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RESUMO

Introducdo: Estresse oxidativo e inflamacdo sdo importantes mecanismos ha
fisiopatologia da pré-eclampsia e das doengas dos prematuros, entretanto, ndo esta
estabelecido se o progndstico de prematuros de maes hipertensas é decorrente de
efeito direto da doenca materna ou devido a prematuridade. Objetivo: Determinar as
concentracfes de marcadores de estresse oxidativo e de inflamacéo em vias aéreas
de prematuros de maes hipertensas e normotensas nos primeiros 3 dias de vida,
investigar a influéncia do tipo de assisténcia respiratoria e a relagcdo dos
biomarcadores com o progndstico respiratorio neonatal. Método: Estudo prospectivo
com prematuros < 34 semanas, nascidos no servico e submetidos ao CPAP nasal
ou ventilacdo mecanica no 1° dia de vida, estratificados em 2 grupos: maes
hipertensas e maes normotensas. Critério de excluséo: diabete melito, corioamnioite,
malformacéo, infecgdo congénita, 0bito < 24 horas. No aspirado de vias aéreas, do
1° e 3° dias de vida foram dosados malondialdeido (MDA), 6xido nitrico (NO) e
interleucina 8 (IL-8). Além dos biomarcadores foram avaliadas variaveis
gestacionais, do parto e da evolugdo neonatal. Desfecho: alta sem displasia
broncopulmonar (DBP) ou DBP/morte. Realizada analise estatistica uni e
multivariada. Resultados: Foram estudados 73 prematuros com idade gestacional
média de 29 semanas, sendo 32 de mées hipertensas e 41 de normotensas. Nos 2
momentos de avaliacdo as concentragdes de MDA, NO e IL-8 nao diferiram entre os
prematuros de mées hipertensas e normotensas. Ao comparar 0S prematuros em
ventilacdo mecéanica versus CPAP nasal ndo houve diferenca nos valores de MDA e
NO, mas a IL-8 foi maior no 1° dia de ventilagdo mecéanica. Os prematuros que
evoluiram com DBP/ébito tiveram maiores niveis de IL-8 nos primeiros 3 dias de
vida. A idade gestacional e 0 uso de ventilacdo mecanica foram fatores de risco para
DBP/obito. Conclusé&o: Os marcadores de estresse oxidativo em vias aéreas de
prematuros nos 1° 3 dias de vida ndo diferiram em funcédo da hipertensdo materna,
tipo de assisténcia respiratoria e prognostico respiratério neonatal. Niveis
aumentados de IL-8 ocorreram na ventilagdo mecénica e nos prematuros com

DBP/6bito. Os biomarcadores nao foram preditores de DBP/Gbito.

Palavras-chave: Pré-eclampsia; recém-nascido prematuro; displasia

broncopulmonar; estresse oxidativo; citocinas,



ABSTRACT

Background: Oxidative stress and inflammation are important mechanisms in the
pathophysiology of preeclampsia and neonatal diseases, however, it is unclear
whether the outcome of preterm infants of hypertensive mothers is due to a direct
effect of maternal disease or to short gestation. Objective: To determine the levels of
oxidative stress markers and inflammation in the airways of preterm infants of
hypertensive mothers and normotensive ones in the first three days of life; to
evaluate the influence of the respiratory support and the relationship between the
biomarkers and neonatal respiratory outcome. Method: A prospective study of inborn
preterm infants <34 weeks gestation, requiring nasal CPAP or mechanical ventilation
in the first day of life, stratified into two groups: hypertensive mothers and
normotensive ones. Exclusion criteria: diabetes mellitus, c horioamnionitis, congenital
malformation or infection, death <24 hours. Determination of malondialdehyde
(MDA), nitric oxide (NO) and interleukin 8 (IL-8) levels were carried out in airway
aspirate samples at the first and third days of life. Gestational, delivery and neonatal
data were evaluated. Outcome: discharge without bronchopulmonary dysplasia
(BPD) or BPD/ death. Data were analyzed by univariate and multivariate statistical
analysis. Results: We studied 73 preterm infants, mean gestational age of 29 weeks,
32 infants were born to hypertensive mothers and 41 born to normotensive mothers.
There were no differences in the MDA, NO and IL-8 levels between the two groups,
in day 1 and day 3. By comparing neonates on mechanical ventilation versus nasal
CPAP the concentrations of MDA and NO didn't differ, but the IL-8 was higher in the
first day of mechanical ventilation. Preterm infants with BPD / death had higher levels
of IL-8 in the first 3 days of life. Gestational age and mechanical ventilation were risk
factors for BPD / death. Conclusion: The oxidative stress markers in the airways of
preterm infants in the first 3 days of life were not related to maternal hypertension,
type of respiratory support and neonatal respiratory outcome. Increased levels of IL-8
were associated with mechanical ventilation and BPD / death. The biomarkers were

not predictive of BPD / death.

Key words: Preeclampsia; Premature, infant; Bronchopulmonary dysplasia;

Oxidative stress; Cytokines.
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1-INTRODUCAO

1.1- Sindromes Hipertensivas da Gestacao

As sindromes hipertensivas constituem a complicacdo médica mais frequente
da gravidez e a principal causa de morbidade materna, fetal e neonatal, bem como
uma indicacgdo frequente para o nascimento prematuro. A incidéncia das sindromes
hipertensivas varia entre 5 a 10% de todas as gesta¢cfes, com cifras mais elevadas
em gestacdes gemelares, e em mulheres primiparas ou com antecedentes de pré -
eclampsia. Dentre as sindromes hipertensivas, a pré-eclampsia € a manifestacéao
mais importante, responsavel por mais de metade dos casos (Barton et al., 2001,
Villar et al., 2004; Roberts et al., 2005; Duley, 2009).

A definicio mais aceita das sindromes hipertensivas gestacionais foi
proposta pelo National High Blood Pressure Education Program Working Group on
High Blood Pressure in Pregnancy (NHBPEP, 2000), que utilizou como critério
diagnostico de hipertensdo, a pressao arterial de 140 / 90 mmHg ou mais, em 2
ocasifes com intervalo de pelo menos 4 horas. O NHBPEP (2000) definiu quatro
categorias de hipertenséo na gestacao:
- Hipertenséo arterial cronica: quando se manifesta antes da gravidez ou antes da
20% semana de gestacdo ou persiste por mais de 12 semanas apos 0 parto.
- Hipertensdo gestacional: aquela que se manifesta apds 20 semanas de gestacao.
- Pré-eclampsia: desenvolvimento de hipertensdo apdés 20 semanas de gestacao,
associada com proteinuria (= 300 mg em urina de 24 horas), em mulher previamente
normotensa.

- Pré-eclampsia superposta a hipertensdo arterial cronica: pré-eclampsia
diagnosticada em mulher previamente hipertensa.

Um aspecto de preocupacdo obstétrica na pré-eclampsia € a possibilidade
desta evoluir para formas mais graves, seja a eclampsia, ou a Sindrome HELLP
(Peracoli & Parpinelli, 2005).

Devido as condicfes intra-uterinas adversas ou complicacdes maternas, a
gestacdo complicada pela hipertensdo materna com freqUéncia tem que ser
interrompida prematuramente, ocasionando elevado indice de mortalidade e
morbidade perinatal. Além da prematuridade, outras repercussdes para o concepto
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incluem: baixo peso ao nascer, restricdo do crescimento intra-uterino, sofrimento
fetal e maior risco de doencas cronicas (Oliveira et al., 2002; Ferréo et al., 2006).

Durante a gestacdo normal o estresse oxidativo aumenta, porém &
compensado pelo aumento das defesas antioxidantes endégenas. Na pré -eclampsia
a perfusdo sanguinea placentaria €é inadequada propiciando areas de
isquemia/reperfusdo e consequentemente o aumento na formacdo de radicais livres
de oxigénio e ativacdo de neutrdfilos (Xiong et al., 2002; Bernardi, 2007). Um
aspecto importante é que as alteracfes detectadas em placentas de gestantes
hipertensas também tém sido encontradas no sangue do corddo umbilical,
traduzindo a exposicdo do concepto a condicdo de estresse oxidativo materno
(Chamy et al., 2006).

1.2- Radicais Livres e Estresse Oxidativo

Radicais livres de oxigénio sdo atomos ou moléculas que contém um elétron
altamente reativo ndo pareado em sua Ultima camada eletrénica, e que sédo capazes
de reagir com outras moléculas, modificando suas estruturas (Andrade Junior et al.,
2005).

No metabolismo aerébico normal ocorre reducdo do oxigénio molecular. Se
houver reducdo do oxigénio com um numero menor de elétrons ao longo da cadeia
respiratoria, havera producdo de radicais livres, designados espécies reativas de
oxigénio (ROS) que incluem o anion superoxido (O2), o radical hidroxila (OH) e
outras substancias igualmente reativas. Outros radicais livres produzidos sao as
espécies reativas de nitrogénio (RNS), formadas por reacdes envolvendo o 6xido
nitrico (NO), tais como peréxido de hidrogénio (H20,) e peroxinitrito (OONO). A
producdo desses radicais ocorre por diversos mecanismos, tanto em condicdes
fisiologicas como o metabolismo celular de acidos graxos e de prostaglandinas,
como também em situacfes de isquemia-reperfusdo, hipdxia-hiperoxia e inflamacao-
infecgéo (Trindade & Rugolo, 2007).

Em condi¢cdes normais ha equilibrio entre a producdo de radicais livres e sua
eliminacéo através do sistema antioxidante, que protege a célula antes que o agente
cause lesdo ou repara a lesdo ocorrida. Esse sistema é composto por glutationa
reduzida, superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase
e as vitaminas C e E (Ferreira & Matsubara, 1997; Trindade & Rugolo, 2007).
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Em situacdes de excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema
antioxidante ocorre desequilibrio entre produgéo e remo¢do de ROS/RNS gerando o
estresse oxidativo e lesdo por radicais livres em varios 6rgdos e tecidos incluindo:
retina, coracdo, pele, intestino, pancreas, figado, musculo, rins, pulmdes e sistema
nervoso central (Vancini et al., 2005; Perrone etal., 2010).

Muitos marcadores tém sido utilizados para investigar o estresse oxidativo,
dentre eles o malondialdeido (MDA) e o oxido nitrico (NO), sendo o MDA um dos
produtos secundarios da peroxidacao lipidica, resultado da reacdo com o acido
tiobarbitdrico detectada pelo método TBARS (Grotto et al., 2008). O NO resulta da
oxidacdo do aminoacido L-arginina catalisada pela enzima Oxido nitrico sintase
(NOS). Apesar do NO fazer parte dos mecanismos de defesa do organismo ele pode
produzir substancias téxicas, como o dioxido de nitrogénio e provocar lesdo celular.
A meia vida do NO é extremamente curta devido a sua instabilidade e toxidade,
sendo rapidamente convertido em nitrato (NO3 ) e nitrito (NO2 ), os quais sao
dosados para deteccdo do NO em amostras bioldgicas (D usse, Vieira & Carvalho,
2003; Alvez & Ishiki, 2005).

Considera-se que o0 estresse oxidativo pode estar envolvido na patogénese de
varias doencas no recém-nascido prematuro, tais como retinopatia da
prematuridade,  enterocolite necrosante, hemorragia  periintraventricular,
leucomal&cia periventricular e também a displasia broncopulmonar. Em comparacao
aos recém-nascidos de termo, 0s prematuros apresentam menor capacidade
antioxidante, o que aumenta a suscetibilidade ao estresse oxidativo (Trindade &
Rugolo, 2007; Perrone etal., 2010).

Vérios estudos tém documentado que o aumento de produtos de oxidacao
protéica e lipidica em aspirado traqueal de prematuros nos primeiros dias de vida
associa-se com evolucdo pulmonar adversa. (Ramsay et al., 2001; Schok et al,
2001; Collard et al., 2004; Cooke & Drury, 2005).

1.3- Marcadores Inflamatorios

Dentre os marcadores de inflamacdo destacam-se as citocinas, que tem o
importante papel de promover a migracdo de leucécitos ativando moléculas de
adesdo e proteinas da matriz extracelular, sendo as citocinas pré-inflamatorias

responsaveis pelo inicio da resposta inflamatéria frente a agressdo do agente
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nocivo. As interleucinas 6 e 8 (IL-6 e IL-8) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
sdo as principais citocinas pré-inflamatérias (Vento et al., 2006; Volp et al., 2008).

Conforme documentado em amostras de lavado broncoalveolar de recém-
nascidos prematuros, nos primeiros dias de vida, a elevacdo dos niveis de citocinas
pro-inflamatorias ocorre no processo inicial da lesdo pulmonar na DBP, precedendo
a liberacéo de neutrofilos e macréfagos (Munshi et al., 1997; Saugstad, 2003; Speer,
2006).

1.4- DisplasiaBroncopulmonar

A medida em que aumenta a sobrevivéncia de prematuros de muito baixo
peso, cresce a preocupacdo com a qualidade de vida desses prematuros, pois 0S
recursos necessarios para manter adequada funcdo de o6rgdos imaturos podem
causar lesdo dos mesmos e 0s prematuros sobreviventes podem apresentar
complicacdes crbnicas dentre as quais a displasia broncopulmonar (DBP) (Cunha et
al., 2003; Rugolo, 2005; Tapia et al., 2006).

A incidéncia da DBP é inversamente proporcional a idade gestacional e peso de
nascimento, acometendo cerca de 30% dos prematuros menores que 1000g e 10%
dos recém-nascidos entre 1.250 e 1.500g. A doenca é rara em prematuros com
idade gestacional maior que 34 semanas. (Friedrich et al., 2005; Monte et al., 2005;
Walsh et al., 2006).

A DBP foi inicialmente descrita em 1967 por Northway em prematuros com
sindrome do desconforto respiratério (SDR) que evoluiram com dependéncia de
oxigénio aos 28 dias de vida, associada a alteracdes clinicas e radiolégicas
atribuidas a lesdo pulmonar pela ventilagdo mecanica e oxigénio. Na década de 80
ocorreram dois grandes avangos na assisténcia perinatal: o incremento no uso de
corticoide antenatal e o inicio do uso de surfactante exdgeno em prematuros. Essas
duas praticas combinadas acarretaram significativa diminuicdo da incidéncia e
gravidade da sindrome do desconforto respiratério, bem como aumento na
sobrevivéncia de prematuros (Hack & Fanaroff, 2000; Horbar et al., 2002; Stoelhorst
etal., 2005).

Em decorréncia dessas mudancas, houve também alteracdo na fisiopatologia,
fatores de risco, quadro clinico e radiolégico da displasia broncopulmonar, surgindo
nova terminologia: Doenga pulmonar crénica e nova DBP. No intuito de unificar a

terminologia e padronizar os critérios de definicdo, em um Consenso de
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especialistas foi proposto usar apenas o termo displasia broncopulmonar e defini-la
pela necessidade de oxigénio durante 28 dias. Nessa nova definicdo a gravidade da
doenca em prematuros menores que 32 semanas deve ser avaliada ao atingir 36
semanas de idade pés-menstrual, sendo considerada DBP leve se nessa idade nao
for necessario o uso de oxigénio; moderada se o0 prematuro necessitar de
concentracdo de O, abaixo de 30%, e grave se houver necessidade de maior
concentracdo de O, ou qualquer forma de assisténcia ventilatéria (Jobe & Bancalari,
2001).

A etiologia da DBP ndo esta totalmente esclarecida, porém considera-se que
multiplos fatores atuem no pulméo imaturo, exposto a varias agressdes e ao mesmo
tempo com mecanismos de defesa ainda ndo completamente desenvolvidos. Dentre
os fatores de risco para DBP a prematuridade € o principal, pois essa doenca
representa a resposta de pulmdes imaturos a lesao pulmonar aguda provocada pela
ventilacdo mecanica, oxigénio, infeccdo perinatal e outros fatores de agresséo,
aliados a reduzida capacidade dos mecanismos de defesa pulmonar, especialmente
a menor atividade de enzimas antioxidantes (Bancalari, 2006; Bhering et al., 2007).

Desde sua descricdo inicial, a DBP tem sido atribuida a toxicidade do oxigénio,
gue atualmente se sabe pode induzir a lesdo pulmonar pela producdo de radicais
livres, como o superéxido e o peroxido de hidrogénio que sdo toxicos. Esses
metabdlitos provocam inibicdo de proteases e da sintese de DNA, diminui¢do da
sintese de surfactante, peroxidacdo de lipidios, e atuam como fatores quimiotaticos
de células inflamatorias. Aléem da lesdo pelo oxigénio, a ventilagdo mecéanica tem
efeito lesivo em pulmdes imaturos, devido a expansdo pulmonar ndo uniforme,
propiciando lesdo por estiramento e resposta inflamatéria em vias aéreas de
pequeno e médio calibre, com aumento no risco de DBP (Philip, 2009; Hillman et al.,
2010).

A infeccdo perinatal é outro importante fator de risco para a ocorréncia de DBP,
estando claramente estabelecida a relacdo entre exposicao fetal a corioamnionite e
desenvolvimento de DBP. Varios estudos mostram que niveis aumentados de
citocinas pro-inflamatérias em liguido amnidtico e corddo umbilical, indicando
resposta inflamatéria sistémica fetal na corioamnionite, estdo associados com a
ocorréncia de DBP (Cunha et al., 2003; Monte et al., 2005; Speer, 2006).

A persisténcia do canal arterial também pode contribuir para o desenvolvimento

da DBP, pois aumenta o fluxo sanguineo pulmonar e causa edema intersticial,
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gerando diminuicdo da complacéncia pulmonar e aumento da resisténcia de vias
aéreas, com conseqiente necessidade de ventilacdo mecanica mais agressiva
(Hamrick & Hansmann, 2010).

Em qualquer dessas situagfes de risco para DBP, a inflamagdo tém papel
fundamental, provocando liberacdo de mediadores pré-inflamatorios e citocinas
guimiotaticas, como a interleucina 8, interleucina 10 e fator de necrose tumoral alfa
(Jobe & Bancalari, 2001).

Considerando que as sindromes hipertensivas da gestacdo representam uma
das principais causas de nascimentos prematuros, sendo 0s prematuros de alto
risco para desenvolver doencas pulmonares e pela importante participacdo dos
mediadores inflamatorios e do estresse oxidativo na patogénese das doencas do
prematuro, surgiu o interesse em desenvolver essa pesquisa visando responder a
seguinte questao:

- Os niveis de marcadores de estresse oxidativo e de inflamacdo em vias
aéreas e 0 prognoéstico respiratério diferem em prematuros de maes hipertensas
comparados aos de normotensas?

Hipétese do estudo: os niveis de marcadores de estresse oxidativo e de
inflamacdo em vias aéreas sdo mais elevados nos prematuros filhos de maes

hipertensas.
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2-0BJETIVO:

Determinar os niveis de marcadores de estresse oxidativo e de inflamacao
em vias aéreas de prematuros de maes com sindromes hipertensivas gestacionais
(SHG) e de maes normotensas, nas primeiras 72 horas de assisténcia respiratoria, e
a relacdo dos mesmos com o progndstico respiratério neonatal.

Especificamente:

- Dosar malondialdeido (MDA), 6xido nitrico (NO) e interleucina-8 (IL-8) em vias
aéreas, no primeiro e terceiro dia de assisténcia respiratoria, em prematuros de
maes hipertensas comparados aos de maes normotensas.

- Analisar a influéncia do tipo de assisténcia respiratéria: ventilagdo mecanica versus
CPAP nasal, nos niveis dos biomarcadores.

- Investigar os fatores de risco para displasia broncopulmonar e/ou ébito e a relagéo

dos biomarcadores com esse desfecho.
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3-METODO

3.1 Delineamento do estudo e tamanho da amostra

Estudo observacional, prospectivo e longitudinal, com prematuros internados
na UTI Neonatal do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP, no periodo de marco de 2009 até setembro de 2010, apos a aprovacdo do
Comité de Etica em Pesquisa desta Instituicdo (Aprovado em 03/11/2008).

O estudo foi delineado para comparacdo de dois grupos com 30 prematuros
em cada grupo. Nao foi possivel estimar o tamanho do efeito esperado, pois ndo ha
estudos na literatura que tenham investigado marcadores de estresse oxidativo em

vias aéreas de prematuros de méaes hipertensas.

3.2 Selegcédo dos sujeitos, critérios de inclusédo e excluséo

Foram selecionadas as gestantes com idade gestacional inferior a 34 semanas
internadas na enfermaria de obstetricia ou no pré-parto do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP, devido a: trabalho de parto prematuro
ou resolucdo da gestacdo. As gestantes foram entrevistadas pela pesquisadora,
informadas quanto aos objetivos da pesquisa e convidadas a participar, obtendo-se
a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 1).

Nas gestantes selecionadas foi investigado, a partir dos dados médicos do
prontuario materno, a presenca ou ndo de sindromes hipertensivas da gestacéo
diagnosticadas ou confirmadas no servico, critério esse utilizado para a constituicdo
dos dois grupos de estudo: grupo das hipertensas e grupo das normotensas
(controle).

A partir das gestantes elegiveis e que concordaram em participar do estudo
foram selecionados os recém-nascidos que internaram na UTI Neonatal e incluidos
agueles que preencheram os seguintes critérios:

- Nascido na Maternidade do HC-FMB, antes de 34 semanas de gestacao

- Peso ao nascer menor que 1800g;

- Auséncia dos antecedentes maternos de Diabete melito e de corioamnionite
- Auséncia de sindrome genética ou malformacdes congénitas multiplas

- Assisténcia ventilatoria iniciada nas primeiras 24 horas de vida
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Os recém-nascidos que ndo permaneceram no mesmo tipo de assisténcia
respiratoria até 72 horas de vida foram mantidos no estudo, porém a avaliagdo dos
biomarcadores foi efetuada apenas nas primeiras 24 horas de vida.

Foram excluidos os recém-nascidos que tiveram diagnéstico clinico e/ou
sorolégico de infeccdo congénita; bem como os que evoluiram para Obito nas

primeiras 24 horas de vida, inviabilizando a primeira avaliacéo laboratorial.

3.3 Dosagens bioquimicas:

Obtencéo das amostras do material biolégico de vias aéreas

Amostra de 1,5 ml de aspirado de vias aéreas foi obtida por aspiracdo
traqueal, nos recém-nascidos intubados e por aspiracdo de nasofaringe naqueles
em CPAP nasal. O procedimento foi realizado no momento dos cuidados rotineiros
de vias aéreas, conforme padronizado na Unidade.

A aspiracdo do material biolégico de vias aéreas foi realizada em 2
momentos: primeiras 24 horas e terceiro dia de assisténcia ventilatoria, sempre pela
mesma fisioterapéuta. Nos casos em que foi administrado surfactante exdégeno, a
primeira amostra de secrecdo de vias aéreas foi coletada apds 6 horas do uso de
surfactante. Para o procedimento de coleta o recém-nascido foi posicionado em
supino com a cabeca virada para a esquerda. A seguir foi instilado 1ml soro
fisioldgico 0,9% através do tubo traqueal nos intubados ou pelas narinas nos recém-
nascidos em CPAP nasal, e, imediatamente apos foi coletado o aspirado traqueal ou
de nasofaringe, por meio de aspiragdo manual com seringa de 10 ml e sonda
nasogastrica n° 06 (Vyas et al., 1999; D’Angio et al., 2002). Nos casos em que nao
foi recuperado o volume injetado, o procedimento de aspiracédo foi repetido, sem
volume adicional de soro fisiolégico. O volume final obtido varia de 40 até 90% do
volume instilado (Kwong et al., 1998).

Em cada procedimento os recém-nascidos foram desconectados do suporte
ventilatério por aproximadamente 15 segundos. Caso necessario repetir a aspiracao,
esta foi realizada ap6s um minuto de retorno do paciente ao seu suporte ventilatorio
para estabilizacdo. Ao final do procedimento a sonda foi lavada com 1ml de soro
fisiologico 0,9%. Durante a coleta foram monitorados continuamente: frequéncia

cardiaca, frequéncia respiratoria e saturacdo periféerica de oxigénio (SpO2). Ao
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término da coleta as amostras foram transferidas da seringa para tubos de plastico
hermeticamente fechados e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. A
seqguir foram transportadas em recipiente com gelo para o Laboratério de Pesquisa
Experimental em Pediatria da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP, onde

foram estocadas a - 80° C até o momento das dosagens.

Métodos das dosagens bioquimicas
Como marcadores de estresse oxidativo foram dosados: malondialdeido

(MDA) e 6xido nitrico (NO) e como marcador inflamatorio a interleucina -8

Dosagem de Malondialdeido (MDA)

A determinacdo do malondialdeido foi realizada por espectrofotometria,
utiizando-se o kit TBARS Assay da Cayman Chemical Company® (Ann Arbor, M,
USA).

O TBARS é um método classicamente utilizado na literatura para
identificacdo de peroxidacdo lipidica e dosagem de MDA. O principio do método
consiste medicdo de uma substancia rosea produzida em decorréncia da interacao
do MDA com o &cido tiobarbitdrico conforme descrito por Ohkawa et al., 1979.
Foram realizadas as seguintes etapas: mistura de 50 pL da amostra e
concentragfes conhecidas do padrdo com 50 mM de SDS (sédio dodecilsulfato), e
posterior adicdo do reagente colorimétrico. Essa mistura foi fervida em banho a 100°
C por uma hora para o desenvolvimento da cor résea, e a seguir a reacao foi
bloqueada em banho de gelo por 10 minutos. Apés esse periodo 150 pL da solucdo
foi depositada em microplacas de 96 alvéolos para leitura no aparelho Spectra Max
190 (Molecular Devices, CA, USA) leitor de ELISA com filtro de 530nm.

A precisdo do método foi de 5,5 - 7,6% intra-ensaio e 5,1 - 5,9% inter-ensaio,
com limite minimo de detecc¢ao de 0,15 yM. O intervalo de concentragéo utilizado foi
de 0-50 uM.
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Dosagem de 6xido nitrico (NO)

A dosagem do oOxido nitrico foi realizada por método colorimétrico utilizando-
se Nitrate/nitrte colorimetric Assay kit (Cayman Chemical Company®, Ann Arbor, Ml,
USA).

A quantidade de NO foi determinada pela quantificacdo total de nitrato e
nitrito, que sdo os metabdlitos finais do éxido nitrico. As amostras foram tratadas
com nitrato redutase para conversao do nitrato a nitrito, sendo este Udltimo
guantificado por reacéo colorimétrica pelo método de Griess (Granger et al., 1996)
no qual a concentracdo de nitrito (croméforo purpura) € obtida pela medicao
colorimétrica da reacdo em 540 nm. Para a obtencédo da curva padrao utilizou-se o
padréo de nitrato nas concentragdes de 0 a 35 mM.

Esse método tem boa acuracia, com coeficiente de variacdo inter-ensaio de

3,4% e intra-ensaio de 2,7%, e com limite minimo de detecg&o de 2,0 pM.

Dosagem de Interleucina 8 (IL-8)

A dosagem de IL-8 foi realizada por Elisa com anticorpos anti-IL-8 humana
especificos para esta citocina. Placas de 96 alvéolos de alta afinidade para
moléculas com dominios hidrofilicos e hidrofébicos (Nunc-Immuno™ Plates”
Maxsorp, NY, USA) foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-IL-8 (BD
Pharmingen®, San Diego, CA, USA), diluido concentracdo de 1:250 em tampéo
carbonato de sodio 0,1M e pH=9,5. A incubacao deste anticorpo para que 0 mesmo
ligar-se a placa foi realizada por um periodo de 18 horas a 5°C em camara Umida
para evitar evaporacao.

Apbs a sensibilizacdo, as placas foram lavadas com PBST (salina tamponada
com fosfato adicionado de 0,05% de Tween 20) e bloqueadas com 10% de albumina
bovina sérica (BSA-Sigma®, USA). Ap6s periodo de 2 horas de blogueio a
temperatura ambiente, foram feitas 3 lavagens das placas com PBST e
posteriormente adicionado um volume de 100uL das amostras foram depositadas
em cada orificio e incubadas por 2 horas a temperatura ambiente. A0 mesmo tempo
a IL-8 recombinante foi diluida nas concentragbes de 200 a 3,1 pg/ml em PBS
(salina tamponada com fosfato), pH=7,4 (Laborclin ™ Pinhais, PR, Brasil)

adicionado de 10% de BSA. Sete concentracdes de IL-8 recombinante foram usadas
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como padrao para obtencédo da equacao da reta a qual foi utilizada na quantificacéo
de IL-8 das amostras estudadas.

Apés a retirada das amostras e IL-8 recombinante presente nas placas,
procedeu-se nova lavagem (5 vezes), seguindo-se a adi¢cdo de anticorpos anti-IL-8
conjugado com biotina. Este anticorpo foi adicionado em conjunto com a
estreptoavidina peroxidase (BD Pharmingen®, San Diego, CA, USA), ambos os
reagentes foram diluidos em PBS contendo BSA a 1%. O periodo de incubacéo
utilizado neste periodo foi de uma hora em temperatura ambiente. Em seguida, foi
realizada nova lavagem da placa (7 vezes) e posteriormente adicionado o substrato
de tetrametilbenzidina (BD Pharmingen® ,San Diego, CA, USA). O tempo de reac&o
foi de 30 minutos e o bloqueio realizado com H>SO4 a 4 N. A leitura da reacao foi
realizada em leitor de ELISA, no comprimento de onda de 450 nm.

O limite minimo de deteccdo da IL-8 nesse método foi de 3.5 pg/ml com

coeficiente de variagao inter-ensaio de 8% e intra-ensaio de 5 %.

3.4 Variaveis de estudo:

Foram avaliados os dados clinicos maternos, gestacionais e neonatais, incluindo
aspectos demograficos, da evolucao clinica e da assisténcia médica ministrada aos
prematuros durante toda a internacéo, bem como os dados laboratoriais dos recém-
nascidos. Os dados clinicos de interesse para o estudo foram obtidos do prontuario
do paciente e anotados no protocolo da pesquisa, incluindo:

Dados maternos e gestacionais:

- idade e paridade.

- hipertensdo arterial: a presenca ou auséncia dessa variavel foi utilizada como
critério para constituicdo dos dois grupos de estudo. O diagndstico das Sindromes
hipertensivas da gestacdo (SHG) foi realizado pelos obstetras do Servi¢o, conforme
os critérios propostos pelo NHBPEP (2000) sendo consideradas quatro categorias
de hipertensdo na gestacéo: Hipertensédo arterial cronica; Hipertensdo gestacional,
Pré-eclampsia; Pré-eclampsia superposta a hipertenséo crénica.

- gravidade das SHG: caracterizada pela ocorréncia de eclampsia (presenca de

convulsdo em gestante com pré-eclampsia) ou sindrome HELLP (presenca de
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alteracdo de enzimas hepaticas, plaquetopenia em gestante com pré-eclampsia), ou
uso de sulfato de magnésio (Peracoli & Parpinelli, 2005).

- uso de corticosterdide antenatal: considerado presente quando da utilizacdo de
pelo menos uma dose de betametasona, nas 24 horas que antecederam o parto;

- sofrimento fetal: presente ou ausente conforme avaliacdo obstétrica;

- trabalho de parto prematuro;

- rotura prematura de membranas: considerada presente quando > 12 horas.

- tipo de parto: vaginal ou cesarea, sendo a cesarea classificada em urgente ou
eletiva, e conforme a indicacdo: materna e/ou fetal.

Dados clinicos dos recém-nascidos:

- género: masculino e feminino;

- idade gestacional: determinada preferencialmente pela melhor estimativa
obstétrica: data precisa da Ultima menstruacdo (DUM), ou ultrassonografia precoce
(antes de 20 semanas de gestacao).

- peso de nascimento (g) e adequacdo do peso para a idade gestacional: conforme
criterio de Alexander et al., 1996, sendo considerado adequado para a idade
gestacional entre o percentil 10 e 90; pequeno para a idade gestacional quando
abaixo do percentil 10 e grande para a idade gestacional quando acima do percentil
90;

- reanimagcdo neonatal em sala de parto: considerada presente quando houve
necessidade de ventilacdo com pressao positiva. Nos recém-nascidos reanimados
avaliou-se também a necessidade de intubacdo, massagem cardiaca, uso de
drogas;

- boletim de APGAR avaliado no primeiro e quinto minutos de vida.

- boletim de Silvermann — Andersen (BSA): aferido em sala de parto para avaliar a
presenca e o grau de desconforto respiratério. A nota do BSA = 4 caracterizou
desconforto respiratorio moderado com necessidade de assisténcia respiratoria.

- Escore SNAP-PE: aplicado nas primeiras 12 horas de vida para avaliar a gravidade
dos recém-nascidos, conforme proposto por Richardson et al. 2001.

- morbidade neonatal: investigada a presenca de doencas respiratorias agudas e
displasia broncopulmonar (definida pela necessidade de oxigénio > 28 dias e pela
necessidade de oxigénio com 36 semanas de idade péds-menstrual, conforme
proposto por Jobe e Bancalari, 2001); sepse (independente de hemocultura positiva,

definida como precoce quando manifesta nas primeiras 72 horas de vida e tardia
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apos 72 horas); enterocolite necrosante confirmada (a partir do estagio 1B conforme
criterio de Walsh e Kliegman, 1986); hemorragia peri-intraventricular classificada
conforme Papile et al, (1978); retinopatia da prematuridade (considerado qualquer
grau da doenca diagnosticada entre 4-6 semanas de vida).

- Assisténcia respiratéria: uso de surfactante exdgeno, necessidade de ventilacdo
mecanica ou de CPAP nasal nas primeiras 72 horas de vida.

- Tempo de internacdo: em dias

- Saida: alta ou 6bito

Desfechos:

Displasia broncopulmonar e/ou morte

Alta sem displasia broncopulmonar

Na avaliagdo do desfecho de interesse foi considerada a definicio de DBP pela

necessidade de oxigénio por 28 dias ou mais (DBP-28d).

3.5 Analise Estatistica:

A andlise descritiva dos dados foi efetuada por meio de tabelas de frequéncia e
associacao, sendo as variaveis numeéricas apresentadas com calculo de média e
desvio padrdo ou mediana e percentis. Média foi utilizada para variaveis com
distribuicAo simétrica ou normal e a mediana para variaveis com distribuicdo
assimétrica ou ndo normal. Variaveis categoéricas foram expressas pelo numero e
proporcao de eventos.

A comparacdo entre grupos quanto as variaveis numéricas foi realizada pelo
teste t de Student para distribuicdo normal ou pelo teste de Mann-Whitney para
distribuicAo ndo normal. Para variaveis categoricas foi utilizado o teste do Qui-
guadrado ou teste exato de Fisher.

Para testar a associacdo das sindromes hipertensivas da gestacdo e de
outros potenciais fatores de risco com o0s niveis de biomarcadores, bem como para
avaliar a relacdo dos biomarcadores com a ocorréncia de DBP e/ou 6bito, foram
ajustados modelos lineares generalizados com distribuicdo gama, por
PROCGENMOD, utilizando-se o programa SAS for Windows v.9.2.
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Analise multivariada com técnica de regressédo logistica foi empregada para
investigar os fatores de risco para DBP e/ou 6bito.
As diferencas foram consideradas significantes quando p < 0,05.
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4 - RESULTADOS

Foram selecionadas 72 gestantes no periodo entre marco de 2009 e
setembro de 2010, sendo 31 com Sindromes Hipertensivas da Gestacdo e 41
normotensas (controle). Dentre as gestantes normotensas, em dois casos 0s recém-
nascidos ndo foram incluidos devido a presenca de corioamnionite materna. Em
todos outros casos foram preenchidos os critérios de inclusdo dos recém-nascidos.
Nesta amostra ocorreram 3 gestacfes gemelares, sendo uma no grupo das
hipertensas e duas do grupo controle, e nesses 3 casos ambos gemelares
preencheram os critérios de inclusdo, portanto o numero de gestantes foi assim
distribuido: 31 no grupo das hipertensas e 39 no controle; e o nimero de recém-
nascidos incluidos no estudo foi: 32 no grupo das hipertensas e 41 no grupo
controle. Nenhum recém-nascido foi excluido.

Os dados clinicos maternos e dos recém-nascidos nos dois grupos estudados
encontram-se nas tabelas 1 e 2.

A tabela 1 apresenta os principais dados maternos, gestacionais e de
nascimento, verificando-se algumas diferengcas significativas entre os grupos. No
grupo das hipertensas a idade média materna foi maior e houve menor proporcao de
primigestas, de rotura prematura de membranas e de trabalho de parto prematuro,
enquanto que a frequéncia de sofrimento fetal foi maior neste grupo em relagcéo ao
controle. Cesariana foi a principal via de nascimento no grupo das hipertensas,
sempre em carater de urgéncia, com predominio de indicacdo materna. Em ambos
0s grupos a idade gestacional foi bastante baixa, ndo houve distribuicéo preferencial
qguanto ao género e foi freqliente a necessidade de reanimacdo em sala de parto.
Recém-nascidos pequenos para idade gestacional (PIG) foram mais freqientes no
grupo das hipertensas, enquanto que os valores medianos do Boletim de

Silvermann-Adersen foram maiores no grupo controle.
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Tabela 1. Dados demograficos, gestacionais e de nascimento dos grupos estudados.

Variavel Hipertensas Controle Valorde p
(n=31) (n=39)

Idade (anos) x + DP 2775 22+6,6 0,013
Primigestas n (%) 10 (32) 25 (64) 0,016
Sofrimento fetal n (%) 17 (54) 8 (31) 0,006
Rotura prematura membranas n (%) 1(3) 12 (31) 0,004
Trabalho de parto prematuro n (%) 1(3) 32 (87) <0,001
Corticéide antenatal n (%) 25 (81) 34 (87) 0,520
Cesariana n (%) 28 (90) 12 (30) <0,001
Idade gestacional x+ DP 29+2,6 28,4+2,6 0,147
Peso de nascimento (g) xz=DP 1084 + 307 1121 + 299 0,608
Pequeno p/idade gestacional n (%) 14 (44) 5(12) 0,005
Ventilagéo c/ pressao positiva n (%) 25 (78) 33 (80) 0,965
Intubacao traqueal n (%) 14 (44) 21 (51) 0,691
Apgar 1° minuto < 3 n (%) 12 (37,5) 11 (27) 0,472
Apgar 5° minuto <6 n (%) 7 (22) 9 (22) 0,782
BSA md (P25 - P75) 5(4-6) 6(5-7) 0,035
SNAP-PE (P25 - P75) 22 (15 - 35) 25 (8 - 44) 0,569

BSA = Boletim de Silvermann-Andersen;

SNAP-PE = Score for Neonatal Acute Physiology — Perinatal Extension

Dentre as 31 gestantes hipertensas quatro tiveram hipertenséo arterial crénica

(HAC), quatro apresentaram hipertensdo gestacional (HIG), 19 apresentaram pré -

eclampsia (PE) e quatro pré-eclampsia superposta a hipertensdo arterial cronica

(PE/HAC). Das gestantes com pré-eclampsia, seis evoluiram com eclampsia e seis

com Sindrome HELLP. O sulfato de magnésio foi utilizado no tratamento de oito

gestantes.

A Figura 1 mostra a distribuicdo percentual das diversas formas de sindromes

hipertensivas gestacionais nesta amostra.
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Figura 1: Distribui¢do das m3es com sindromes hipertensivas da gestac3o.

A morbidade neonatal foi elevada nos dois grupos, mas a mortalidade foi
baixa e ndo houve diferenca entre os grupos, como mostra a Tabela 2. A sindrome
do desconforto respiratorio (SDR) foi a doenca mais freqiiente na amostra estudada.
As medianas e percentis (P25 e P75) da FiO2 maxima utilizada nas primeiras 72
horas foram de 0,4 (0,3- 0,5) e 0,5 (0,3- 0,6) nos grupos hipertensas e normotensas
respectivamente (p=0,225); do tempo de uso de oxigénio foram de 7,5 (5- 30) e 18
(7,5- 52) dias (p=0,064), e do tempo de internacdo 30 (21- 53) e 42 (31- 69) dias
(p=0,122).
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Tabela 2. Principais doencas, assisténcia respiratéria e mortalidade dos recém-

nascidos nos grupos estudados.

Variavel Hipertensas  Controle  Valor de
(n=32) (n=41) p
S. Desconforto respiratorio n (%) 23 (72) 28 (68) 0,941
Pneumonia precoce n (%) 6 (19) 11 (26) 0,595
Uso de surfactante exdgeno n (%) 19 (59) 24 (58,5) 0,867
Uso de VM nas 1%° 72 h n(%) 20 (62,5) 23 (56) 0,755
Uso de CPAP nasal nas 172 h n (%) 12 (37,5) 18 (43) 0,755
Sepse precoce n (%) 2 (6) 7(17) 0,283
Sepse tardia n (%) 9 (28) 8 (19,5) 0,559
Enterocolite necrosante n (%) 4(12,5) 2 (5) 0,394
HPIV graus 3-4 n (%) 5(16) 8 (19,5) 0,903
Retinopatia da prematuridade n (%) 309 6 (15) 0,722
Oxigénio aos 28 dias n (%) 10 (31) 16 (39) 0,659
Oxigénio com 36 semanas n (%) 4(12,5) 9 (22) 0,460
Obito intrahospitalar n (%) 4 (12,5) 5(12) 1,000

HPIV = hemorragia periintraventricular

Foram coletadas 155 amostras de aspirado de vias aéreas. O volume
recuperado no procedimento de obtencdo do material biologico foi de 85% em
media.

Os resultados das dosagens dos marcadores de estresse oxidativo e de
inflamacao nos prematuros de mées hipertensas comparados aos das normotensas,
estdo apresentados nas figuras 2 a 4, onde se verifica que nos dois momentos de
avaliacdo as concentracfes de malondialdeido, de 6xido nitrico e de interleucina 8
nao diferiram entre 0s grupos.

Ao comparar os valores dos 3 biomarcadores no primeiro versus terceiro dia

em cada grupo, também ndo houve diferenca significativa.
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Figura 2- Concentracdes de MDA dos prematuros de maes hipertensas e normotensas no 1°

e 3° dias de assisténcia ventilatdria.
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Figura 3- Concentracdes de NO dos prematuros de maes hipertensas e normotensas no 12 e

39 dias de assisténcia ventilatoria.
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Figura 4- Concentracdes de IL-8 dos prematuros de maes hipertensas e normotensas no 1° e

3° dias de assisténcia ventilatoria.

Foram também avaliadas as concentracfes dos biomarcadores em funcéo do

tipo de assisténcia ventilatoria.
Os niveis de malondialdeido e de

prematuros que utilizaram ventilagdo meca

6xido nitrico nao diferiram entre os 43

nica e os 20 que receberam CPAP nasal

(Figuras 5 e 6). Entretanto as concentracdes de interleucina 8 no primeiro dia foram

significativamente mais elevadas nos prematuros em ventilagdo mecanica (Figura 7).



36

= VM
® CPAP

p= 0,809 p= 0,141
125
100
75 .
50 ] ° [ ]
20T .
g‘l& E .- :
104 . .
51 i E;. ._:: —i—
ol st :
1° dia 3° dia

Figura 5- Concentragdes de MDA dos prematuros no 1° e 3° dias de vida conforme o tipo de

assisténcia ventilatoria.
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Figura 6- Concentragdes de NO dos prematuros no 1° e 3° dias de vida conforme o tipo de

assisténcia ventilatoria.
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Figura 7- Concentragdes de IL-8 dos prematuros no 1° e 3° dias de vida conforme o tipo de

assisténcia ventilatoria.

Ao investigar a relacdo dos biomarcadores com a ocorréncia de DBP e/ou 6bito,
verificou-se que as concentragdes de malondialdeido e de 6xido nitrico em vias aéreas nao
se associaram ao desfecho de interesse (Figuras 8 e 9), enquanto que a IL-8 mostrou-se
significativamente aumentada, tanto no primeiro como no terceiro dia de vida, nos

prematuros que evoluiram com DBP/ 6bito (Figura 10).
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Figura 8- Concentragdes de MDA dos prematuros no 1° e 3° dias de vida com relagao ao

desfecho de interesse.
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Figura 9- Concentracdes de NO dos prematuros no 1° e 3° dias de vida com relagdo ao

desfecho de interesse.
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Figura 10- Concentragdes de IL-8 dos prematuros no 1° e 3° dias de vida com relacdo ao

desfecho de interesse.
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O ajuste de modelos lineares generalizados com distribuicdo gama para testar
a associacdo entre sindromes hipertensivas da gestacdo, idade gestacional,
adequacéo do peso ao nascer para idade gestacional, uso de ventilagdo mecanica e
0os niveis de biomarcadores, ndo mostrou associacdo significativa entre as
sindromes hipertensivas da gestacdo, a idade gestacional, o uso de ventilacdo
mecanica e as concentracdes dos biomarcadores nos dois momentos de avaliacao.
A adequacdo do peso para a idade gestacional influenciou nos niveis de MDA no
primeiro (p= 0,016) e terceiro dias (p= 0,009) e nos valores de 6xido nitrico no
primeiro dia de vida (p=0,046).

Na analise multivariada com regressdo logistica foram incluidos como
potenciais fatores de risco para DBP/6bito as sindromes hipertensivas da gestacéo,
a idade gestacional, a adequacao do peso ao nascer para idade gestacional e 0 uso
de ventilagdo mecanica, evidenciando-se efeito significativo da idade gestacional e

da ventilagdo mecanica (Tabela 3).

Tabela 3: Modelo de regresséao logistica para a variavel resposta DBP/6bito

Variavel OR IC 95%
VM 17,6 2,0-1525
Idade gestacional 1,5 1,1-19
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5-DISCUSSAO

A pré-eclampsia como manifestagdo mais frequente das sindromes
hipertensivas da gestacado confirmou-se neste estudo em que 74% das gestantes
tiveram esse tipo de manifestacdo das sindromes hipertensivas, e também mostrou
elevada morbidade neonatal nos filhos de maes hipertensas, porém sem diferenca
significativa em relacdo aos de méaes normotensas. As principais complicacbes
neonatais foram aquelas associadas com a prematuridade (sindrome do desconforto
respiratério, hemorragia periintraventricular, enterocolite necrosante e displasia
broncopulmonar), j& que em ambos o0os grupos a idade gestacional foi baixa.
Resultado semelhante foi obtido em estudo caso-controle com 223 prematuros de
maes com pré-eclampsia e idade gestacional menor que 35 semanas, no qual a
morbidade neonatal ndo diferiu entre os filhos de mées hipertensas e normotensas,
mesmo no subgrupo menor que 32 semanas (Friedman et al.,, 1995). Esses
resultados corroboram o conceito de que a pré-eclampsia ndo acelera a maturidade
fetal nem melhora a evolucdo neonatal, que pode até ser pior nos prematuros de
maes hipertensas como documentado por Withagen et al., (2001).

Restricdo do crescimento intra-uterino € uma complicacdo freqlente das
sindromes hipertensivas da gestacdo, com incidéncia de 15 até mais que 50% de
recém-nascidos pequenos para a idade gestacional (Roberts et al., 2005), o que se
confirmou neste estudo em que 44% dos prematuros de maes hipertensas foram
pequenos para a idade gestacional. Esse € um aspecto que desperta preocupacao,
pois neste estudo associou-se aos niveis de marcadores de estresse oxidativo em
vias aéreas. A associacao da restricdo do crescimento intra-uterino com os niveis de
malondialdeido foi recentemente documentada em sangue materno, do cordéo
umbilical e do recém-nascido, em gestacdes de termo, caracterizando a ocorréncia
de estresse oxidativo nesta condi¢cdo (Gveric-Ahmetasevic et al., 2009), mas ainda
ndo havia sido descrita em vias aéreas de prematuros.

O efeito das SHG na morbidade respiratéria de prematuros ainda €
controverso na literatura e os estudos focalizaram predominantemente a ocorréncia
de SDR, sendo sugerido nos estudos iniciais que a situagéo de estresse intra-uterino
crénico que ocorre na pré-eclampsia poderia estimular a maturacdo pulmonar e
diminuir o risco de SDR (Yoon et al., 1980). Outros autores ndo evidenciaram

diferenca na maturacdo pulmonar e no risco de SDR (Schiff et al., 1993; Carvalho et
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al.,1997), o que foi corroborado no presente estudo. Porém ha estudos que mostram
aumento de SDR em prematuros de mées com pré-eclampsia (Chang et al., 2004).

A associacdo da pré-eclampsia com a displasia broncopulmonar tem sido
investigada recentemente e os resultados sao conflitantes. No presente estudo as
sindromes hipertensivas da gestacdo nao tiveram associa¢cdo com a ocorréncia de
DBP, semelhante ao descrito por Cunha et al., (2003) e também por Cetinkaya et al.,
(2010). Entretanto, em uma coorte de 107 prematuros menores que 32 semanas de
gestacdo, dos quais 25% desenvolveram DBP, a pré-eclampsia foi fator
independente de risco para DBP com OR= 18,7 (IC95% 2,44 — 144,76) (Hansen et
al., 2010).

A auséncia de diferencas na evolucdo neonatal de prematuros de maes
hipertensas deve ser vista com cautela devido a natureza do grupo controle, que
geralmente é constituido por prematuros advindos de trabalho de parto prematuro
e/ou rotura prematura de membranas, o que ndo € uma evolugdo gestacional normal
e esta relacionada a mecanismos inflamatoérios/infecciosos que podem influenciar no
prognéstico neonatal (Speer, 2001; Bry et al., 2010).

A prética obstétrica € também importante fator modulador do progndéstico
neonatal, conforme documentado em estudo recente envolvendo 1858 gestantes
com hipertensdo gestacional leve e estavel, das quais em 67% o parto foi eletivo,
culminando em 255% de prematuridade tardia iatrogénica com aumento na
morbidade respiratéria (Barton et al., 2011). Assim, se 0 progndstico neonatal dos
filhos de maes com sindromes hipertensivas da gestacdo é decorrente do efeito
direto da doenca materna ou devido a prematuridade é uma questao nao totalmente
esclarecida, que requer mais estudos.

Ha que se considerar que a pré-eclampsia € considerada uma doenca de 2
estagios, iniciando-se com inadequada placentacdo e reducdo do fluxo sanguineo
uteroplacentario, resultando em hipdxia placentaria. Esse estagio, em que o0s
eventos sao sub-clinicos é seguido pela liberacdo de varios mediadores, incluindo
produtos de estressse oxidativo, citocinas inflamatorias, fatores de crescimento, dos
guais causam disfuncdo endotelial e sindrome de resposta inflamatéria sistémica,
resultando no segundo estagio que é a manifestagdo clinica da pré-eclampsia
(Borzychowki et al., 2006).
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Independente da condicdo materna, prematuros doentes apresentam niveis
urinarios aumentados de marcadores de estresse oxidativo, quando comparados a
prematuros estaveis e recém-nascidos de termo sadios (Tsukahara et al., 2004).

A condicdo de estresse oxidativo aumentado em gestagcdes complicadas
pelas sindromes hipertensivas estd bem documentada na literatura. Varios estudos
mostraram aumento nos niveis de agentes pro-oxidantes e diminuicdo dos
antioxidantes em sangue materno e placenta (Rodriguez et al., 2008; Cindrova-
Davies, 2009; Rani et al.,, 2010) e em alguns estudos essas alteracfes também
foram evidenciadas em amostras de corddo umbilical, sugerindo que o aumento do
estresse oxidativo nas gestantes hipertensas pode afetar o concepto (Chamy et al.,
2006; Howlader et al., 2009), mas a relacdo entre sindromes hipertensivas, estresse
oxidativo e progndstico neonatal ainda foi pouco estudada e os resultados ndo séo
conclusivos.

Ha forte evidéncia que o estresse oxidativo, associado a resposta inflamatéria
desencadeada por citocinas pro-inflamatoérias, mediadores lipidicos e ativacdo do
complemento, estdo envolvidos na patogénese da displasia broncopulmonar, e
varios biomarcadores tem sido investigados em lavado broncoalveolar ou aspirado
de vias aéreas, na tentativa de predizer o risco de DBP, entretanto os estudos
tiveram amostra pequena e ainda nao foi identificado um marcador ideal (Schock et
al.,, 2001; Collard et al., 2004; Thompson & Bhandari, 2008).

Em relacdo a obtencdo do material bioldégico de vias aéreas, o lavado
broncoalveolar é considerado a técnica mais acurada, entretanto a aspiracao
traqueal tem sido a técnica mais utilizada, por ser um procedimento rotineiro e
padronizado na assisténcia neonatal (Thompson & Bhandari, 2008). O presente
estudo confirmou a efetividade da aspiracdo de vias aéreas, com recuperacao de
85% do volume injetado.

A hipétese deste estudo foi que os niveis dos biomarcadores estivessem
aumentados em vias aéreas dos prematuros de maes hipertensas, e esse aumento
relacionado ao pior prognéstico pulmonar, o que nado foi confirmado, pois os
prematuros de maes hipertensas nao apresentaram diferencas nas concentracoes
de marcadores de estresse oxidativo (malondialdeido e 6xido nitrico) e de
inflamacao (interleucina 8) no aspirado de vias aéreas nas primeiras 72 horas
guando comparados aos filhos de mées normotensas, notando-se em ambos o0s

grupos grande variabilidade nos valores dos biomarcadores. Esta é uma
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contribuicdo deste estudo para o conhecimento da evolugdo neonatal de prematuros
de maes hipertensas, pois, ao revisar a literatura ndo foram encontrados estudos
gue avaliaram marcadores de estresse oxidativo e de inflamacéo em vias aéreas de
recém-nascidos de mées com SHG.

E possivel que a auséncia de efeito da doenga materna nos biomarcadores
seja em parte devido a investigacdo ter sido realizada exclusivamente em vias
aéreas nas quais outros fatores, como o tipo de assisténcia respiratéria, possam
exercer maior influéncia. Assim, foi investigado o efeito da ventilacdo mecanica
versus CPAP nasal nos niveis de MDA, NO e IL-8, independente a presenca de
hipertensdo materna. Nao foi detectada diferenca nos marcadores de estresse
oxidativo, sugerindo que, pelo menos nos 3 primeiros dias de uso, a ventilacao
mecanica ndo causa maior estresse oxidativo em vias aéreas do que o CPAP nasal.
Porém a IL-8 foi maior nos prematuros com ventilagdo mecénica, traduzindo o
processo inflamatdrio associado a essa modalidade de assisténcia, 0 que esta bem
documentado na literatura, tanto em estudos experimentais como clinicos.

Em estudo com cordeiros prematuros documentou-se que 0s animais tratados
com CPAP tinham menos indicadores de lesdo pulmonar do que os que utilizaram
ventilagdo mecanica (Jobe et al.,, 2002). Entretanto, outro estudo experimental
mostrou que o uso de CPAP nasal ndo protege da lesdo pulmonar causada por
citocinas pro-inflamatorias (Polglase et al, 2009). Aumento de citocinas pré-
inflamatdrias, incluindo a IL-8 foi documentado em lavado broncoalveolar de
prematuros ventilados por 2 semanas (Schultz et al., 2003), e niveis séricos
aumentados foram descritos apos 2 horas de uso de ventilagdo mecanica (Bohrer et
al., 2010).

Nenhum estudo realizado anteriormente avaliou os niveis de MDA e NO em
vias aéreas comparando ventilacdo mecéanica e CPAP nasal.

Vento et al., (2000) estudaram 16 prematuros menores que 1250g submetidos
a ventilacdo mecéanica nos primeiros dias de vida e com diferentes concentracées de
oxigénio, nos quais foram dosados anti-oxidantes e o conteddo de carbonil protéico
como marcador de lesdo oxidativa em vias aéreas. Com 0 aumento da concentracéo
de oxigénio houve aumento dos antioxidantes, mas ndo do carbonil protéico
sugerindo que apesar das limitacdes nos mecanismos antioxidantes os prematuros
apresentam alguma resposta adaptativa a hiperdxia, 0 que nao garante protecdo

contra a leséo pulmonar.
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Em lavado broncoalveolar de prematuros extremos em ventilacdo mecanica
nas primeiras 72 horas de vida, foi documentado niveis elevados de MDA (265.6
pmol/l) com diminuicdo significativa apos a instilacdo intra-traqueal de glutationa
(11.2 pumol/l), o que sugere ser esta uma possivel intervencdo para prevengdo da
displasia broncopulmonar (Cooke & Drury, 2005).

Ao investigar a relacdo dos biomarcadores com a ocorréncia de displasia
broncopulmonar/ 6bito, 0 MDA e o NO néo tiveram associacao, enquanto que a IL-8
foi significativamente maior nos prematuros que evoluiram com DBP/ébito.

Embora a participagdo do estresse oxidativo na fisiopatologia da displasia
broncopulmonar seja classicamente referida na literatura, poucos estudos
investigaram os niveis de marcadores de estresse oxidativo e agentes antioxidantes
em vias aéreas de prematuros que evoluiram com displasia. Em 2001, Schock et al,
dosaram produtos de oxidacdo proteica e agentes antioxidantes em amostras
seriadas de lavado broncoalveolar de prematuros durante a primeira semana de vida
e verificaram nos que evoluiram com displasia broncopulmonar niveis aumentados
de antioxidantes nos primeiros 3 dias, enquanto que o marcador de estresse
oxidativo nao diferiu em relagcdo aos prematuros sem displasia. Nos prematuros com
DBP houve diminuicdo dos niveis de oxidantes e reducdo ainda mais acentuada dos
antioxidantes no decorrer da primeira semana.

Em lavado broncoalveolar de prematuros menores que 32 semanas
ventilados na primeira semana de vida, documentaram-se niveis elevados de MDA e
niveis diminuidos de glutationa nos que evoluiram com displasia broncopulmonar,
contudo os preditores de displasia foram infeccdo endotraqueal, sepse e idade
gestacional (Collard et al., 2004).

Poucos estudos avaliaram o 6xido nitrico em vias aéreas de prematuros e sua
relacdo com a displasia broncopulmonar.

Vyas et al., (1999) avaliaram semanalmente os niveis de NO em lavado
broncoalveolar de 12 prematuros que evoluiram com DBP; 18 com sindrome do
desconforto respiratério e sem DBP e 7 recém-nascidos de termo sem doenga
pulmonar (controle). Na primeira semana nao houve diferenca entre 0os grupos (25-
31 umolll), entretanto a partir da segunda semana 0s niveis permaneceram elevados
nos prematuros que evoluiram com DBP e diminuiram nos demais grupos, com
niveis significativamente maiores nos displasicos aos 14 dias de vida. Os niveis

inicialmente elevados nos 3 grupos sugerem gque o 6xido nitrico pode ser importante
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mediador na adaptacéo da circulacdo pulmonar apds 0 nascimento, enquanto que a
persisténcia de niveis elevados nos prematuros com DBP pode ser devida a ma
adaptacdo pulmonar precoce ou aumento de inflamacdo pulmonar na segunda
semana de vida . Esses dados podem explicar os resultados do presente estudo,
gue avaliou as concentracdes de NO apenas nas primeiras 72 horas de vida e nédo
encontrou diferencas entre 0s grupos.

Em prematuros extremos foram avaliados o NO exalado e a fungdo pulmonar
como preditores de DBP. Prematuros que evoluiram com DBP, tiveram menor peso
de nascimento e idade gestacional, e pior fungdo pulmonar no 3° dia de vida, sendo
0 peso de nascimento o melhor preditor de DBP. O 6xido nitrico exalado nédo diferiu
nos displasicos (Williams et al., 2007).

Devido ao pequeno numero de estudos e de pacientes avaliados com
diferentes métodos de dosagem, o papel do NO em vias aéreas de prematuros e
sua relagcdo com DBP ainda ndo estédo esclarecidos e mais estudos sdo necessarios.

Varios autores tém documentado aumento das citocinas pré-inflamatorias,
incluindo a IL-8 em vias aéreas de prematuros que evoluem com DBP, corroborando
os achados do presente estudo (Munshi et al., 1997; Beresford & Shaw, 2002; De
Dooy et al., 2007; Thompson & Bhandari, 2008).

Neste estudo, apesar das maiores concentracdes de IL-8 nos prematuros que
evoluiram com DBP, os biomarcadores de estresse oxidativo e de inflamagdo em
vias aéreas nos primeiros dias de vida ndo foram preditores de displasia
broncopulmonar. A analise multivariada identificou 2 fatores classicos de risco para
DBP: a idade gestacional e o uso de ventilagdo mecénica.

A literatura € unanime em apontar a idade gestacional como fator primario de
risco para DBP e tem sido crescente o enfoque no risco de lesdo pulmonar
associado a assisténcia ventilatoria, principalmente a ventilacdo mecanica utilizada
por mais que 24 horas (Tapia et al., 2006; Bhering et al., 2007; Van Marten, 2009).
Recente estudo multicéntrico com 1260 prematuros de muito baixo peso mostrou
gue o uso de ventilagcdo mecanica por mais que 24 horas aumentou em 2,4 vezes o
risco de DBP e 0 uso por mais que 7 dias aumentou em 14,8 vezes esse risco
(Gagliardi et al., 2011)

O presente estudo tem algumas limitacdes como o pequeno numero amostral,
0 periodo de investigagdo restrito aos primeiros 3 dias de vida e o fato do grupo

controle ndo ser “sadio”, pois nasceram de trabalho de parto prematuro ou rotura
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prematura de membranas, e embora tenham sido excluidos os casos de
corioamnionite clinica, outra limitacdo do estudo foi ndo ter investigado a presenca
de corioamnionite histolégica.

Contudo é um estudo inovador sobre os niveis de marcadores de estresse
oxidativo e de IL-8 em vias aéreas de prematuros de maes com sindromes
hipertensivas da gestacdo, que ajuda a esclarecer alguns aspectos ainda pouco
compreendidos sobre esse tema e desperta questionamentos a serem investigados

em novos estudos.
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6 — CONCLUSAO

- Nas primeiras 72 horas de vida os valores de MDA, de 6xido nitrico e de IL-8 em
vias aéreas nao diferiram entre prematuros de maes hipertensas e normotensas.
- Ventilacdo mecéanica associou-se com aumento de IL-8, mas ndo aumentou o0s
marcadores de estresse oxidativo, nos primeiros 3 dias de vida.

- Os biomarcadores nao foram preditores de DBP/ 6bito. A idade gestacional e o uso

de ventilacdo mecanica foram fatores de risco para DBP/ébito.
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ANEXO 1: TERMO DE CONSENTIMENTO

MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO E DE INFLAMACAO EM VIAS
AEREAS E PROGNOSTICO RESPIRATORIO DE PREMATUROS DE MAES
HIPERTENSAS E NORMOTENSAS

Nome e endereco do pesquisador: Rosa Juliana Madoglio

Avenida S&o Paulo, 25 Sdo Manuel-SP Fone: (14) 91623183

Nome e endereco do Orientador: Dra. Ligia Maria Suppo de Souza Rugolo
R. Dr. Cardoso de Almeida, 1000 Ap.62 Botucatu-SP Fone: (14) 38154647.

Esta pesquisa sera realizada na Unidade Neonatal do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP para investigar se algumas
substancias que sdo produzidas devido a hipertensdo na gestacdo estdo
aumentadas na secrecdo das vias respiratdrias do recém-nascido prematuro; e
também investigar se essas substancias estdo associadas com a ocorréncia de uma
doenca pulmonar crénica, chamada Displasia Broncopulmonar. As substancias que
vamos dosar chamam-se marcadores de estresse oxidativo e de inflamacéo, o que
significa, sdo substancias que normalmente existem em pequena quantidade no
organismo e quando elas aumentam podem causar lesao nas células e entdo o bebé
fica doente.

Apdés 0 nascimento, muitos prematuros apresentam dificuldade respiratéria e
precisam de assisténcia respiratéria (VM ou CPAP). Nos recém-nascidos com
assisténcia respiratoria realizamos de rotina aspiracdo das vias respiratérias para
ndo acumular secrecdes.

Como seu bebé estd em assisténcia respiratéria ele precisara ser aspirado
diariamente, e se a senhora concordar em participar desse estudo, vai coletar uma
pequena quantidade (1,5 ml) de secrecdo de vias aéreas, que seria jogada fora,
para dosar as substancias que estamos investigando. Faremos essa coleta no

primeiro e no 3° dia de ventilagdo mecéanica. O recém-nascido recebera todos os
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cuidados necessarios e padronizados no Servico e ndo sera submetido a nenhum
procedimento diferente devido a sua participagao nesse estudo.

Esse estudo ndo tem qualquer risco para a mae nem para o bebé, pois o
procedimento que vamos realizar ja é feito de rotina em todos os recém-nascidos
que necessitam de assisténcia respiratéria. Embora o estudo ndo proporcione
beneficio imediato para o bebé, podera beneficiar no futuro, muitos outros recém-
nascidos de maes hipertensas, pois os resultados que iremos obter nos permitirdo
conhecer melhor os mecanismos pelos quais a hipertensdo materna repercute na

condicdo de saude do recém-nascido.

Eu entendo que, qualquer

informacédo obtida sobre mim e meu bebé, sera confidencial. Eu também entendo
gue nossos registros de pesquisa estdo disponiveis para revisdo dos pesquisadores.
Esclareceram-me que minha identidade ndo sera revelada em nenhuma publicacao
desta pesquisa; assim, consinto na publicacdo para propésitos cientificos.

Eu entendo que estou livre para recusar a participacdo neste estudo ou para
desistir a qualquer momento e que a minha decisdo ndo afetara meu tratamento,
nem o do meu bebé.

Eu certifico que li ou foi-me lido o texto de consentimento e entendi seu
conteudo. Este termo constara de 2 cOpias e minha assinatura confirma que

concordei livremente em participar deste estudo.

Assinatura do participante:

Data:

Eu certifico que expliquei a(o) Sr.(a) :

acima, a natureza, propésito, beneficios e possiveis riscos associados a sua
participacdo nesta pesquisa, que respondi todas as questdes que me foram feitas e

testemunhei assinatura acima.

Assinatura do Pesquisador:

Data:
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ANEXO 2: PROTOCOLO DE PESQUISA

MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO E DE INFLAMACAO EM VIAS
AEREAS E PROGNOSTICO RESPIRATORIO DE PREMATUROS DE MAES
HIPERTENSAS E NORMOTENSAS

RN Ne:
Registro:
Dados Maternos:
Nome: ldade:
Estado civil Escolaridade
Procedéncia
N° de Gestagbes: _ N°de partos: _ N°de aborto:
Hipertensao Arterial Crdnica: Sim( ) Nao ()
Gestacédo Atual:
Pré-Natal: sim () ndo() N°deConsultas:  Local FMB ( ) Fora( )
Doencas:
Diabete sim() ndo( ) Cardiopatia sim() nao ()
Infeccdo urinaria sim () nédo ( ) quando
Infeccéo genital sim () nédo ( ) quando
Sangramento vaginal sim () néo ( ) quando
Gravidade da pré-eclampsia / eclampsia:
Grau de Proteinuria: Maior PA na gestacao:
Convulsdes: sim () nao ( ) Sindrome HELLP: sim ( )néo ( )
Medicamentos para hipertensao/ PE:
Uso atual de medicamentos () ndo () sim
Dum [ [ US()ndo ( )sim Data: / /
Fumo: sim ( ) ndo () Alcool: sim ( ) ndo () Drogas: sim () ndo ( )

Corticosterodide antenatal: ( )sim ( ) ndo Ciclo completo ( )sim ( ) ndo
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Inducéo do parto: sim ( ) ndo ( ) Inibicdo do parto: sim( ) ndo ( )
Membrana: ( ) integra ( ) rota horas
Trabalho de parto ( )sim ( ) ndo Sofrimento fetal ( )sim () nao

Tipo de Parto: vaginal( ) cesareo() urgente ( )sim ndo( ) Motivo

Dados do Recém-Nascido:

Data Nascimento: / / Masculino ( ) Feminino ()
IGDUM:  US:  NewBallard:  AIG() PIG() GIG()
Peso Nascimento: g Comprimento: cm
Perimetros: Cefdlico:  cm Toracico: __cm Abdominal: _ cm
Pesodaplacenta: g

Reanimacao Neonatal? Sim () Nao ( ) Oxigénio? Sim( ) Nao ()
Ventilagdo P.Positiva? Sim ( ) Nao ( ) Intubacdo? Sim( ) Nao ()
Massagem Cardiaca? Sim( ) Nao ( ) Drogas? Sim () Nao ()
Apgar:1°min___ 5°min BSA: SNAP- PE:

Internacéo: UTIN () d Bercario ( ) d Alojamento Conjunto ( ) d

Morbidade Neonatal: (S=sim N= nao)

( ) Doenca Membrana Hialina ( ) Disturbio Respiratério Adaptativo
( ) S. Pulmdo Umido/ TTRN () S. Escape ar Qual?

( ) Pneumonia precoce (1% 72hv) ( ) Pneumonia tardia (Apos 72hv)

( ) Sepse precoce (1% 72hv) ( ) Sepse tardia (Apés 72hv)

( ) PCA clinico () eco () ( ) Hemorragia pulmonar

( ) Enterocolite Necrosante ()Dist.Metabdlico

( ) Retinopatia da Prematuridade Grau
( ) Leucomalacia periventricular () Hemorragia Intracraniana Grau:
Obito Intra-Hospitalar: ( )ndo ( )sim Data___ [/ /|

Necropsia () sim () nao

Assisténcia Neonatal:

Jejum d NPP:sim ( ) ndo ( ) Tempo de uso d

Tipo de Aleitamento: Inicio dieta: d

Drogas Vasoativas ( )ndo ()sim

Surfactante ( ) ndo ( )sim 1% dose com hs vida  n°doses



Diuréticos ( )ndo ( )sim inicio: / término

Indometacina ( ) ndo ( ) sim

Antibioticoterapia: Tipo:

CirurgiaPCA( )ndo ( )sim Ildade:

Tempo de uso:

Transfusdo de GV ( ) ndo ( )sim Quantas transfusdes data:

Plagquetas ( )ndo ( )sim data:

Fototerapia: Tempo de uso:

d

Assisténcia Respiratéria ( ) sim ( ) ndo

() O Tempodeuso _ dias

() CPAP nasal Inicio__ dv Tempo de uso

() VMC Inicio_____dv Tempo de uso

( ) Outras modalidades Tempouso

Dosagens Laboratoriais:

dias

dias

dias

Marcadores

Secrecao de vias

aéreas 1°dia

Secrecao de vias

aéreas 3°dia

Malondialdeido

Oxido Nitrico

Interleucina 8

Dados da alta/6bito: Data:

/ /

Peso: g Comp: cm PC cm

Obito: Causa bésica

Causaterminal

Diagnosticos finais:




60

ANEXO 3



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	RESUMO
	ABSTRACT
	1. INTRODUÇÃO
	1.1 Síndromes Hipertensivas da Gestação
	1.2 Radicais Livres e Estresse Oxidativo
	1.3 Marcadores Inflamatórios
	1.4 Displasia Broncopulmonar

	2. OBJETIVO
	3. MÉTODO
	3.1 Delineamento do estudo e tamanho da amostra
	3.2 Seleção dos sujeitos, critérios de inclusão e exclusão
	3.3 Dosagens bioquímicas
	3.4 Variáveis de estudo
	3.5 Análise Estatística

	4. RESULTADOS
	5. DISCUSSÃO
	CONCLUSÃO
	REFERÊNCIAS E BIBLIOGRAFIA
	ANEXOS

