis de Il-
6 ndo foram preditivos, independentemente, da ocorréncia de HPIV.

O fato de aproximadamente 65% dos RNs da pesquisa terem idade gestacional
menor que 30 semanas nao justifica os baixos valores de IL-6, pois a mediana no grupo de
idade gestacional maior foi semelhante. No entanto, o baixo poder da amostra (5%) nao
permite extrapolar esses resultados. Provavelmente o numero de casos ndo foi suficiente
para avaliar essa resposta, uma vez que o cdlculo amostral foi realizado considerando uma

incidéncia de HPIV de 20%, quando na realidade ela foi de 12%.
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No presente estudo, apenas as varidveis clinicas apareceram como fatores preditivos
da ocorréncia de HPIV. Mesmo sob andlise controlada, os niveis de ROI permaneceram
apenas como tendéncia de risco, sem significado estatistico. Os escores de gravidade (CRIB
e SNAPPE II) permaneceram como fatores de risco independentes e o uso antenatal de duas
ou mais doses de corticosteroide como fator protetor.

O uso antenatal de corticosteroide tem sido associado a reducdo da incidéncia de HPIV.

Estudo caso-controle realizado no Brasil por Meneguel et al. (20) demonstrou efeito protetor do

CAN na ocorréncia de formas graves de HPIV — 12 x 33% com RR 0,28 e IC 95% de 0,10-0,77.

Em revisdo sistemdtica, realizada por Roberts e Dalziel (56), sobre o uso antenatal
de corticosteroide para aceleracdo da maturidade fetal em gestantes com risco de
nascimento prematuro, foi observada uma reducdo significativa na incidéncia de HPIV,
considerando-se todas as formas da doenca - RR 0,54 IC 95% de 0,43-0,69 - com 13
estudos e 2.872 RNs, bem como na preven¢do de formas graves - RR 0,28 IC 95% de 0,16-
0,50 — com cinco estudos e 572 RNs. No entanto, a protecdo ndo foi observada quando o
nascimento ocorreu antes de 24 horas da administracido da 1* dose (RR 0,54 1C95% 0,21 —
1,36), tendo, porém, sendo observada quando o nascimento se deu antes de 48 horas da 1*
dose - RR 0,26 IC 95% 0,09 — 0,75.

A HPIV € uma doenca multifatorial grave, devendo ser despendidos esforcos a fim
de que sejam esclarecidos mecanismos de sua origem, e que medidas de prevencdo possam
ser tomadas, garantindo uma sobrevivéncia livre de sequelas ao RN pré-termo. Acreditamos
que o nosso trabalho tenha contribuido com uma pequena parcela nesse sentido, sendo
necessdria a realizacdo de mais estudos para avaliar a relacio dos mediadores de estresse

oxidativo e da resposta inflamatdria fetal no desenvolvimento da HPIV.
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6- CONCLUSOES
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1- a producdo basal de intermedidrios reativos do oxigénio em sangue de cordao umbilical
foi estatisticamente mais elevada nos RNs que desenvolveram HPIV, porém, na andlise
multipla, os niveis de ROI basal ndo se apresentaram estatisticamente como um fator de

risco independente para HPIV.

2- Os niveis de glutationa reduzida em sangue de corddao umbilical ndo se associaram a

ocorréncia de HPIV.

3- Os niveis de interleucina-6 em sangue de corddo umbilical ndo se associaram a

ocorréncia de HPIV.
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ANEXO 1

DOSAGEM DE INTERLEUCINA-6
As amostras colhidas em frascos secos contendo oxalato de silicio foram submetidas
a 10 minutos de centrifugacdo a 2.200 rpm. O soro obtido foi congelado a -80°C até a

realizacdo do ensaio pelo método de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay - ELISA (Duo

Set, R & D Systems, EUA).

Sucintamente, as placas foram incubadas com anticorpos de captura e, apds
bloqueio, com amostras e dilui¢des do padrdo recombinante do Kit. Em seguida,houve a
incubacdo com anticorpos de deteccdo da amostra, conjugados a biotina. A incubacdo
ocorreu com uma solucdo de estreptoavidina conjugada a peroxidase. A revelacdo da
reacdo foi feita com peréxido de hidrogénio e tetrametil-benzidina (TMB) e tendo havido a

parada com a adi¢dao de H,SO4 2N. A leitura foi feita em 450nm.

Em todos os ensaios foi estabelecida uma curva padrdo, com gréfico de dispersdo, na qual a
varidvel X foi a densidade Optica obtida nas leituras e Y, a concentragdo das citocinas. A
equacgdo da figura foi adquirida através de uma linha de tendéncia polinomial, que sé foi
aceita se r* for maior que 0,95 no programa Microsoft Excel versdao 2003 (Microsoft

Corporation, EUA).
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ANEXO 2
DOSAGEM DE GLUTATIONA 77?
Reagentes necessarios:
e Acido metafosférico:
Sigma, n° de catdlogo: M6288
Acido metafosforico.......oovvmnn..... 1,67¢g
Agua destilada gsp...........cocouen..... 100ml
A solugdo € valida por, no méaximo, 20 dias. Manter protegido da luz.
e Solugdo de citrato de sddio:
Citrato de sOdio.......ccccveevveeeruneennne g
Agua destilada gsp............cooe...... 100ml
e 5, 5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) DTNB:
Sigma, n° de catdlogo: D8130

DTNB...coiteeeeeeeeee e 20mg

Solucgdo de citrato de s6dio gsp.........cceue.e... 100ml
e Solug¢do de Na,HPO, 0,3M:

NaAOHPO oo 2,13¢g

Agua destilada qSp..........cceveeveeeeeeeeeeeereeen. 50ml

Procedimento:

Coleta-se Iml de sangue em tubo contendo o anticoagulante EDTA para a

realizacdo do ensaio.

Em um tubo de poliestireno colocar 1,8ml de dgua ultra-pura gelada. Em seguida,

adicionar 0,2ml de sangue total e 2ml de acido metafosforico. Homogeneizar por inversao,

aguardar cinco minutos para que a amostra precipite e filtrar em novo tubo cOnico com

papel de filtro Whatman n° 1, de didmetro de 125 mm. Aliquotar 1ml do filtrado em outro

tubo e adicionar 4ml de Na,HPO,. Posteriormente transferir 1ml deste preparado para duas

cuvetas, adicionando a uma delas 100uL. de DTNB. Preparar o controle negativo (branco)

com 0,5ml de acido metafosforico e 1,25ml de dgua ultra-pura. Colocar 1 ml desta solucio

em outro tubo conico e adicionar 4ml de Na,HPO,. Colocar 1ml desta solucdo em duas

cubetas, adicionando a uma delas 100uL de DTNB. As solucdes de branco sdo usadas para
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zerar o espectrofotdmetro. Analisar as absorbancias das quatro amostras em

espectrofotobmetro no comprimento de onda de 412nm.

Célculo:
DO1: Densidade 6ptica da solucdo do paciente sem a adi¢do de DTNB
DO2: Densidade 6ptica da solugdo do paciente com a adi¢ao de DTNB

% Glutationa mg = (DO2 — DO1) x 31040

Hematdcrito
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ANEXO 3
DOSAGEM DE INTERMEDIARIOS REATIVOS DE OXIGENIO POR
CITOMETRIA DE FLUXO 7
Reagentes necessarios:
e Phorbol-12-myristate-13- acetate (PMA)
Solugdo estoque: concentragdo 1mg/ml, diluida em etanol ou DMSO. Manter congelada a -
80°C.
e Dihydrorodamine (DHR)
Solucgdo estoque: concentragdo Img/ml, diluida em N,N dimetilformamida ou DMSO.

Manter congelada a -20°C.

e PBS
NaCl...coovviieiiieeeieeeee, 8g
NaHPOy..o oo 1,15¢
KHyPOy.ooeiiiiiie 0,2¢
KClLoiiiiee 0,2g

NH4ClLooiiiiiiiie 8,2g
KHCOs...oeoiieiieieee, g
EDTA 4Na......ccoooverueennnn. 37mg
Agua destilada gsp............. 1L

e Solugdo de lavagem
Az71da SOAICA......covveeeeeeeeeeeeieeeeeeeee 0,1g
Soro fetal bovino inativado.................. Iml
PBS gSP.eeeeeieieieenieeieeeeeee 100ml
Procedimento:

Foi coletado Iml de sangue em tubo com EDTA para a realizacdo do ensaio. Todas as
etapas de adi¢do de reagentes foram realizadas em gelo. Em quatro tubos conicos préprios a
citometria de fluxo (poliestireno com capacidade de 5Sml), pipetar 100ul de sangue total
homogeneizado. A seguir, preparar a solucao de uso de PMA (10ug/ml) a partir da solucao

estoque na concentragdo 1mg/ml, diluindo 5SulL da solucdo estoque em 495ul. de PBS.
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Adicionar 1, 2 ou 4 puL desta solucdo de PMA aos tubos. O quarto tubo serd o controle
negativo de estimulo, sem a adi¢do de PMA. Apds agitacao em vortex, incubar a 37°C por
10 minutos em banho-maria.

Em seguida, preparar a solu¢do de uso de di-hidro-rodamina (10pug/ml) a partir da solucio
estoque na concentracdo 1mg/ml, diluindo 5 uL da solucdo estoque em 495ul. de PBS.
Adicionar 2uL desta solucdo a cada tubo conico, agitando em vortex. Incubar a 37°C por 5
minutos em banho-maria.

Apés a incubagdo, lavar uma vez em PBS, centrifugando por 5 minutos a 2200 rpm.
Descartar o sobrenadante, usando pipeta Pasteur. Ressuspender as células com agitacdo
manual leve. Adicionar 3 a 4 ml de solucdo de lise e incubar a 37°C por 7 minutos em
banho-maria. Em seguida, centrifugar por 5 minutos a 1000 rpm. Descartar novamente o
sobrenadante, agitar em vortex e ressuspender as células em 0,5ml de tampdo de lavagem

fazer leitura por citometria de fluxo.
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ANEXO 4
FICHA DE COLETA DE DADOS

Numero do caso

Nome da mae HC

Nome do RN HC
Datanasc.: [/ / horario

Dados da Mae

Idade escolaridade paridade

Ant. prematuridade ( ) sim ( )ndo ( )nsa
HAC ( ) sim ( )ndo duracgdo:
DHEG ( ) sim () ndo duracao:
Hellp sindrome: () sim ( ) ndo duracdo.............
Eclampsia: () sim () ndo
ITU(C )sim ( )ndo época: Uro
Outra doenga:
Corticéide antenatal sim () ndo () tipo:
n° de doses: tempo ultima dose em relagdo ao parto em horas:
Dados do Parto
Trabalho de parto ( )ndo ( )sim Duracgdo do TP..........
Tempo de bolsa rota () intraparto duragdo............ horas
Aspecto liquido claro () meconeal ( ) hemorrdgico ( ) purulento ( )

Febre anteparto ( ) sim ( ) ndo
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Taquicardia materna ( ) sim ( ) ndo taquicardia fetal ( ) sim ( ) nao
Hemograma anteparto Leuc /ml(  %B- % segm) () NSA
Estreptococo b - triagem ( ) positivo ( ) negativo () nao possui
Antibidtico periparto ( ) sim ( )nao

Tipo: duragdo anteparto:
Corioamnionite ( ) ( )Hndo
Sangramento ( ) DPP ( ) PP ( )outro ( )ndo
Gemelaridade ( ) sim ( ) ndo
Monitorizagao
BCF ( )normal ( ) alterado (bradi/taquicardia sustentada)
Dopplerfluxometria () normal ( ) alterada:( ) AU ( ) VU( )ACM ( ) DV
Apresentacdo () cefédlica ( ) pélvica
Parto () vaginal ( ) cesérea
Indicagdo da cesarea

( )SFA ( ) SFC reagudizado () Mal controle pressorico mae () sgto materno (

pélvico+primigesta ( ) iterativa

Anestesia () locorregional () epidural ( )raqui ( ) geral ( )sem
Dados do RN

Peso g PC cm

Sexo () masculino ( ) feminino ( ) indeterminado

IG amenorréia €co precoce NB Capurro
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Apgar 1° min 5° min 10° min

Reanimagao ( )sim ( )ndo ( )nsa

Tipo reanimacdo ( )nsa ( )Ozinal ( )BM VPP ( ) TOT VPP

() droga

Tempo reanimagao ( )nsa

Micro-hematdcrito cordao

Estado nutricional ( ) AIG ( )PIG

Morbidade na internacio

Choque ( )sim ( )ndo

Assisténcia respiratéria

( )sim ( )ndo

Tipo de Assisténcia respiratdria

( )capuz ( )CPAP ( VM

Surfactante () sim ( )ndo( )nsa ( ) maisdeuma dose

() tempo vida 1* dose

Pneumotérax ( )sim ( )ndo

Hipernatremia ( )sim ( )ndo ( )nsa

Sepse ( )sim ( )ndo
Hemo positiva hemo negativa
Puncdo lombar () sim ( ) nao
Meninigite () sim ( ) nao
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PCR: md/dl
CRIB:
SNAPPE II:
ALTA
( )casa ( )obito ( ) transferéncia
Data da alta
Idade dias IG corrigida
Peso g PC
ULTRASSONOGRAFIA
6 horas de vida
Resultado ( )sem HPIV () HPIV grau
12 horas de vida
Resultado ( )sem HPIV () HPIV grau
24 horas de vida
Resultado ( )sem HPIV () HPIV grau
72 horas de vida
Resultado ( )sem HPIV () HPIV grau
7 dias de vida
Resultado ( )sem HPIV () HPIV grau
28 dias de vida
Resultado ( )sem HPIV () HPIV grau
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MEDIADORES BIOQUIMICOS
- Intermedidrios reativos do oxigénio - ROI basal:
- Intermedidrios reativos do oxigénio - ROI estimulado:

- Glutationa reduzida:

- IL-6:
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ANEXO 5
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PESQUISA: Correlagdo dos marcadores de estresse oxidativo e de inflamagdo no sangue de
corddo umbilical e hemorragia peri e intraventricular precoce em recém-nascidos pré-termo de
muito baixo peso

Parabéns pelo nascimento do seu filho. Estamos realizando uma pesquisa com o
intuito de investigar o porqué algumas criancas muito prematuras ou de muito baixo peso
apresentam hemorragia cerebral nos primeiros dias de vida. Isso pode trazer repercussao
para a vida atual e futura do bebé.

Por isso, solicitamos da Sra a autorizagdo para realizar alguns exames no
sangue do corddao umbilical do seu bebé. A amostra de sangue serd colhida da placenta e
portanto ndo serd necessdrio pegar uma veia do recém-nascido e além disso, normalmente,
depois do parto, a placenta é desprezada. Sei que ndo se concordar isso ndo mudard em
nada o tratamento dado a meu filho na UTI onde ele esta internado. Fico ciente também que
esses exames ndo terdo o resultado liberado até a alta do meu bebé e nem receberei
nenhuma remuneracao financeira pela participacao.

Os exames a serem feitos apds minha autorizacdo sdo: dosagem de
intermedidrios reativos do oxigénio, intermedidrios reativos do oxigénio, de glutationa
reduzida e de interleucina-6.

Ainda com a finalidade de investigar se meu bebé tem a hemorragia fui
informada que serdo realizados exames de ultrassonografia cerebral em varios momentos
nos primeiros sete dias de vida e na propria incubadora/berco que ele se encontra e que tal
exame ndo oferece risco ao meu filho.

Fui informada que as informacdes tomadas serdo mantidas em sigilo pelo
pesquisador responsdvel e que em caso de dividas ou esclarecimento, tenho o direito de
telefonar para o doutor Jamil Pedro de Siqueira Caldas nos nimeros 3521-9324 ou 3521-
9307.

Campinas, de de

Jamil Pedro de Siqueira Caldas CRM 67105

Mae ou responsavel do recém-nascido
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Uso materno antenatal de corticosteroide e marcadores de estresse oxidativo e de
inflamacdo no sangue de cordao umbilical de recém-nascidos pré-termo de muito

baixo peso

Resumo

Objetivo: avaliar a associacdo entre o uso materno antenatal de corticosteroide e os niveis
sanguineos de radicais intermedidrios de oxigénio (ROI), glutationa reduzida (GR) e

interleucina-6 (IL-6) em recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso ao nascer.

Metodologia: estudo de coorte. A dosagem foi realizada em sangue de corddo umbilical. A
dosagem de ROI por granuldcitos foi por citometria de fluxo no estado basal e estimulado;

a glutationa por espectrofotometria e a interleucina-6 por Enzyme Linked Immuno Sorbent
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Assay. Foram considerados dois grupos em relagdo ao uso de corticosteroide
(betametasona) antenatal: uso ou ndo da medicacdo e, se presente, se foi de modo completo
ou parcial. Varidveis maternas e neonatais foram consideradas para efeito de comparacao
dos grupos. As varidveis categéricas foram comparadas usando os testes de qui-quadrado
ou Fischer e as comparacdes dos valores dos marcadores sanguineos foram feitas usando-se

o teste de Mann-Whitney.

Resultados: os grupos de corticoterapia foram compardveis em relagdo as varidveis
maternas € neonatais, exceto a ocorréncia de parto vaginal, o qual foi associado
significativamente a auséncia de uso de corticosteroide antenatal. Os valores de ROI, GR e
IL-6 n3o se mostraram diferentes quando se avaliou a presenca ou auséncia da
administracio de esteroide, porém quando o ciclo se fez de modo completo, encontrou-se

menores medianas de ROI e IL-6.

Conclusdo: a administracao de ciclo completo de betametasona a mae exerceu um efeito
supressor sobre a producdo basal de ROI e de IL-6 em recém-nascidos pré-termo de muito

baixo peso.

Descritores: recém-nascido, estresse oxidativo, espécies reativas de oxigénio, interleucina-

6, glutationa

Keywords: Newborn, oxidative stress, reactive oxygen species, interleukin-6, glutathione

Introducao

7

O uso antenatal de corticosteroide € uma terapia efetiva e recomendada para
gestantes com risco de trabalho de parto prematuro antes de 34 semanas de gestacdo para
amadurecimento pulmonar fetal'. Revisdes sistemdticas demonstraram que o seu uso esta
associado com uma redugdo global da morte neonatal, menor risco de desenvolvimento de

sindrome do desconforto respiratério, diminui¢do do risco de enterocolite necrosante e de
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hemorragia periintraventricular. Além disso, o uso da medicacdo ndo aumenta o risco

. . 2
materno de corioamnionite ou de sepse pueperal 3,

Os mecanismos pelos quais os esteroides exercem essa funcdo protetora no
feto/recém-nascido sao multiplos, tanto anatdmicos como relacionados a influéncia sobre
sistemas enzimaticos. Um dos efeitos do medicamento € sobre a produgdo de radicais

livres.

Os recém-nascidos, especialmente os pré-termo, sdao altamente suscetiveis a lesdes
teciduais e organicas por radicais livres, notadamente aqueles derivados do oxigénio, sendo
o anion superéxido o mais importante dos radicais intermedidrios (ROI) de oxigénio e
produzidos em respostas a estimulos hipoxico-isquémicos ou inflamatérios *°. Além disso,
a gestacdo em si € um estado fisioldégico com aumento da demanda metabdlica e aumento
das necessidades de oxigénio tecidual e, na eventualidade de anormalidades da gestacdo,
pode ocorrer desbalanco oxidativo e o excesso de radicais livres pode promover dano ao
feto, os quais ja possuem um sistema de defesa antioxidante deficitario®. Neste aspecto, é

importante ressaltar que o principal componente antioxidante intracelular, a glutationa, s6

L. - . ~ 7
apresenta a sua maxima producao no final da gestacao’.

A acgdo de corticosteroides sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio tem
sido demonstrada em virios trabalhos experimentais. Dandona er al.® demonstraram, em
individuos adultos, que uma injecdo tnica de hidrocortisona foi suficiente para provocar a
diminui¢do significativa da producdo de radicais livres derivados do O,, alcancando um

valor minimo com 2 e 8 horas, e retorno ao normal em 24 horas apds a administracao.

Trabalho realizado em recém-nascidos pré-termo de ovelhas que receberam
betametasona no periodo antenatal demonstrou que o esteroide promoveu reducdo da
producdo de peréxido de hidrogénio, da interleucina-6 (IL-6) e da capacidade de fagocitose.
Tais efeitos foram tempo-dependente e , ao final de sete dias apds a aplicacdo, ja ndo mais

ocorriam’.

Também tem sido demonstrado nas tultimas duas décadas que existe uma relacio

estreita entre os mediadores do estresse oxidativo e os marcadores bioquimicos de
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inflamacdo, como as interleucinas, e observando-se uma agdo reciproca de inducdo de

. .. . . ‘o 1
sintese de radicais livres e mediadores inflamatérios >'°.

No entanto, o efeito de esteroides administrados a mde na producdo de radicais
intermedidrios do oxigénio por leucdcitos polimorfonucleares fetais nao foi ainda estudado
em seres humanos. A melhor compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na
acdo do corticosteroide antenatal é importante no estabelecimento de alvos em potencial

~ ~ oA e ~ e . 11
para reducdo ou mesmo prevengdo das conseqiiéncias danosas da acdo dos radicais livres .

Deste modo, o objetivo do estudo foi de avaliar a associagdo entre o uso materno
antenatal de corticosteroide e os niveis sanguineos de radicais intermedidrios de oxigénio,
glutationa reduzida (GR) e interleucina-6 em recém-nascido pré-termo de muito baixo peso

a0 nascer.

Metodologia

Estudo de coorte. Foram selecionados todos os recém-nascidos vivos pré-termo com
peso de nascimento menor que 1.500 g, nascidos em um centro tercidrio de atengdo
neonatal, no periodo de maio de 2009 a outubro de 2010. Nao houve critérios de exclusao

para o estudo.

Trata-se de estudo secunddrio, com coleta de sangue originalmente destinada a
projeto de estudo da associagdo de hemorragia periintraventricular e produ¢do de radicais
livres e inflamacdo intra-uterina. O tamanho da amostra inicial foi de 125 RNs,
considerando um poder amostral de 80%. Assim, no presente estudo, foi calculado,
posteriormente, o poder da amostra para verificar se o nimero de RNs foi suficiente para

responder ao desfecho proposto.

A coleta de sangue de corddo umbilical foi efetuada no momento do parto, apds o
nascimento do RN e antes da dequitacdo da placenta, por pun¢do dos vasos umbilicais,
constituindo-se em amostra mista, arterial e venosa. A seguir o material foi distribuido em
trés frascos, sendo dois com anticoagulante € um tubo seco. As amostras foram

encaminhadas imediatamente a um laboratdrio especializado da instituicdo para pronto
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processamento. Para a dosagem de IL-6 o soro obtido foi congelado a -80°C até a
realizag¢do do ensaio pelo método de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay - ELISA - Duo
Set, R & D Systems, EUA. Os resultados foram expressos em pg/ml. A concentracdo de
glutationa reduzida nos eritrécitos foi determinada por espectrofotometria através do
método de Beutler er al.'?, modificado por Penna'’ e valores expressos em mg% em relagdo
ao hematdcrito. A concentracdo de radicais intermedidrios do oxigénio pelos granuldcitos
foi determinada por citometria de fluxo em amostra de sangue total colhidos em frascos
contendo EDTA'". De cada paciente estudou-se a liberacdo do ROI pelos
polimorfonucleares de duas formas, uma espontinea (ou basal), com os leucdcitos
incubados apenas em solu¢do de Hanks e outra estimulada, sendo os leucdcitos incubados
com forbol-miristato acetato. Os resultados foram expressos em nmol de

superdxido/ 106células/tempo de incubacio.

As caracteristicas maternas e do RN e as dosagens bioquimicas foram agrupados de
acordo com o uso materno de corticosteroide.

Corticoterapia antenatal (CAN) foi definida como o uso de corticosteroide sist€émico
(betametasona) pela mae durante a gestagdo com a finalidade de aceleracdo da maturidade
fetal. Primeiramente se avaliou o uso ou ndo do medicamento, independentemente do
tempo de uso e do nimero de doses, e, assim, avaliaram-se dois grupos: “CAN sim” se a
mae recebeu a medicacdo e “CAN ndo” se ela ndo a recebeu. O ciclo completo foi definido
quando a gestante recebeu duas doses de 12 mg de betametasona com intervalos de 24
horas e o nascimento da crianga ocorreu pelo menos 24 horas apds a segunda dose do
medicamento, e o ciclo incompleto quando a mae recebeu as duas doses, porém o parto
ocorreu em menos de 24 horas apds a segunda dose de betametasona. Deste modo, as maes
que receberam apenas uma dose de betametasona foram avaliadas apenas no primeiro
agrupamento.

Considerou-se sete dias como o tempo méaximo entre a administracdo do esteroide e
0 nascimento.

Para efeito de comparacdo entre os grupos de corticoterapia foram obtidas as
seguintes varidveis maternas: idade, doenca hipertensiva (especifica da gestacdo e/ou

cronica), eclampsia, diabetes mellitus, trabalho de parto, tipo de parto, apresentacao fetal,
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sofrimento fetal agudo, corioamnionite clinica e infec¢do materna periparto. A
corioamnionite clinica foi definida como a presenca de febre materna anteparto, sem outro
motivo aparente, associada a um dos seguintes sinais: Utero sensivel ao toque, taquicardia
materna e/ou fetal, fisometria, leucocitose'”. A infec¢do materna periparto foi caracterizada
como a presenc¢a de quadro infeccioso sist€émico na mae 48-72 horas antes do nascimento

(infec¢@o do trato urindrio, pneumonia ou sepse).

Do recém-nascido foram obtidas as varidveis: peso ao nascer, idade gestacional,
.. 1 . . . ~
estado nutricional'®, sexo, valores de Apgar de 1° e 5° minuto e necessidade de reanimagao

em sala de parto.

A distribui¢do das varidveis categéricas foi expressa por freqiiéncia. Os valores dos
niveis séricos dos radicais intermedidrios do oxigénio, da glutationa e da interleucina-6
foram expressos como mediana e percentis 25 e 75. O teste de qui-quadrado e/ou teste de
Fisher, quando necessdrio, e a razdo de risco com intervalo de confianca de 95%, foram
utilizados para comparacdo das varidveis categdricas. Para comparacdo das medianas de
ROI, GR e da IL-6 em relacdo ao uso antenatal de corticosteroide, bem como para analise
das varidveis potencialmente confundidoras, foi utilizado o teste de Mann-Withney. O nivel
de significancia aceito foi de p<0,05. O programa estatistico utilizado foi o Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) 15.0 for Windows.

O estudo foi aprovado pelo comité de Etica em pesquisa da institui¢do, sob o

parecer numero 971/2008.

Resultados

Durante o periodo de estudo, nasceram na maternidade do CAISM.-UNICAMP,
138 criangas com peso inferior a 1.500 gramas. Nao foram inclusos 13 recém-nascidos,
pois ndo foi possivel a coleta de sangue. Permaneceram para a andlise do estudo 125
criancas (89,92%). O nimero de maes foi de 111 uma vez que houve 18 gestacdes
multiplas (15 duplas e trés triplas). Como o critério de entrada no estudo foi o peso de

nascimento, nem todos os gemelares dessas gestacdes foram inclusos, pois em sete
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situagcdes o peso de nascimento de algum gemelar foi superior ao limite de 1.500g. Nao

houve nenhum caso de recusa dos pais para autorizacdo de coleta de sangue umbilical.

O corticosteroide utilizado em todas as situagdes foi betametasona. Observou-se
que 92/111 (82,88%) das maes receberam a medicacdo. Dezesseis delas (17,4%)
receberam apenas uma dose de betametasona antes do nascimento da crianga, e 82,60%

delas receberam o ciclo completo.

Em relac@o ao uso ou ndo de betametasona antenatal, os grupos foram comparéveis
entre si e ndo houve diferencas entre os grupos em relacio as varidveis maternas e de parto,
exceto a ocorréncia de parto vaginal, o qual foi associado significativamente com a
auséncia de tratamento (p=0,04 e razdo de risco de 1,549 - intervalo de confianca 95% -

1,048 -2,288).

Em relacdo as varidveis neonatais, ndo houve associagdo significativa entre o uso
antenatal de betametasona e as varidveis avaliadas (Tabela 1). Na andlise das variaveis
maternas ou neonatais que poderiam alterar os valores dos marcadores, ndo houve

diferenca estatisticamente significativa para nenhuma delas.

Em relacdo as dosagens bioquimicas de ROI, GR e 11-6 ndo foi possivel a dosagem
em todas as 125 amostras de sangue umbilical devido a coagulagdo da amostra,
impossibilitando a dosagem de ROI e GR, ou hemolise, a qual impossibilitou a dosagem de
IL-6. Para analise final, houve dosagem em 98 amostras de ROI basal, 99 dosagens para o

ROI estimulado, 100 quantificacdes de GR e, para IL-6, 121 determinagdes.

No tocante ao efeito do uso materno antenatal de corticosteroide sobre os niveis
sanguineos dos marcadores, quando se analisou o uso, independentemente do tempo e dose
do medicamento, observou-se que ndao houve diferencas estatisticamente significativas nas
medianas dos trés testes nos grupos com e sem uso do medicamento. Quando a mae
recebeu o ciclo completo de betametasona, observou-se uma diminuicdo significativa nos
valores de medianas da producdo basal de ROI e de 1L-6 (Tabelas 2 e 3). Observou-se um
alto poder do teste em relacdo a producdo basal de ROI e, quando do uso ciclo completo de

CAN, para a produgao de IL-6.
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Discussao

No presente estudo observou-se um percentual de 83% de maes que receberam
betametasona antenatal. Esses dados s@o superiores as taxas verificadas nos tltimos anos na
instituicdo em questdo, onde se observou uma média de utilizagdo de 67,5% entre os anos
de 2006 a 2009'7. Dados da Rede Brasileira de Pesquisas Neonatais, entre 2006 e 2010, a
época, com oito centros participantes, apontam taxas menores de utilizagdo de
corticosteroide antenatal, variando entre 51-57%"". Tal uso nesta institui¢do tem sido
possivel gracas ao empenho da equipe de Obstetricia local em oferecer tal tratamento a toda
gestante com possibilidade de parto prematuro antes de 34 semanas de gestacdo, associado

- " 18-20
ou nao ao uso de tocoliticos .

A opcao por definir o ciclo completo como aquele em que hd uso de duas doses de
betametasona, com intervalo de 24 horas entre elas, e 0 nascimento ocorrer pelo menos 24
horas apds a segunda dose, foi arbitraria. Nao existe consenso na literatura quanto ao tempo
“o6timo” de acdo do medicamento, sendo preconizado que a mae receba as duas doses de
betametasona. Como no nosso estudo avaliamos a a¢do do medicamento sobre marcadores
bioquimicos, e ndo sobre varidveis clinicas, hipotetizamos que haveria necessidade de um
tempo minimo de a¢do do mesmo. Como ndo ha nenhuma referéncia na literatura quanto a
esse tempo “6timo”, estipulamos como 24 horas a linha de corte. Deste modo, as maes que
receberam apenas uma dose de betametasona foram incluidas apenas na andlise que

diferenciou as maes com € sem CAN.

Ao avaliarmos o efeito da administracio de betametasona sobre a producdo de
radicais intermediarios de oxigénio, glutationa e interleucina-6, a acdo sO foi observada
quando ocorreu o ciclo completo. A producdo basal de ROI e de IL-6 foram
significativamente suprimidas pela administracdo de betametasona quando a mae recebeu
as duas doses da medicagdo e o nascimento ocorreu pelo menos 24 horas depois da segunda

dose. Isso implica em uma a¢do tempo-dependente do medicamento.

Tal efeito supressor pode ser considerado positivo na medida em que a medicacdo

suprime parte do estresse oxidativo e inflamatério ao qual o feto estd submetido no trabalho
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de parto prematuro, de modo a proporcionar uma transi¢io neonatal precoce mais

equilibrada e desta forma, menos sujeita a distdrbios hemodinamicos graves.

O efeito inibidor dos esteroides sobre a produ¢do de ROI ndo implica em um efeito
imunossupressor negativo, mas na realidade, agiria no sentido de imunomodulagdo, uma
vez que intercorréncias gestacionais e de parto podem estar associadas a uma ativacio
excessiva, intensa e prolongada de radicais livres, e consequentemente a lesdo celular e
tecidual. Como demonstrado experimentalmente, o neutréfilo humano fetal é capaz de

21,22

producdo de radicais superoxidos tdo eficientemente quanto as células de adultos , €

diante de estimulos excessivos, poderiam estar associados a lesdo celular e tecidual.

A producgdo estimulada de ROI ndo se mostrou estatisticamente diferente nos dois
grupos de estudo de corticoterapia. Citarella et al. em estudo realizado com leucdcitos
polimorfonucleares de RN a termo, também demonstraram que, apds estimulagdo com N-
formil-metionil-leucil-fenilalanina, a geracdo de radicais super6xidos aumentava
significativamente, mas ndo havia aumento suplementar quando, ao meio de cultura, era

adicionado IL-10 ou dexametasona®>.

E possivel que o aumento da amostra pudesse verificar se esse achado se mantém,
uma vez que o poder amostral foi inferior a 80%. Por outro lado, podermos argumentar que,
como se trata de estimulacdo artificial in vitro, isso talvez ndo reflita as complexas
condi¢cdes de estimulos bioldgicos in vivo. Além disso, as fungdes dos neutréfilos se

N . . . = L 2324
alteram, a medida que migram da circulagdo para os tecidos .

Em relacdo a producdo de glutationa, ndo observamos acdo supressora da
betametasona. Tal efeito pode ser considerado protetor, pois, uma vez que ndao ha
diminui¢do desse sistema neutralizador de radicais livres do oxigénio, e associado a menor
producdo de radicais superdxidos, haveria menores chances de lesdo oxidativa do feto/RN.
Além disso, a auséncia de supressdao se torna benéfica, pois os niveis de glutationa
diminuem rapidamente nos primeiros dias de vida nos RNs pré-termo em decorréncia do

. . . . 25,26
aumento do estresse oxidativo associado ao nascimento ~

. No entanto, o baixo poder da
amostra ndo permite a extrapolacdo dos resultados, necessitando-se uma amostra maior

para uma avaliacao melhor desse efeito.
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A IL-6 € considerada a principal citocina envolvida no desenvolvimento da sindrome
da resposta inflamatdria fetal, definida inclusive pelo nivel sérico da citocina e associada a

. . . .. 272
corioamnionite e funisite " 8.

O efeito da betametasona antenatal sobre a producdo fetal de IL-6 tem sido pouco
estudado. Kavelaars et al.”’ ndo encontraram supressao de sintese de IL-6 em células
humanas de cordao umbilical de fetos a termo e pré-termo. No entanto, Kramer et al’ em
trabalhos experimentais com neutréfilos de ovelhas pré-termo demonstraram que a
betametasona administrada a mae produzia supressdo na producdo de IL-6 horas apds 15

horas.

Arad et al.*® demonstraram que a medicacio administrada a mulheres em trabalho de
parto prematuro foi associada a um nimero menor de RNs com altos niveis de IL-6

(definido como >11 pg/ml).

No nosso estudo houve uma associagdo significativa entre os niveis séricos
umbilicais de IL-6 e o uso do ciclo completo de betametasona pela mae, o que pode ser
explicado por se tratar de efeito in vivo e com outros estimulantes associados em a¢do, ndo
presentes nas condi¢des de cultura celular. Tal efeito pode ser entendido como “benéfico”,
pois suprimiria o excesso de mediadores inflamatdrios presentes no trabalho de parto
prematuro. Metandlise sobre o uso antenatal de esteroides demonstram um efeito protetor
na incidéncia de infeccdo sist€émica neonatal nas primeiras 48 horas de vida - RR 0,56

1C95% 0,38-0,85>.

Uma limitacdo do estudo € que as andlises foram feitas em sangue de cordao
umbilical, o que reflete as condi¢des perinatais relacionadas ao nascimento prematuro. Tal
desenho de estudo foi feito, pois se pretendeu avaliar os efeitos fetais da betametasona
administrada a mae. No entanto, seria valiosa a comparacdo dos mesmos marcadores
quando avaliados em sangue pds-natal, pois 0 medicamento ainda exerce graus varidveis de

efeitos, e ainda para se verificar o efeito do nascimento e das condicdes de vida extra-

uterina sobre os mediadores inflamatorios e de estresse oxidativo.
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Outro ponto de limitagdo do trabalho € que o poder da amostra foi insuficiente para
alguns testes, pois o tamanho amostral original foi calculado para o desfecho clinico de

hemorragia peri e intraventricular.

Deste modo, o efeito bioquimico do corticosteroide administrado a mde sobre a
producdo de radicais intermedidrios de oxigénio e producdo de IL-6 poderia ser o fator
determinante na protecdo conferida pela medicacdo na origem de doengas neonatais
associados com o estresse oxidativo e inflamacdo, como a hemorragia peri e

intraventricular e distdrbios hemodindmicos precoces.

Em resumo, a administracdo de ciclo completo de betametasona a mde exerceu um
efeito supressor sobre a producdo basal de ROI e de IL-6 em recém-nascidos pré-termo de
muito baixo peso. Deste modo, o estudo serve de base para avaliacdo do uso antenatal de
corticosteroide, dos marcadores estudados e a evolucdo clinica dos recém-nascidos,

especialmente nas doencas decorrentes da acdo de radicais livres e inflamacdo intra-uterina.
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Tabela 1-Distribuicdo das varidveis maternas e neonatais segundo o uso de corticosteroide

antenatal

CAN
_ P
SIM(103) NAO(22)
Idade materna anos 27 (14-44) 22,50(13-42) 0,2701%*
Doenca hipertensiva 50/103 (48,5) 8/14 (57,1) 0,352%
Eclampsia 2(1,9) 0 1,00¢
Diabetes mellitus 7(6,7) 0 0,352&
Trabalho de parto 36(34,5) 13 (59,1) 0,053
Parto vaginal 16(15,5) 10(45,4) 0,004#
Sof. fetal agudo 37(35,9) 5(22,7) 0,322%
Infec¢dao materna 14(13,6) 4(18,1) 0,521%
Corioamnionite 6(5,8) 4(18,1) 0,074%
Peso ao nascer g
mediana (p23-p75) 1010(855-1265)  955(775-1295)  0,726*
Id. gestacional sem
mediana (p25-p75) 29(28-32) 29(26-33) 0,782*
Sexo masculino 55(53,4) 12(54,5) 1,00¢
Apgar 1° minuto >7 70 (67,9) 11(50,0) 0,089"
Apgar 5° minuto >7 98(95,1) 18(81,8) 0,052"
Reanimacao 36 (34,9) 13(59,0) 0,053%
PIG 45(43,7) 8(36,3) 0,637%

Apr.= apresentagdo Sof.= sofrimento Id.= idade PIG = pequeno para idade gestacional
idade materna e peso ao nascer expressos em mediana

Varidveis categdricas expressas em frequéncia N(%)

* Teste de Mann-Whitney

& Teste de Fisher
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# Teste de qui-quadrado

Tabela 2- Valores de ROI basal e estimulado, glutationa e IL-6 em sangue de cordio
umbilical de recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso, segundo o uso

materno de corticosteroide

Uso de corticosteroide

Sim Nio poder
Valores N Valores N ’ amostral
ROI basal 0,4(0,4-0,5) 81 0,5(0,4-0,5) 17 02512 0,95
ROI estimulado 33,7(17,75-106,97) 82 74,3(25,4-214,45) 17 0,1086 0,70
Glutationa 69,31(63,23-80,79) 84 72,45(61,78-81,26) 16 09439 0,55

IL-6

34,20(14,12-60,55) 101 30,93(13,26-63,59) 20 0,9750 0,30

Valores expressos em mediana (percentil 25-75)

*Teste de Mann-Withney

Valores de ROI (radicais intermedidrios do oxigénio) em nMol/10° cel
Valores de glutationa em mg%

Valores de IL-6 (interleucina-6)em pg/ml
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Tabela 3- Valores de ROI basal e estimulado, glutationa e IL-6 em sangue de cordio
umbilical de recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso, segundo o uso do

ciclo completo de corticosteroide antenatal

Ciclo completo

Sim Nao poder
Valores N Valores N amostral
ROI basal 0,40(0,4-0,5) 64 0,50(0,4-0,5) 17 0,0389 0,90
ROI estimulado 28,40(17,15-102,75) 65 41,80(19,90-117,75) 17 03749 0,40
Glutationa 69,52(63,03-81,28) 67 69,10(63,28-76,05) 17 0,9602 0,07
IL-6 30,16(13,89-57,36) 82 54,83(16,12-177,27) 19  0,0243 0,91

Valores expressos em mediana

*Teste de Mann-Withney

Valores de ROI (radicais intermediarios do oxigénio) em nMol/ 10° cel
Valores de glutationa em mg%

Valores de IL-6 (interleucina-6)em pg/ml
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