UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MEDICAS -
PEDIATRIA

RELACAO DA PROTEINA S100B COM A HIPOXIA
NEONATAL

REGIS OSORIO MARTINS

DISSERTACAO DE MESTRADO

Porto Alegre, Brasil
2005



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MEDICAS -
PEDIATRIA

RELACAO DA PROTEINA S100B COM A HIPOXIA
NEONATAL

REGIS OSORIO MARTINS

Orientadores:

Prof. Dra. Newra Tellechea Rotta

Prof. Dr. Diogo Onofre de Souza

A apresentacdo desta dissertacdo é
exigéncia do Programa de PoOs-Graduacao
em Ciéncias Meédicas: Pediatria, da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
para obtencéo do titulo de Mestre.

Porto Alegre, Brasil
2005



M386r Martins, Régis Osorio
Relagao da proteina S100B com a hipoxia neonatal / Régis
Osorio Martins ; orient. Newra Tellechea Rotta ; co-orient.
Diogo Onofre de Souza. — 2005.

70 f. : il. color.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal Rio Grande
do Sul. Faculdade de Medicina. Programa de P6s-Graduagao em
Ciéncias Médicas: Pediatria. Porto Alegre, BR-RS, 2005.

1. Hipoxia-isquemia encefélica 2. Recém-nascido 3.
Proteina S100B 4. Traumatismos cerebrais I. Rotta, Newra

Tellechea II. Souza, Diogo Onoftre de III. Titulo.

NLM: WS 340

Catalogacdo Biblioteca FAMED/HCPA




AGRADECIMENTOS

Aos meus queridos orientadores, Prof. Dra. Newra Tellechea Rotta e Prof. Dr. Diogo

Onofre Souza que, com sabedoria e dedicag@o, possibilitaram que esta obra alcangasse éxito.

Aos colegas da UTI neonatal do Hospital Presidente Vargas, sem cujo inestimavel

empenho esta amostra ndo teria se constituido.

Aos colegas da Neurologia Pediatrica e da UTI neonatal do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre pela colaborag@o na procura dos casos.

Aos colegas bioquimicos do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude - UFRGS pela

realizagdo das dosagens laboratoriais.

Aos bolsistas de iniciagdo cientifica, Rogério e Flavia, na realizacdo das coletas

sanguineas e auxilio na revisdo bibliografica.

A minha querida familia: Sérgio, Myria, Fernando, Eliana e minha fonte de

inspiragao - Ricardo pela compreensdo, paciéncia, estimulo e crenga.

E, finalizando, agradeco aquelas que foram imprescindiveis para realizacdo deste

estudo: as criancas.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS .......oioieeteee ettt ettt ettt st et e e e e e v
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt ettt e e te e st e esbeesaeessaesaseesseessseannaens vii
LISTA DE TABELAS ...ttt ettt et e et esaae b e e saneenneas viii
L INTRODUGAO ... 1
1.1 Encefalopatia hipdxico-iSqUemica/astiXia.........cceevieriieriieniieiieiiieriieeie e 2
1.1.1 Definiga0 € epidemiolOgIa......cccuvieiiiieiiieeiiieeiiee et e et e e e eaee e e e eaeeeeeveeeenas 2
1.1.2 Aspectos anatomopPatOlOZICOS ........eerveeeiieriieeiieriieeieeeie et e siteeiee e ebeesbeesaeesereeneeas 4

L.1.3 NEUIOPTOLEGAO ...vvveeeeniiiieeeeiiiieeeeiteee e ettt eeeetteeeesateeeeesaateeesennaeeeeanseeesssnssaeessnnsseeaens 9
1.1.4 QUAAIO CHINICO ...veiiiiieeciiee ettt e e e et e e e e e e eaeeeeaseeeeaseeenns 11
1.1.5 DIQGNOSLICO ...eeeuviieeiiieeeiieeeieeeeteeeeieeesteeesiaee e sbeeesaeeesbeeesseeessaeessseesnsseessseenseeenns 14

1.2 Proteinas da familia STOO .........cccoieiiiiiiiiiie et 17
1.2.1 Proteina STOOB ......ccouuiiiiiiiee ettt et e e et e e e eeee e e e nreaeeas 18

2 JUSTIFICATIVA ..ottt ettt ettt et e st e e aeesabe et eeenbeeaeessseesaesnsaens 23
BOBIETIVOS ..ottt ettt ettt e e b e e bt e e ab e e taeeabeesseeesseensaessseenseannns 25
3.1 ODBJELIVO GETAL...ooiiiiiiieiiieiie ettt ettt ettt e e sbeentee et e e aeeenbeeenns 26
3.2 ODbJCtiVOS ESPECTIICOS . uieuriieriiieeeiiieeiiieertee ettt e et e e e teeesteeesaeeestaeeesseesseeesssaeessseaessseeanns 26

4 PACIENTES E METODO .....ccoovoumiimriimrireeiseeeseeisesssessiessssssssssssssss s ssss s 27
4.1 Delineamento do €StUAO .......eecviieeiiieiiieeciee et 28
4.2 POPUIAGAO ..ottt ettt ettt et ettt et e st e e st e et e e bt e enbe e beeeabeenbeessbeeseeenraens 28
G BN 101 1 USRS 28
4.4 LLOGISEICA 1..vientieeiie ettt ettt ettt et e et e st e e bt e saeeeabeeesaeeabeeseeeabeenseeenteeseeenbeeaseeenraens 29
4.5 Varidvels eStUAAAAS ........eeeiiiiiiiiiecieece e 30
4.6 ANALISE ESTALISTICA ....eeuviieiieiieeie ettt ettt e et e e et e st e et e sabeebeessbeenseeenreens 30

5 CONSIDERACOES ETICAS ...t 32
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oooouiiriieiiiieieeeeee st 34
7 ARTIGO: RELACAO DA PROTEINA S100B COM A HIPOXIA NEONATAL ............ 46
RESUMO ...ttt ettt et e e et e e s st e et e e s aeeenbeesseeenseenseeenseensaesnsaens 48
ABSTRACT ...ttt ettt ettt e e b e e taeesbeeseaesseeseesssaesseessseenseesaseans 48

INTRODUGAO ... 49



SUMARIO iv

PACIENTES E METODO ... sesesesaeaeen 50
RESULTADOS ..ottt ettt et e e e ettt e e e e e ettt et e e e eeeetaaaraeaes 51
DISCUSSAO ...ttt nas s ene s s 56
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooviiiieieeeeeeeeeeeeee e 62
ANEXOS ..t e e e e e n—— e e e e e rar e e e eeaaeeeeanas 66
ANEXO A = PTOOCOLO et eae e aeaeseeeaaaeseeesasesannnanes 67
ANEXO B - Termo de Consentimento Livre € ESclarecido .........cooveveuveeveeeiiiieeiiiiieeneeenn. 68

ANEXO C - CaracteristiCas da AINOSIIA ........eeeeeeeeeeeeee e e e et eeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeereeeeaaaaeens 70



LISTA DE ABREVIATURAS

BSP — brain-specific protein

CK — creatina kinase

CPK — creatinafosfoquinase

EEG — Eletroencefalograma

EHI — Encefalopatia hipéxico-isquémica
GFP — glial fibrilary growth

GNDF — glial neurotrophic derivate factor
GPPG — Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagao
HCPA — Hospital de Clinicas de Porto Alegre
HPV — Hospital Presidente Vargas

IGF — insulin growth factor

K — potassio

KGF — keratin growth factor

LCR — liquido cefalorraquidiano

NFp — median neurofilament protein



LISTA DE ABREVIATURAS

vi

NGF

NSE

RN

SNC

SPSS

TGF

TGO

TGP

UFRGS

nerve growth factor

neuron specific enolase
recém-nascido

sistema nervoso central

Statistical Package for Social Science
transformer growth factor
transaminase glutamica oxalacética
transaminase glutamica piruvica

Universidade Federal do Rio Grande do Sul



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Variagdes nas dosagens da S100B (pg/l) no 1°-4° dias de vida............c...........
Figura 2: Variac¢des nas dosagens do lactato (mmol/l) no 1°-4° dias de vida..................

Figura 3: Correlacdo entre dosagens da S100B(pg/l) e lactato (mmol/l) - 1° dia de vida



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Freqiiéncias das varidveis ..........ceceveeruennnene

Tabela 2: Variaveis estudadas x Grau de Encefalopatia

Tabela 3: Andlise das Variaveis Laboratoriais x Grau de Encefalopatia............ccccocvvernennnnn.



1 INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

1.1 Encefalopatia hipoxico-isquémica/asfixia

1.1.1 Definicao e epidemiologia

A encefalopatia hipdxico-isquémica (EHI) ¢ um dos disturbios mais importantes na area
da neurologia neonatal, principalmente pela gravidade das lesdes que proporciona ¢ pelo
nimero significativo de recém-nascidos (RNs) afetados. Desenvolve-se a partir do
comprometimento multissistémico que resultou da asfixia perinatal. Pode ser caracterizada
como um quadro de encefalopatia ndo progressiva da sindrome hipéxico-isquémica (RUFO-

CAMPOS et al., 2000; VOLPE, 2001).

Os termos encefalopatia hipoxico-isquémica e asfixia, tém sido usados rotineiramente,
entretanto, em muitos casos de EHI, ndo se evidencia bioquimicamente a asfixia, nem a
hipoxia-isquemia (FERRIERO, 2004), mas permanece como uma importante causa de
comprometimento cronico das capacidades neurologicas, entre elas estdo a paralisia cerebral,
o retardo mental, as dificuldades de aprendizado e a epilepsia (VANNUCI, 1990; MARIN-

PADILLA, 2000; FERRIERO, 2004).
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A EHI ¢ definida clinicamente como um disturbio das fung¢des neurologicas presente na
primeira semana de vida, € manifesta-se como dificuldade para iniciar ou manter a respiragao,
depressdo do tonus muscular e reflexos, alteracdo do nivel de consciéncia e freqiientes

convulsdes (VANNUCI, 1990; VOLPE, 2001; FERRIERO, 2004).

Volpe (2001) relata uma incidéncia de 1-2/1000 em EHI nos RNs a termo, sendo que
0,3/1000 irdo apresentar déficits neurologicos significativos. Outros autores descrevem dados

aproximados (VANNUCI, 1997; FERRIERO, 2004).

Conceitualmente, do ponto de vista bioquimico, a asfixia é definida como um prejuizo
nas trocas gasosas respiratorias, levando a uma acidose metabolica. H4 um aumento de
glicolise e de produgdo de acido latico, diminuicdo da sintese de componentes de fosfatos de
alta energia, acumulo de potéassio e de célcio intracelular, surgimento de radicais livres,
alteracdo no metabolismo de neurotransmissores assim como de aminoacidos excitadores
(STAFELO, 1997; TOBERTSON et al., 1998; MARTINEZ-ORGADO et al., 1999; RUFO-

CAMPOS et al., 2000).

J& no contexto clinico, a defini¢do de asfixia perinatal inclui, além de dados clinicos, o
escore de Apgar e achados bioquimicos como acidemia, hipoxemia e hipercapnia. A acidemia
no sangue do corddo umbilical ¢ o indicador mais sensivel de asfixia no momento do
nascimento, ocorrendo quando o pH da artéria umbilical ¢ inferior a 7,2 (GILSTRAP et al.,

1987; CARTER et al., 1993; PEREIRA, 2000).

O dano hipdxico-isquémico cerebral se processa ja no inicio do insulto e se estende até
o periodo de recuperacdo, que se da apos a ressuscitacdo, também chamado de intervalo de
reperfusdo. A conseqiiéncia imediata deste processo € o surgimento da morte celular que pode
ser extensa. A possibilidade de prevenir ou tratar esse dano, ainda ¢ muito limitada

(VANNUCI, 1990; RUFO-CAMPOS et al., 2000; MACAIA, 2000).
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1.1.2 Aspectos anatomopatologicos

Os achados neuropatoldgicos da EHI variam consideravelmente de acordo com a idade
gestacional, natureza do dano e tipo de interven¢do. Entretanto, certas lesdes caracteristicas
podem ser reconhecidas e fornecem subsidios para correlagdo clinica, entre elas: necrose
neuronal seletiva, injuria cerebral parasagital, leucomalacia periventricular e necrose focal e

multifocal (MARIN-PADILLA, 2000; VOLPE, 2001).

O padrao de distribuicdo das lesdes do sistema nervoso central (SNC) depende
essencialmente da idade gestacional, assim, nos prematuros as lesdes andxicas costumam
localizar-se predominantemente nas regides subcorticais profundas, em especial na sustancia
periventricular. JA no RN a termo, as lesdes predominam nas regides cortico-subcorticais. A
origem desse padrao de distribuicao de lesdo relaciona-se ao fato do SNC reagir a agressoes
patolégicas de acordo com sua etapa de desenvolvimento, idade gestacional ¢ com as

caracteristicas anatdmicas peculiares a cada etapa (VOLPE, 2001).

Na hipoxia—isquemia global hd uma diminuicdo da perfusdo cerebral que ultrapassa a
capacidade do cérebro incrementar a extragdo do oxigénio do sangue, pois ndo existe
suficiente pressao arterial. O tempo superior a trés minutos de bloqueio da circulagdo leva a
degeneragdo dos neurdnios piramidais do setor CA1 do hipocampo — regido mais sensivel a
isquemia. Caso o bloqueio do fluxo ocorra em menor tempo, observa-se, entdo, inibi¢ao
reversivel na sintese protéica. Entretanto, se tal bloqueio repetir-se por, no minimo, trés
episoddios em um intervalo de uma hora, mesmo que curtos, se observard, ao redor do sétimo
dia, degeneragdo de aproximadamente 60% dos neurdnios CA1. A medida que aumentam as

horas entre um bloqueio da circulagdo e outro subseqiiente, as células neuronais passam a
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adquirir transformagdes que permitem suportar um ataque que seria letal em condi¢des

normais (GARCIA-SALMAN, 2004).

J& na hipdxia—isquemia de comprometimento focal, observa-se uma oclusdo localizada
em um determinado territério vascular. Neste caso, vai se delimitar uma regido isquémica
central, também chamada de "core", que mantém uma perfusdo inferior a 20% do normal e
evolui com rapidez para infarto e necrose tissular. Ao redor deste centro isquémico, existe
uma area denominada de "penumbra" com perfusdo de 20-50% do normal e com aboligdo da
atividade sindptica, mas com manutencdo do potencial de membrana e, presumivelmente, da
viabilidade celular. A zona de "penumbra" ¢ uma area instavel, dependente de glicolise
anaerobica e suscetivel a ser incorporada a area do infarto no transcurso de poucas horas,
mesmo que a hipoxia-isquemia ndo se prolongue. A recuperagdo funcional dessa zona
constitui o fundamento do conceito de janela teraputica. Demonstrou-se também, em
modelos animais, um outro conceito relacionado a propagagdo da regido isquémica que se
chama "spreading depression"; que seria uma supressao transitoria da atividade elétrica com
despolarizacdo da membrana, iniciando no "core" e se propagando até a substancia cinzenta
cerebral e se expandindo a regido isquémica. Nao esta claro o mecanismo pelo qual
determinada area cerebral suporta menos o impacto da hipoxia, especialmente quando ha
envolvimento global. Sugere-se correlagio com uma maior densidade de receptores
glutaminérgicos, ao contrario do que ocorre no cérebro do adulto (MACAIA, 2000; VOLPE,

2001).

O entendimento dos mecanismos da lesdo cerebral na EHI tem evoluido nas ultimas
décadas, baseando-se em modelos animais que permitem uma correlagdo com humanos.
Atualmente, sabe-se que ha uma rede complexa de cascata bioquimica que resulta em
diferentes formas de morte neuronal (RUFO-CAMPOS, 2000; GROW et al., 2002, GARCIA-

SALMAN, 2004).
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Hipdxia:

Na pratica clinica ¢ controverso afirmar se a hipoxemia sem a concomitante isquemia
cerebral pode produzir dano cerebral (CASTILLO, 2000). Em ratos imaturos alteracdes
transitorias na hipoxemia induzem apnéias, bradicardia e, posteriormente, convulsdes, mas
sem produzir danos neuropatoldgicos visiveis a microscopia. A exposi¢ao de ratos recém-
nascidos a uma hipoxia cronica (9,5% oxigénio por 30 dias) resulta em atrofia cortical e da

substancia branca (JENSEN et al., 1991; MENT et al., 1998; GROW et al., 2002).

Isquemia cerebral:

Em situagdes fisioldgicas a regulacdo do fluxo cerebral ¢ independente de variagdes
amplas da pressdo de perfusdo, gragcas a um mecanismo de autoregulagdo da circulagdo
cerebral, no qual intervém fatores miogénicos, bioquimicos, neurogénicos e peptidérgicos. Na
isquemia estes mecanismos desaparecem na zona afetada e a pressdo de perfusdo passa a ser
dependente da tensdo arterial. O fluxo sanguineo cerebral reduzido resulta em diminui¢do no

fornecimento de oxigénio, assim como de outros substratos energéticos (CASTILLO, 2000).

O metabolismo anaerdbico que se estabelece durante a EHI diminui os estoques de
glicose e fosfatos de alta energia como o ATP e a fosfocreatina, resultando em acumulo de

lactato e fosfatos inorganicos (MUJSCE et al., 1990; GROW et al., 2002).

O cérebro consome 1/3 da sua energia na manutengdo da transmissdo sinaptica, outros
2/3 no transporte de ions e preservacdo da sua integridade estrutural. Quando a perfusdo
cerebral decresce, estas fungdes se alteram progressivamente, até o surgimento da morte
celular. Entretanto, nem todas as células respondem da mesma forma, pois existem

variabilidades em razdo da densidade neuronal, da diferenca de perfusdo cerebral e do distinto
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metabolismo. Cortex cerebral, hipocampo, nticleo amigdaliano e cerebelo sao mais sensiveis e
sofrem trocas estruturais mais precocemente que outras areas. Predominantemente, a
substancia cinzenta é a que mais sofre com a injaria, mas em 20% dos casos, por oclusdo das
pequenas artérias penetrantes que irrigam areas mais profundas, a substincia branca pode

sofrer tal dano (CASTILLO, 2000).

A reperfusdo ¢ um fator importante a considerar, pois ocorre efeito deletério na
reoxigenacdo do parénquima cerebral por ativagdo de uma cascata neurotoxica. Com a
reperfusdo ha uma recuperacido energética dos fosfatos, mas que ¢ logo seguida por uma
queda secundaria de energia novamente, um ou dois dias mais tarde. Em neonatos humanos
asfixiados, pode-se evidenciar tal perda energética com a realizagdo de espectroscopia por
ressonancia magnética, onde se visualizara o dano neurolégico (MACAIA, 2000; GROW et

al., 2002).

Infecgéo e inflamagéo:

Dados epidemioldgicos evidenciam a relacdo entre infeccdo materna e dano cerebral
neonatal. As citocinas e os polipeptidios, que sdo produzidas pela resposta imunoldgica tém
participagcdo no dano, diferenciacdo e morte celular. Interleucina-1 Beta, interleucina-6, fator
alfa de necrose tumoral e interferon gama tém sido encontrados em concentragcdes aumentadas
no liquido amniotico e sangue, naqueles que sofreram injuria cerebral, ou que apresentam

paralisia cerebral (COHEN et al., 1996; CLARK, 1997; SILVEIRA, 2003).

Atualmente, desconhece-se se esses mediadores sdo 0s Unicos responsaveis pela injlria
cerebral. Infeccdo intra-uterina também pode iniciar uma injaria hipdxico-isquémica
indiretamente, por desencadear choque séptico e, conseqiientemente, diminuir a perfusdo

cerebral. Por outro lado, mediadores inflamatorios provenientes da mae, ou do feto, podem
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atravessar a barreira hematoencefalica imatura do recém-nascido e diretamente causar danos,
ou aumentar a vulnerabilidade a uma subseqiiente hipoxia-isquemia (RUFO-CAMPOS et al.,

2000; MACAIA, 2000; GROW et al., 2002).

Apoptose:

Virias etapas distinguem a apoptose da morte por necrose. Existem multiplos fatores
que podem determinar se uma célula degeneraria por apoptose ou necrose, entre eles estdo o
estagio de desenvolvimento, o tipo celular, a gravidade da disfun¢gdo mitocondrial e a
disponibilidade de ATP. Presumivelmente, toda célula que detecta sinais de "falha energética"
irreversivel em suas mitocondrias, colocard em marcha seu programa génico de apoptose,
uma forma de "suicidio" celular, que ndo gera resposta inflamatoria e permitird uma delecao
de células isoladas (MACAIA, 2000). A célula encolhe e seu nucleo se altera por
condensagdo de seus componentes, acarretando a vacuolizagdo citoplasmatica. No final do
processo, varios corpos apoptoticos sdo fagocitados por células vizinhas normais (PULERA et

al., 1998; YUAN et al., 2000; SILVEIRA, 2003).

Entende-se a apoptose como um processo ativo e dependente da ativagdo de uma
familia de enzimas proteases - as capsases — e moduladas por outro grupo, a familia das bcl-2.
A cascata bioquimica da apoptose pode ser bloqueada farmacologicamente em varios pontos,
pois seu curso ¢ mais lento que a necrose, proporcionando uma maior janela terapéutica na
preven¢do da hipdxia-isquemia. Além disso, evidéncias substanciais sugerem uma
participacgdo fisiopatoldgica da apoptose na génese da hipdxia-isquemia neonatal e para tal os

inibidores das capsases poderiam atenuar o dano cerebral (MACAIA, 2000; GROW, 2002).

Ao contrario da apoptose, a necrose ndo consome energia. As células se rompem por

extravasamento de seu conteudo citoplasmatico para o meio extracelular, pois o insulto
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isquémico determina uma falha mitocondrial completa. Secundariamente a este processo,
fagocitos migram para o local da lesdo desencadeando toda a cascata inflamatéria (MEHMET

etal., 1996; PULERA et al., 1998; SILVEIRA, 2003).

1.1.3 Neuroprotecao

A introducdo do termo "neurorressuscitagao", usado na década de 80, foi baseado na
intengdo de neurologistas e neurocirurgidoes em tratar o edema cerebral que era o mais
significativo componente da encefalopatia aguda estabelecida no quadro hip6xico-isquémico.
Tais encefalopatias ocorriam em acidentes vasculares cerebrais, trauma intracraniano ou
infecgdo. O protocolo incluia medidas diretas e indiretas para controle da hipertensao
intracraniana, combinadas com terapias de retardo, ou prevengdo, do edema cerebral. Varias
modalidades de tratamento tinham sua importancia no passado, algumas até os dias de hoje.
Hiperventilagdo, glicocorticoides, altas doses de barbituricos, diuréticos osmoticos e
hipotermia foram testados para tratamento do edema cerebral, mas com resultados nao
convincentes para os neonatologistas que adotavam, compreensivelmente, condutas mais
conservadoras no manejo dos RNs anoxiados (VANNUCI et al., 1997; AZZOPARDI et al.,

2000; DEBILLON, 2000; SHANKARAN et al., 2002).

Kelly e Luce (1993) comentam alternativas para a neuroprotecao, entre elas sdo citados
os bloqueadores de canal de calcio como a nimodipina, por exemplo, assim como 0s
antagonistas de neurotransmissores excitatorios, os inibidores de liberacao dos radicais livres,

os mediadores inflamatdrios, os anticorpos antileucocitos e os gangliosidios.
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Em 2000 Legido et al. abordaram o futuro da neuroprotecdo referindo-se a alguns
agentes que estariam sob investigac¢do, entre eles o NGF (nerve growth factor) e o IGF
(insulin like growth factor). Assim como para outros ramos da ciéncia, a terapia génica
também contribuird para a neuroprotecdo, através da inibicdo da apoptose pelo proto-
oncogene "bcl-2" que, originariamente, viria de uma transloca¢do cromossomica de linfoma
folicular. A Calbindin- D 28k — proteina ligante de calcio — e a imunizagdo de receptores

antiNMDA sao também alternativas promissoras.

Garcia-Salman (2004) aborda a neuroprote¢do endoégena como uma alternativa para a
necessidade de incrementar a sobrevivéncia neuronal e reduzir o tamanho da lesdo isquémica
e os déficits neurologicos com o IGF (insulin growth factor), o TGF-beta (transformer growth
factor) e o GNDF (glial neurotrophic derivate factor). Em modelos experimentais, a
administracdo do IGF-1 entre 1 e 2 horas do ataque isquémico, vai inibir a morte neuronal
tardia, além de ter um valor potencial no resgate neuronal posterior a isquemia. J& o GNDF,
que pertence a superfamilia do TGF, promove a sobrevivéncia em varias linhas celulares. Por
intermédio de um vetor viral, o GNDF ¢ capaz de inibir a morte celular tardia. Também seria
capaz de modular a expressdo da tirosina hidroxilase, enzima cuja propriedade ¢ de estimular
a sobrevivéncia de neuronios piramidais. Outras biomoléculas, como KGF (keratin growth
factor), midkine, VEGF (vascular endotelial growth factor) e os gangliosidios sdo citadas
com propriedades que variam desde a prevencdo da morte neuronal tardia, até a diminuicao
no tamanho do infarto. A realidade tem demonstrado que evitar a morte por necrose ¢
extremamente dificil, pois a janela terapéutica ¢ muito estreita e porque os neurdnios estao
rodeados por grande quantidade de calcio. Por outro lado, a prote¢do na morte por apoptose,
que ocorre mais lentamente, poderia ter uma eficacia maior. A expressdo genética seletiva ¢
que vai determinar o destino dessas células que se debatem entre a degeneracdo ¢ a

sobrevivéncia. O individuo herda certo ritmo na evolugdo do seu SNC, assim como a
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capacidade de adaptar-se, ou seja, a plasticidade cerebral (ROBERTSON, 1994; MACAIA,
2000; ROTTA, 2002). A melhor compreensdo dos mecanismos celulares e moleculares que
levam a morte neuronal e glial ¢ fundamental para o diagnostico e tratamento da EHI

(MACALIA, 2000; GARCIA-SALMAN, 2004).

1.1.4 Quadro clinico

O quadro clinico da encefalopatia hipoxico-isquémica neonatal ¢ determinado pela
predominancia da isquemia. Com freqiiéncia, mas ndo obrigatoriamente, ¢ precedida por
hipoxemia. A hipoxemia leva a dano cerebral, principalmente por distirbio miocéardico e
perda da autoregulacdo cerebrovascular. A duracdo desse processo, assim como a idade
gestacional, determinara que tipo de alteracdo neuropatologica vai se evidenciar. Na vigéncia
de um evento anodxico, freqiientemente, outros orgdos sdo afetados, entre eles, por ordem
decrescente de freqiiéncia, estdo os rins, o coragdo, o pulmdo e o trato gastrintestinal

(MARIN-PADILLA, 2000; VOLPE, 2001).

Perlman et al. (1989) demonstraram, em estudo com 107 RNs a termo asfixiados, a
freqliéncia das manifestagdes em outros Orgdos com associacdo ou ndo ao SNC.
Aproximadamente 62% dos RNs apresentaram comprometimento do SNC, com um ou mais
orgaos. O comprometimento sistémico sem envolvimento cerebral foi observado em 16% dos

asfixiados.

Dependendo do periodo, o RN asfixiado apresenta um determinado quadro clinico. Nas
primeiras horas de andxia, onde hd um comprometimento hemisférico bilateral, pode-se

observar nivel de consciéncia deprimido como estupor ou coma, respiracao periodica, ou até
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faléncia respiratéria, resposta pupilar inalterada, hipotonia e convulsdes. A medida que as
horas passam outros sinais surgem como, por exemplo, apnéias, sinais de comprometimento
do tronco cerebral, alteragdes na succgdo, progressdo do tonus para hipertonia patologica,

sinais focais como hemiparesia, entre outros (VOLPE, 2001).

O reconhecimento do quadro de EHI depende, principalmente, de historia detalhada e
exame neuroldgico minucioso. Atualmente, reconhece-se que todos os RNs submetidos a um
quadro asfixico que leve a um dano cerebral e conseqiientes seqiielas, apresentarda um quadro
de encefalopatia aguda, a qual se denomina de encefalopatia hipéxico-isquémica. Os RNs
com risco maior de desenvolver seqiielas neuroldgicas sdo aqueles que apresentam evidéncias
de comprometimento de outros 6rgaos, com depressdo da fungdo cerebral no momento do

nascimento ¢ que se mantém, durante dias ou semanas, com crises convulsivas freqiientes

(RUFO-CAMPOS et al., 2000; MARIN-PADILLA, 2000).

A sindrome neuroldgica que acompanha a asfixia neonatal ¢ o prototipo da
encefalopatia hipoxico-isquémica, pois a partir dai se evidencia o dano cerebral como
conseqiiéncia. Consideram-se 3 fatores como fundamentais na génese da injuria cerebral,
entre eles pode-se citar a evidéncia de sofrimento fetal, depressdo ao nascimento e o

surgimento da sindrome neuroldgica nas primeiras horas, ou dias de vida (VOLPE, 2001).

Nas primeiras 12 horas, distinguem-se os achados pelo comprometimento cerebral
bilateral. Alteragdes respiratdrias como a respiracao perioddica, ou irregular similar a Cheyne
Stokes do adulto, ou da crianga maior, pode estar presente em até 80% dos pacientes.
Marcada hipoventilagdo, ou faléncia respiratoria, também podem estar presentes nos mais
severamente comprometidos (SASIDHARAN, 1992; VOLPE, 2001). As altera¢des oculares,
traduzindo comprometimento do tronco cerebral, raramente sdo observadas nessa fase. No

tonus muscular predomina a hipotonia e ¢ minima a movimentagao espontanea dos membros,
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exceto nos menos comprometidos, onde esta preservada (VOLPE, 2001). Aproximadamente
50 a 60% dos RNs tém convulsdes nas primeiras 6 h. As convulsdes sutis sdo as mais
freqiientes, entre elas estdo os fendmenos oculares, as alteragdes na suc¢do ou 0s movimentos
de lingua, os movimentos de "pedalar" e as apnéias. Ao contrario dos prematuros, os RNs a
termo apresentam crises convulsivas clonicas como manifestacdo mais freqliente. As crises
focais sdo especialmente comuns - 40 a 80% - quando o envolvimento ¢ por uma lesdao
isquémica focal (MANNINO et al.,, 1983; LIEN et al.,, 1995; MERCURI et al., 1995;

PERLMAN et al., 1996).

No periodo seguinte, de 12 a 24 horas, os RNs que sofreram um insulto maior nesta
fase, vao permanecer em estado de estupor ou coma. Entretanto, observa-se em alguns uma
"aparente" melhora no estado de alerta, mas que ndo ¢ acompanhada por adequada fixagao do
olhar ou suficiente resposta sensorial. Concomitante a esse quadro, ¢ comum evidenciarem-se
convulsdes severas e freqlientes, tremores, e fraqueza generalizada. O estado epilético ndo ¢

raro nessa fase e a conduta terapéutica especifica se faz necessaria (VOLPE, 2001).

No periodo de 24 a 72 horas, os gravemente comprometidos, progridem para estupor
profundo ou coma. Distirbios oculomotores secundarios a envolvimento do tronco cerebral
tornam-se mais freqiientes (VOLPE, 2001). Em um estudo com grande série de pacientes,
demonstrou-se, nessa fase, a maior incidéncia de 6bito pela encefalopatia hipdxico-isquémica

(BARNETT et al., 1997).

Os RNs a termo que evoluem para obito neste periodo, raramente apresentam sinais de
hemorragia, embora alguns demonstrem quadro clinico sugestivo de hipertensdo intracraniana
como abaulamento das fontanelas e alargamento das suturas cranianas. Esses pacientes,
segundo Volpe (2001), sdo aqueles que exibiram maior necrose neuronal a uma analise

anatomopatoldgica.
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Apo6s as 72 horas, embora o nivel de consciéncia aumente, em alguns pacientes pode
persistir o estupor de leve a moderado. Esta persisténcia do nivel de consciéncia menor obriga
o clinico a descartar processos infecciosos. Os disturbios da degluti¢do sdo muito comuns
nesse periodo, principalmente a succdo, e alteragdes nos movimentos da lingua, pois a
inervacdo motora dos nervos cranianos correspondentes esta afetada. As altera¢des de tronco
cerebral sdo especialmente dramaticas quando a lesdo consiste de necrose neuronal seletiva,
pois envolve os nucleos basais e talamo. A hipotonia generalizada, mais predominante nos
membros, ¢ caracteristica desse periodo, mas também pode evidenciar-se hipertonia quando
compromete ganglios basais. No aspecto relacionado a forga, pode-se observar que no RN a
termo, predomina o maior déficit nos membros superiores em comparagdo aos membros
inferiores ¢ a hemiparesia também pode estar presente. Enfatiza-se que esses achados clinicos
descritos nas mais diversas fases, sdo variados € ndo permitem um prognostico facil, mas ter
uma recuperacdo mais rapida, sem duvida, significa evolugdo favoravel. Trabalhos referem
que aqueles que estiverem com exame neuroldgico normal com uma semana de vida, terdo

um prognostico bom (SARNAT, 1976; SCOTT, 1976, VOLPE, 2001).

Sarnat e Sarnat (1976) classificaram em estagios os achados clinicos da EHI, e esses
critérios persistem até hoje como um importante instrumento para o diagnostico. Entretanto,
Mac Lennan et al. (1999) afirmam que, apesar de muito usados, esses critérios apresentam
diferengas de interpretagdo na definicdo dos quadros moderados e graves, assim como ha

dificuldade no uso em RNs abaixo de 34 semanas.

1.1.5 Diagnostico

O reconhecimento do quadro de EHI depende de uma historia completa do paciente e de
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um adequado exame neurolodgico, mas € crescente a importancia dos parametros metabdlicos,

assim como o eletroencefalograma (EEG) e a neuroimagem (VOLPE, 2001).

A EHI leve cursa com um bom prognostico, mas nos casos moderados e graves o risco
de morte, ou seqiielas, aumenta consideravelmente. As medidas neuroprotetoras estdo em
constante evolugdo e resultados em experimentos animais confirmam esse ponto. Portanto, ¢
fundamental identificar-se os RNs que se beneficiardo com tais procedimentos, mediante a
dosagem sérica de substincias que podem indicar dano neuroldgico. A tomografia
computadorizada, o potencial evocado somatosensorial, a ecografia e a ressonancia magnética
cerebral s3o exames uteis para auxilio no progndstico, mas nao nas primeiras 24 horas apos o
nascimento (FINER et al., 1981; OUNSTED et al., 1989). A ressonancia magnética por
espectroscopia revela alteragdes no metabolismo neuronal, mas ndo esta disponivel na maioria
das situagdes por limitagdo de custo principalmente (JOUVET et al., 1999; RUFO-CAMPOS

et al., 2000).

O EEG apresenta uma boa correlagdo com o espectro clinico e com o aparecimento de
seqiielas no RN, principalmente nos quadros moderados a severos. Ha relatos de maior valor
preditivo do que o proprio exame neuroldgico. Nas fases iniciais, observa-se uma diminuicao
na amplitude e ritmos de base e, posteriormente, surgem pontas focais ou multifocais € com
momentos de depressdo global do tragado alternando descargas generalizadas de pontas e
ondas lentas. Caso essas anomalias desaparegam de forma precoce, ha chance de um melhor

prognostico (MARTINEZ BERMEJO et al., 1990; RUFO-CAMPOS et al., 2000).

Um grande nimero de moléculas estd sendo estudado no intuito de relacionar com
possiveis marcadores de lesdo neurolégica. Em trabalho realizado por Hagberg et al. (1993)

demonstrou-se que os aminoacidos excitatérios, glutamato e aspartato, apresentavam altas
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concentragdes liqudricas em recém-nascidos que desenvolveram encefalopatia hipoxico-

isquémica.

A creatina quinase (CK) especifica, enzima exclusiva de astrdcitos e neurdnios, também
estd presente no sangue apds ultrapassar a barreira hematoencefalica rompida no dano
hipoxico-isquémico. Aproximadamente 80% dos RNs que evoluem desfavoravelmente
apresentam niveis altos dessa enzima no sangue e, quando dosada no liquido
cefalorraquidiano (LCR), apresenta maior especificidade. Uma enzima glicolitica, NSE
(neuron especific enolase), que, por intermédio da sua subunidade gama esta presente nos
neurdnios centrais ou periféricos, apresenta uma estreita correlagdo com a gravidade do
quadro asfixico, principalmente quando dosada no LCR (THORNBERG et al., 1995;
NADGYMAN et al., 2001; BLENNOW et al., 2001). Entretanto, Wijnberger et al. (2002), em
estudo realizado com coleta no cordao umbilical, salientam que a relagdo entre o dano
cerebral e a elevagdo desta enzima pode ndo ser causal, j4 que esta presente em varias

estruturas como células do cordao, placenta e no liquido amniético.

Outras publicagdes abordam a associagdo da NSE com a S100B, e suas respectivas
dosagens séricas aumentadas, na recuperagdo da consciéncia pods-isquemia cerebral em
cirurgias cardiacas de adultos, assim como no traumatismo craniano em criangas (POTAPOV

etal., 2001; BERGER et al., 2002; MARTENS et al., 2002).

Componentes essenciais da glia e axdnios, respectivamente, também chamados de BSP
(brain-specific proteins), como o GFP (glial fibrillary acidic proteic) ¢ o NFp (median
neurofilament), estao significativamente aumentados em quadros hemorragicos ou isquémicos

(BLENNOW et al. 1995; WHITELAW et al., 2001).

Estudos experimentais sugerem que reacdes inflamatérias mediadas por citocinas,

possam participar na fisiologia do quadro hipoxico isquémico e, conseqiientemente, suas
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respectivas dosagens também ja foram estudadas, entre elas podem-se citar as interleucinas, o
fator de necrose tumoral e o fator de estimulagdo de granulocitos/mondcitos (SAVMAN et al.,

1998; SILVEIRA, 2003).

A amdnia, a transaminases hepdticas, o lactato, o piruvato, o glutamato e a
desidrogenase latica também estdo aumentados nos quadros asfixico (CHOU et al., 1998;
RUFO-CAMPOS et al., 2000; PU et al., 2002; YIQING et al., 2002; ESQUE-RUIZ et al.,

2003).

1.2 Proteinas da familia S100

A familia S100 foi, originariamente, caracterizada como um grupo de proteinas acidas,
de baixo peso molecular (10-12kDa) e que estdo em abundancia em tecido nervoso. Cada
membro desta familia tem um padrdo unico de expressdo e, aproximadamente 50% delas,
possuem a mesma seqiiéncia de aminoacidos. As propriedades fisicas e estruturais da familia
S100 sugerem que sejam ativadoras, ao contrario de outras ligantes de calcio que atuariam
como tampoes. A afinidade pelo calcio €, entretanto, um importante parametro, no qual pode
ser influenciado através da ligagdo com o Zn (zinco), aumentando a afinidade, ou o
K(potassio), diminuindo-a. Entre elas estdo a S100A6, S100B e a calgranulin C, nas quais

mais se observou tal atividade (SCHAFER et al., 1996).

Atualmente, estd descrito que S100 ¢ uma familia de proteinas ligantes de calcio com 21
membros ja discriminados que estdo implicados nas mais variadas fungdes, tanto

intracelulares como extracelular (ZIMMER et al.,1995; DONATO, 2003).
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Hé um consenso de que, em nivel intracelular, a familia S100 tem a fungao de regular a
atividade de proteinas efetoras. Assim, na maioria das situagdes em que o calcio esta

envolvido, a familia S100 exerce fungdes regulatorias (NAGDYMAN et al., 2001).

Enquanto que dados imunocitoquimicos sugerem que a expressdo da familia S100, em
tecidos maduros normais, adquire um padrdo celular especifico, também se observou que o
nivel desta expressdo vai depender fortemente de fatores ambientais. Por exemplo, em
cardiomidcitos normais o nivel de S100B ¢ indetectavel, entretanto, em cobaias com pds-
infarto induzido, estd aumentada. A expressao genética da S100B pode ser represada em todos
os tipos de células por elementos de regulagdo negativa, implicando, conseqiientemente, que a
sua expressao em um determinado tecido da-se apenas quando um fator contribui para tal
evento. As fungdes intracelulares da familia S100 consistem na regulacdo da fosforilagao
protéica, na dindmica dos constituintes do citoesqueleto, na homeostase do calcio, nas
atividades enzimaticas, nos fatores de transcri¢ao, no crescimento celular e sua diferenciagdo
e na resposta inflamatoria. Em relagdo as funcdes extracelulares, os componentes S100B, e

alguns da subclasse S100A, teriam destacada participagdo (DONATO, 2003).

1.2.1 Proteina S100B

Moore, em 1965, descreve a S100B como uma proteina extraida do cérebro bovino, mas
ausente em extratos de figado, cuja solubilidade parcial em solug¢do de sulfato de amonio
atingiu 100% em pH neutro. Posteriormente, outros estudos demonstraram que esta fragao
de tecido cerebral continha uma mistura de polipeptidios alfa e beta que formam isoformas

S100A1 (dimero alfa-alfa) e S100B (dimero beta-beta) da proteina S100. A calb3,
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originariamente chamada de calbindin, também foi identificada como um membro desta

familia, apesar de ter um peso molecular significativamente menor (SCHAFER et al., 1996).

No SNC a S100A1 ¢é predominantemente neuronal, enquanto que a S100B ¢ encontrada
em altas concentragdes no citoplasma de astrécitos e, em menor concentragdo, nos
oligodendrocitos e células de Schwann (ZIMMER et al., 1995). Assim como outras proteinas
ligantes de célcio, algumas proteinas da familia S100, incluindo S100A4, SI00A8, S100A9 e
S100B, sdo secretadas de diferentes células. Na S100B, por exemplo, demonstrou-se que
estimula o crescimento neuronal, atua na proliferagdo de melandcitos e na inducdo de
apoptose em células de feocromocitoma. As concentragdes nanomolares determinam para a
S100B, uma fun¢do de fator de crescimento e diferencia¢do, enquanto que para concentragdes
micromolares induzem a apoptose. Também ja se documentou astrocitose e proliferacao
neuronal em ratos. O mecanismo de acdo das mais diversas fun¢des da familia S100 ndo esta
ainda bem estabelecido. Entretanto, a relagdo da S100B com células gliais e neuronios em
concentragdes nanomolares podem estimular o fluxo de calcio e, conseqlientemente, levantar

uma hipotese atraente deste ion mediar tais fungdes (SCHAFER et al., 1996).

Dados sugerem fortemente que a S100B deve ser um importante fator contribuinte do
desenvolvimento e diferenciacdo neuronal e do dano cerebral, e aquelas altera¢des de sua
concentragdo extracelular, seguidas de injuria cerebral, podem levar a uma amplificagdo da
lesdo associada a outros fatores conhecidos na génese de processos neurodegenerativos.
Embora o papel fisiologico da proteina S100B ainda ndo seja precisamente conhecido, esta
bem descrito que seus niveis no sangue e liquor estdo aumentados em varios disturbios
agudos ou cronicos do SNC. Alteragdes séricas estio mais comumente relacionadas com
diversos fatores que afetem sua sintese, distribui¢ao, e metabolismo no SNC, incluindo injuria
astrocitica aguda e gliose reativa, bem como podem refletir alteragdes na barreira

hematoencefalica. Sabe-se que ha uma relacdo diretamente proporcional entre os niveis de
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S100B em LCR e sangue ¢ a intensidade e extensdo da injuria cerebral, permitindo, entdo,
utilizar esta proteina como marcador bioquimico de dano, ou disfungdo, cerebral
(INGEBRITSEN et al., 1999; HERMANN et al., 2000; WALZ et al., 2000; LARA et al.,

2001; MACHADO-VIEIRA et al., 2002; PORTELA et al., 2002).

Em trabalho onde se estudou a concentracdo sérica da proteina S100B, Portela et al.
(2002), observaram que os valores ndo diferem quanto ao sexo e encontrou-se, também, uma
correlagdo negativa quanto a idade, com uma maior concentragdo em neonatos. Varias teorias
explicariam estes dados, entre elas a de que nesta fase da vida o processo de proliferacdo e
maturagdo do SNC, estd em intensa atividade nas células gliais e na formacao de sinapses, por

exemplo.

Assim como para a NSE, inumeros estudos sdo publicados continuadamente em vérias
areas, relacionando a S100B como marcador de lesdo neuroldgica. Mesmo diante de grandes
avangos na anestesia, no bypass cardiopulmonar e nas técnicas cirurgicas, a injuria cerebral de
qualquer intensidade permanece como principal complicagdo pos-operatdria de uma cirurgia
cardiaca. Exame neurologico, tomografia computadorizada ou ressonancia magnética sao
uteis, mas sua precocidade nem sempre se evidencia. Portanto, a identificagdo de um
marcador bioquimico precoce seria potencialmente util. Shaaban (2000) e Svenmarker (2002)
concluiram que a proteina S100B pode ser util na investigagdo de algum dano cerebral

imediato nestas cirurgias.

O exato mecanismo para a liberacdo da S100B para o liquor, apds uma isquemia
miocardica, como, por exemplo, um infarto, ainda € obscuro. A interrup¢do da circulacio
cerebral global determina edema cerebral e morte neuronal seletiva em algumas areas
vulneraveis. O aumento da S100B se origina, provavelmente, de um edema cerebral precoce,

associado a um distirbio na integridade da membrana celular da astroglia ¢ disfungdo na
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barreira hematoencefalica. Estas células neuronais sdo as mais comuns no parénquima
cerebral e reconhecidamente sensiveis a hipoxia. Entretanto, Hachimi-Idrissi (2002) et al.
ponderam que um marcador na astroglia pode refletir um dano cerebral indireto, ja que em
suas pesquisas observaram uma concentragdo maior da S100B apenas nas primeiras horas.
Isto poderia ser explicado pelo fato de que outros tecidos também liberariam a S100B como,

por exemplo, o tecido adiposo.

Adipdcitos, condrocitos e melandceitos sdo alguns tipos de células onde encontramos
concentragdes elevadas da S100B, assim como em certos tumores, entre eles melanomas,
gliomas, schawnomas e neurinomas. Entretanto, deve-se salientar que em casos de
diagnéstico inicial de tumores do SNC ndo se observou utilidade na sua dosagem, podendo
ser promissora no seguimento daqueles pacientes que ja tém o diagnoéstico (ORTIZ-MUNOZ

et al., 2003).

Ao estudar a presenca da proteina S100B em liquido amnidtico de criangas com
Sindrome de Down, Tort et al. (2004) ndo conseguiram evidenciar uma sensibilidade
adequada para estabelecer que a sua dosagem seja util no diagnodstico pré-natal desta

cromossomopatia.

Gazzolo et al. (2002-2003) contribuiram significativamente com varios estudos da
proteina S100B na area da perinatologia. A hemorragia cerebral, a suplementagdo de oxido
nitrico e as concentragdes no liquido amniotico de gémeos foram algumas situacdes clinicas
avaliadas por este grupo italiano. Das numerosas fungdes atribuidas a proteina S100B, o papel
de neurotrofismo aparenta ser intrigante na perinatologia. Concentragdes elevadas da proteina
no liquido amnidtico de gestacdes ndo-complicadas, foram correlacionadas com o aumento da
idade gestacional e também com achados ecograficos indicativos de maturidade cerebral. Este

indicativo do papel de neurotrofismo se reforca a medida que se observou um decréscimo
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progressivo das concentragdes da S100B a partir do terceiro trimestre de gestacao, periodo em
que o SNC ja atingiu o seu maior grau de maturidade gestacional. Os autores argumentam que
o estudo das concentra¢des dos constituintes cerebrais, entre estes a proteina S100B, pode se
constituir como alternativa para marcador de dano cerebral, quando exames clinicos e achados
radiologicos ainda estdo silentes naqueles pacientes de idade precoce como os recém-

nascidos.

Thorngren-Jerneck et al. (2004) abordaram o papel progndstico da proteina S100B em
RNs a termo com quadro de encefalopatia hipoxico-isquémica. Salientam, os autores, o
escasso numero de trabalhos ja realizados com estas caracteristicas, principalmente com um
follow-up daqueles RNs que demonstraram dosagens elevadas. Concluiram, entdo, que houve
um pronunciado aumento das suas dosagens naqueles pacientes que sofreram de quadros
moderados ou graves. A razdo para o aumento da proteina S100B, apds um quadro asfixico,
deve estar na presenca de seu dimero alfa-beta e beta-beta que sdo altamente especificos para
o SNC. Os autores também salientam que altas concentragdes sanguineas da proteina S100B
podem ser deletérias, pois resultam em uma potente ativacdo de enzima geradora de 6xido

nitrico, substancia responsavel por morte astrocitaria.
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Sabe-se que além das fungdes intracelulares, como modulagdo da atividade de proteinas
do citoesqueleto e do ciclo celular, a proteina S100B também pode desenvolver atividades

extracelulares que parecem depender de sua concentragao.

Esté descrito que seus niveis no sangue e liquor estdo aumentados em distirbios agudos
e cronicos envolvendo o SNC. Sua quantificacio nesses meios correlaciona-se com
intensidade e extensdo de injurias no SNC, o que permite utilizd-la em estudos como

marcador bioquimico de dano cerebral.

A motivagdo para realizar esta pesquisa se deve ao fato de que em nosso meio ha
poucos estudos que tenham utilizado a proteina S100B como auxilio no diagnostico em

patologias do SNC. Nao foi encontrado, também, estudo com a proteina S100B na EHI.
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3.1 Objetivo geral

Verificar se existe relagdo da proteina SI00B com a hipdxia neonatal.

3.2 Objetivos especificos

Estudar se as variagdes das dosagens sanguineas da proteina S100B correspondem a

diferentes graus de comprometimento do SNC nos RNs.

Correlacionar as dosagens bioquimicas de outras substdncias com a S100B, inclusive o

lactato, e que estariam envolvidas na hipoxia neonatal.
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4.1 Delineamento do estudo

Este estudo ¢ observacional-prospectivo-longitudinal.

4.2 Populagéo

RNs a termo atendidos no Hospital Presidente Vargas (HPV) e Hospital de Clinicas de

Porto Alegre (HCPA).

4.3 Amostra

RNs a termo, com diagndstico clinico de EHI, atendidos nos Hospitais de Clinicas e

Presidente Vargas de Porto Alegre.
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Critérios de inclusdo: RNs a termo que desenvolveram EHI nas primeiras 24 horas.

Todos os RNs asfixiados cujos responsaveis assinaram o termo de consentimento informado.

Critérios de exclusdo: foram excluidos os recém-nascidos prematuros € os com alguma

malformagao.

Tamanho da amostra: para detectar diferenca relativa a um tamanho de efeito de

magnitude > 1, foram necessarios 20 pacientes, fixando p=0,05 e f=0,10.

4.4 Logistica

Foi coletado (sem anticoagulante) no méximo 2 ml de sangue periférico, no primeiro e
quarto dia de vida e levado ao laboratorio de bioquimica da UFRGS, onde as amostras foram
centrifugadas e o soro armazenado em freezer (-70°C) até o dia da realizacio das dosagens. E
importante salientar que a coleta fez parte da rotina de exames necessarios para manejo dos

doentes.

A quantificacdo dos niveis da proteina S100B no sangue foi realizada através de
imunoensaio luminométrico (BYK-Sangtec, Dietzembach, German).Trata-se de uma reagao
imunoldgica do tipo "duplo sanduiche", na qual o segundo anticorpo estd marcado com
isoluminol, uma molécula que, quando excitada, libera energia em forma de luz. As dosagens
foram feitas em triplicatas e aquelas com coeficiente de variagdo maior que 10% foram

repetidas.
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4.5 Variaveis estudadas

Foram analisados e comparados:

— sexo, cor, peso, nimero de gestagdes, tipo de parto, indice de Apgar;

— grau de EHI: leve, moderado e grave;

— Intercorréncias neonatais: acidose, convulsdes, Obito;

— dosagens bioquimicas: S100B e lactato (1-4 dias), CPK, CK-MB, TGO, TGP no

primeiro dia.

O instrumento de classificagdo da EHI foi realizado através de um protocolo de
avaliacdo clinica, onde constam dados de histdria clinica pré e pos-natais, exame neurolédgico,

critérios clinicos de Sarnat (SARNAT e SARNAT, 1976) e exames laboratoriais (Anexo A).

4.6 Analise estatistica

As variaveis qualitativas foram descritas com freqiiéncias relativas percentuais e as
quantitativas com média e desvio padrao, quando simétricas, ou mediana e amplitude
interquartil, quando assimétricas. Foram comparadas as varidveis qualitativas entre os graus
de EHI com o teste exato de Fischer e as quantitativas, quando simétricas, com o teste de
Anova e, quando assimétricas, com o teste de Kruskal-Wallis. Para relacionar as varidveis
quantitativas utilizamos o coeficiente de correlagcdo de Pearson ou de Spearman, segundo a

distribuicao das variaveis. Ao comparar distribuigdes das dosagens laboratoriais no tempo,



4 PACIENTES E METODO 31

foram utilizados os testes t de Student para dados pareados, ou o teste de Wilcoxon quando a
variavel ndo foi simétrica. Na andlise entre os pacientes com e sem acidose ¢ as dosagens
laboratoriais, foi utilizado o teste de Mann-Whitney, ou teste t de Student para grupos

independentes. Foi considerado um nivel de significancia de 5%.
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Os procedimentos realizados na pesquisa como exame neurologico e coletas de sangue
periférico para andlise laboratorial ndo foram nocivos para os RNs, portanto, a pesquisa pode

ser considerada de risco minimo.

Este trabalho foi aprovado pelo GPPG do HCPA e pela Comissdo de Etica e Pesquisa

do HPV.

Os responsaveis pelos recém-nascidos assinaram termo de consentimento pOs-

informado (Anexo B).

Virios pacientes ja sao acompanhados no ambulatério de Neurologia infantil do HPV.
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RESUMO

A participagdo de marcadores bioquimicos na avaliagdo de quadros de asfixia neonatal &
cada vez mais relevante. A proteina S100B tem um papel destacado nestas pesquisas. O
objetivo deste estudo foi procurar destacar a importancia da proteina S100B na avaliagdo de
recém-nascidos a termo com quadros de encefalopatia hipdxico-isquémica, assim como
correlacionar com outras substancias que também participam do processo isquémico. Foram
analisados 21 casos de recém-nascidos a termo que desenvolveram quadro de encefalopatia
hipdxico-isquémica, no periodo de setembro de 2003 a outubro de 2004. Realizadas coletas
no 1° e 4° dia de vida e dosadas, por método imunocitoquimico, a proteina S100B e o lactato.
Foi possivel detectar uma correlagdo positiva entre as 2 substancias, assim como, quando

comparadas entre si, observou-se também significancia estatistica.

Palavras-Chave: S100B, Encefalopatia Hipoxico-Isquémica, Recém nascido, Asfixia.

ABSTRACT

Biochemical markers have played an increasingly relevant role in the assessment of
neonatal asphyxia. The S100B protein is particularly important in research conducted in this
field. The purpose of this study was to underline the importance of SI00B protein in the
assessment of term newborn infants with hypoxic ischemic encephalopathy, as well as to
relate it to other substances also involved in the ischemic process. An assessment was made
from September 2003 to October 2004 of twenty-one term newborn infants who developed
hypoxic ischemic encephalopathy. Samples were collected on the 1% and 4™ day of life and

S100B protein and lactate levels were calculated using the immune cytochemical method. A
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positive relationship was found between the 2 substances. Additionally, a comparison

between the two substances showed a statistically significant correlation.

Key Words: S100B, Hypoxic Ischemic Encephalopathy,newborn

INTRODUCAO

A encefalopatia hipoxico-isquémica (EHI) caracteriza-se, como um disturbio de grande
repercussdo no organismo do recém-nascido (RN). Resultante de asfixia perinatal, essa
encefalopatia compromete varios o6rgaos, além de trazer possiveis seqiiclas como paralisia

cerebral, epilepsia e retardo mental ',

Clinicamente se manifesta com envolvimento progressivo nas fungdes neurologicas,
entre elas a de manutencdo, ou inicio da respiracdo, do tonus, reflexos e forca, alteracdo da
consciéncia e freqiientes convulsdes. Com uma incidéncia que varia, conforme autores, de 0,1

a 0,4% dos nascimentos, a EHI tem diagndstico essencialmente clinico 23,

O comprometimento do sistema nervoso central (SNC) varia conforme a idade
gestacional, a natureza do dano e o tipo de intervengdo. Sabe-se que nos prematuros a
distribui¢do das lesdes predomina nas regides mais profundas, periventriculares, enquanto que

nos RN a termo na regidio cortico-subcortical >,

Dependentes de uma cascata bioquimica complexa, diferentes formas de morte neuronal
podem ocorrer. Na vigéncia de diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral, surgem vérias
alteracdes no metabolismo anaerdbico como a glicolise, o acumulo de fosfatos inorganicos e

de lactato *°.
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Para o diagnoéstico do quadro da EHI, além de uma historia clinica e adequado exame
neuroldgico, cresce em importancia, atualmente, os pardmetros metabolicos. Exames como
tomografia, ressonancia magnética, potencial somatosensorial sdo 1Uteis para o prognostico,
mas ndo para as primeiras 24 horas, enquanto que a ressonancia por espectroscopia tem suas

. ~ 1
limitagdes pelo custo 7.

Atribui-se a um grande nimero de moléculas a participagdo como marcadores de lesdao
neuroldgica na vigéncia de um quadro de asfixia neonatal. Glutamato, aspartato, lactato,
amonia, creatina quinase especifica, NSE (neuron specific enolase) e outras substancias, ja
foram estudadas no sangue periférico, no corddo umbilical, no liquido amnidtico e no liquido

11 Estudos com a S100B, proteina ligante de calcio predominante em

cefaloraquidiano
astrocitos, quando dosada no liquido cefaloraquidiano e sangue, evidenciam relagdo direta
com a lesdo cerebral '*'*. Contribuicdes significativas na area da perinatologia, como na
administracdo de 6xido nitrico, estudo da hemorragia cerebral e analise de liquido amnidtico
de gemelares demonstraram a utilidade da proteina S100B como marcadora de lesdo
cerebral'"'>'®. Seu papel prognéstico foi evidenciado também quando se relacionou com
quadros de EHI em RNs a termo, sendo possivel encontrar uma associacdo com estagios

11,1
moderados e graves "7,

Foi objetivo deste trabalho verificar se a proteina S100B pode servir como marcador de
lesdo cerebral em RNs a termo que desenvolveram EHI; se suas variagdes evidenciam
diferentes graus de comprometimento, assim como se ha correlagdo com outras substancias

como o lactato.

PACIENTES E METODO

Este estudo constitui-se de uma andlise longitudinal, com carater prospectivo, de uma
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amostra de RNs a termo que sofreram asfixia neonatal e conseqliente EHI, nascidos no
Hospital Presidente Vargas (HPV) e Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) de
setembro de 2003 a outubro de 2004. Foram excluidos os RNs prematuros ou com

malformagao.

As variaveis estudadas foram sexo, cor, peso, nimero de gestagdes, tipo de parto, grau
de EHI (leve/moderado/grave) segundo Sarnat / Sarnat, intercorréncias clinicas e dosagens
bioquimicas de transaminases, CPK, CK-mb e S100B. Os resultados obtidos foram analisados

pelo pacote estatistico SPSS 12.0.

As coletas de sangue arterial periférico foram realizadas no 1° e 4° dia de vida e levadas
ao laboratério de bioquimica da UFRGS, centrifugadas e armazenadas em freezer (-70°C) até
a realizagdo das dosagens. As quantificagdes da proteina S100B foram realizadas por

imunoensaio luminométrico — BYK — Sangtec, Dietzembach, German.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica do HPV e pelo Grupo de Pesquisa e

P6s-Graduacao do HCPA.

RESULTADOS

Foram 21 casos de RNs com EHI estudados, com coletas de sangue arterial periférico
no 1° e 4° dia de vida, totalizando 42 amostras. Destas, apenas no vigésimo paciente nao se
realizou a segunda coleta por 6bito no 3° dia. Registraram-se 7 RNs com quadro leve de EHI,
6 moderados e 8 graves. Constataram-se 2 oObitos (9,5%), ambos com EHI grave. Nesta
amostra predominaram os brancos (71,4%) do sexo masculino (57,1%), ambos também mais

freqlientes nos casos graves de EHI. Quanto ao tipo de parto, o vaginal foi o mais prevalente

com 61,9% (Tabela 1).
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Em 8 casos foi indicado parto cesareo e observou-se que em 50% deles ocorreu EHI
grave, entretanto, esta associagdo nao foi estatisticamente significativa (p=0,424). Todos os
RNs encontraram-se adequados quanto ao peso para a idade gestacional, e a idade materna
variou de 16 a 38 anos (média=26+8 anos). Todas as maes relataram ter realizado pré-natal e

a maioria era primigesta, entretanto, 30% dos casos ndo informaram o niamero de consultas.

Em relagdo as intercorréncias clinicas convém salientar as convulsdes que ocorreram
em 52,4% dos casos. Houve significancia estatistica quando as convulsdes foram relacionadas
com a severidade da EHI (p= 0,003). O Apgar no décimo minuto mostrou significancia

estatistica (p=0,015) quando comparado ao grau da EHI (Tabela 2).

Tabela 1: Frequéncias das variaveis

Variaveis n=21 f (%)
Sexo masculino 12 57,1
Cor branca 15 71,4
Parto vaginal 13 61,9
Primigesta 9 42,9
Grau de encefalopatia Leve 7 33,3
Moderado 6 28,6
Grave 8 38,1
Obito 2 9,5
Convulsao 11 52,4

Tabela 2: Variaveis estudadas x Grau de Encefalopatia

Grau de Encefalopatia

Frequéncia das

Variaveis Leve Moderado Grave Valor p
(n=7) (n=6) (n=8)
Sexo masculino** 42,9% 66,7% 62,5% 0,742
Cor branca** 57,1% 50% 100% 0,057
Parto vaginal** 57,1% 83,3% 50% 0,535
Apgar 1’ * 3(2a5) 2,5(0a5) 1,5(1 a 3,8) 0,465
Apgar 5 * 6(6a7) 6(4,5a263) 4,5(2,3a6,8) 0,197
Apgar 10° * 8(8,0a8,8) 7,0(50a8,0) 4,52,5a5,5) 0,015
Convulsao** 0 45,5 54,5 0,003

*  As varidveis quantitativas assimétricas foram comparadas com Kruskal-Wallis, representadas por
mediana e intervalo interquartis (25-75).

**  As varidveis qualitativas foram comparadas entre os grupos com teste exato de Fischer, nesta
tabela, expressas em percentuais.
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Nao houve perdas nas coletas do primeiro dia de vida para dosagem da S100B,
enquanto que para o lactato em 4 amostras, ndo foi possivel a realizagdo por hemdlise. No

quarto dia ndo se obteve a dosagem de 2 amostras de S100B e de 7 de lactato.

A andlise bioquimica, realizada com a S100B (1°-4° dias de vida), CPK, CK-mb, TGO,
TGP e lactato (1°-4° dias de vida), quando comparada com dados clinicos como peso, Apgar,
grau de EHI e convulsdes, ndo demonstrou significancia estatistica, mas tiveram valores

acima do normal. (Tabela 3).

Tabela 3: Andlise das Variaveis Laboratoriais X Grau de Encefalopatia

Grau de Encefalopatia

Variaveis Leve Moderado Grave Valor p
S1001dviugl 3,7 (1.9—8) 3.7 (2,1-62) 46(2,6-76) 0807
S1004dv*pg/l 2.8 (1,5 —4,8) 2,0 (1,4 —2,4) 13(12-29) 0,06l
CPK* 763,5 (606 — 1374) 1432,5 (818,5—3150) 839 (243,8—2109) 0,281
CK-mb* 179 (104,6 —411) 251 (100,9—615,8)  47(22,1—=597) 0,462
TGO* 71,5 (46,8 — 140)  107,5 (80,8—4153) 112(61,3—715,5) 0,315
TGP* 20 (8 - 32) 28,5 (26 —194) 24 (19— 283) 0,187

* A andlise de variaveis quantitativas assimétricas foram comparadas com Kruskal-Wallis, representadas por
mediana e intervalo interquartis (25-75).

Foi possivel documentar acidose nas primeiras 6 horas de vida em apenas 6 RNs
(28,5%). Mesmo assim, houve forte associagdo entre acidose ¢ S100B (p=0,029), ¢ o lactato

(p=0,009), no primeiro dia de vida.

Quando comparadas entre si, nas suas variagdes, também se observou significancia
estatistica na S100B 1°-4° dias (p=0,003) e no lactato 1°-4° dias (p=0,002) (Figuras 1 e 2). Da
mesma forma, foi possivel estabelecer uma correlagao positiva moderada (rs=0,483) entre a

S100B e o lactato no primeiro dia (p=0,050) (Figura 3).

Nao se observou significancia estatistica entre a SI00B e o lactato com as demais

enzimas — TGO, TGP,CPK ¢ CK-mb.
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Figura 1: Variacdes nas dosagens da S100B (ug/l) no 1°-4° dias de vida
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Figura 3: Correlacéo entre dosagens da S100B(ug/l) e lactato (mmol/l) - 1° dia de vida

DISCUSSAO

Badawi et al. (1998) avaliaram os fatores de risco intraparto em RNs e sua associagdo
com EHI, encontrando, em relagdo ao parto vaginal, aumento do risco em mais de duas vezes
entre cesarea e parto vaginal instrumental e o surgimento da encefalopatia '*. Em estudo com
961 RNs de baixo peso que relacionou tipo de parto, paralisia cerebral € morte neonatal, foi
concluido que o tunico fator adverso encontrado em associacdo com parto vaginal foram
alteragdes em achados ecograficos. Nao houve associacdo significativa com surgimento de

paralisia cerebral ou morte neonatal '°.
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Ao analisar os dados deste estudo se observa que houve predominancia de parto vaginal
(61,9%). Destes partos vaginais apenas dois foram instrumentais e um terceiro RN foi
submetido a forceps e subseqiiente cesarea de emergéncia. Estes dados aproximam-se
daqueles observados por Silveira (2003) em estudo realizado na mesma institui¢do, onde foi
detectado 58% de partos vaginais nos RNs com EHI. Por outro lado, a autora observou que o
tipo de parto ndo apresenta correlagdo estatisticamente significativa com a gravidade da EHI,

. 2
0 que concorda com a presente pesquisa .

Estudos recentes demonstram que o Apgar, especialmente baixo aos 5 minutos em RNs

a termo, constitui um marcador especifico para complicacdes da EHI, entre elas as crises
. 21 ~ . r

convulsivas “. Entretanto, convulsdes em RNs com EHI podem estar relacionadas também

r1: ~ . ~ 1
com desordens metabolicas, lesdes estruturais ou malformacgoes .

Neste estudo, as convulsdes estiveram presentes em 52,4% dos pacientes ¢ foram mais
prevalentes naqueles que apresentaram apgar < 5 no quinto minuto ¢ EHI grave, excetuando-
se um caso com Apgar 7. O mesmo percentual foi encontrado por Pereira (2000) em estudo

. . .22
com asfixiados no mesmo servigo de neonatologia .

Moster (2001) afirma em sua publicacdo que o escore baixo de Apgar no quinto minuto
o~ . .. 21 .

tem uma associacdo forte com subseqiiente morte ou paralisia cerebral ~'. Entretanto, a origem
de muitos casos de paralisia cerebral esta mais ligada a eventos antenatais. Estudos
australianos demonstraram apenas uma pequena propor¢do relacionada com a hipoxia
. 6 . .
intraparto °. Dados recentes de pesquisa sugerem que, na grande maioria, os achados
neuropatologicos causadores de paralisia cerebral, ocorrem como resultado de fendomenos

. .. . , 2
multifatoriais que surgem tanto no desenvolvimento fetal como no periodo neonatal .

Apgar baixo nio é causado por uma unica condi¢do adversa, pois pode ser resultado de

varios fatores, entre eles a hipdxia intraparto. A persisténcia de um baixo Apgar estd mais
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comumente relacionada com a efetividade da ressuscitagdo °. Os dados deste estudo indicam
que 30% dos RNs com EHI moderada ou grave obtiveram apgar no quinto minuto > 5,
concordando com dados da literatura que referem o Apgar como pobre preditor da evolugao

Lo 1
neurologica .

Autores registram entre 15 a 20% de 6bitos na idade neonatal nos quadros de EHI *,
Quando o RN apresenta um Apgar 0-3 no 5° minuto apresentam um risco relativo de dbito =
16, quando comparados com aqueles de Apgar normal *'. Estudos realizados no HCPA por
Pereira (2000) e Silveira (2003) encontraram respectivamente 35,5% e 15,8% de dbitos em
RNs com EHI ***?, enquanto que esta amostra encontrou 9,5%. Tais dados demonstram uma
diminui¢do evidente na mortalidade neonatal no periodo de 4 anos em nosso meio, o que

reflete o resultado dos avangos no diagndstico e no manejo precoces do RN asfixiado.

Thorngren—Jerneck et al. (2004), baseando-se no diagndstico clinico e laboratorial,
encontraram 62 asfixiados a termo em 4 anos de estudo. Seus critérios foram Apgar < 7 no
quinto minuto e acidose em artéria umbilical (pH < 7,10 e/ou Excesso de Base > 12) '
Embora deva ser coletada em todo parto que indique sinais de asfixia, a acidemia metabdlica
ndo define o momento da hipdéxia e também ndo se correlaciona diretamente com o
surgimento de paralisia cerebral. Quando ndo ¢ realizada a coleta de gasometria arterial na
primeira hora de vida, ndo ¢é possivel afirmar que aquela hipdxia seja a causadora ou tenha
contribuido para os sinais clinicos que posteriormente possam surgir **°. Além disso, muitos

casos de encefalopatia neonatal grave ndo estio associados a hipoxemia intraparto °.

Na analise desta amostra populacional de asfixiados, ocorreram dificuldades técnicas
para a realizagdo da coleta sanguinea ao nascimento, para obten¢do do pH do corddo
umbilical, indicador mais sensivel de asfixia. O fato de que o limite para essa coleta foi de até

6 horas apds o nascimento, permitiu que muitos destes pacientes ja estivessem sendo
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submetidos a medidas de suporte ventilatério e ou medicamentoso, o que alterou os resultados
bioquimicos. No entanto, o pequeno nimero de RNs com acidose comprovada ndao impediu

que este resultado fosse significativo, quando cotejado com a andlise bioquimica.

Uma das principais premissas na avaliagdo precoce de um RN asfixiado ¢ a analise
bioquimica de determinadas moléculas. Varias substancias sdo consideradas marcadoras de
lesio cerebral ', Experimentos animais ja evidenciaram que aminodcidos excitatorios
como, por exemplo, glutamato e aspartato, estdo envolvidos na patogénese de lesdes cerebrais
e que seus agonistas sdo altamente toxicos em cérebros imaturos *. Os indices lactato e
lactato/piruvato também podem servir como pardmetro de gravidade na asfixia perinatal '°.
Outras substancias também sdo citadas como, por exemplo, transaminases, NSE, interleucinas

~ - 19,11,14
€ amonia A1, .

No presente estudo, pode se observar a correlagdo com dados da literatura no que se
refere a0 aumento nas concentragdes séricas das enzimas transaminases, creatinoquinases
(CPK) e CK-mb ', entretanto, nio houve significincia estatistica quando comparadas com o
grau de EHI. A justificativa para tal situagdo, provavelmente, deve-se ao pequeno nimero de
casos deste estudo, no entanto, o trabalho de Nagdyman e colaboradores (2001), com 29
casos, demonstrou diferenca significativa nos quadros de EHI moderados e graves, quando se

estudou a CK-mb em coletas seriadas a partir de 2 horas de vida '

A introdugdo de técnicas eletroquimicas tem permitido uma rapida e acurada dosagem
de metabolitos celulares importantes na cadeia bioquimica da asfixia, entre eles piruvato e
lactato. O lactato, produto final da glicélise anaerdbica, converte-se em piruvato quando se
restaura o oxigénio no tecido. Chou et al. (1998) demonstraram que tais dosagens podem
constituir um método quantitativo auxiliar na avaliacio da hipoxia '°. Quando comparado com

valores normais de referéncia de laboratorios dos hospitais onde se realizou esta pesquisa
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(0,33-1,33 mmol/l), foi possivel observar um significativo aumento nas dosagens do lactato

(1,01-9,25 mmol/1).

A proteina S100B ¢ produzida e liberada primariamente pelos astrocitos no SNC, onde
exerce fungdes troficas em neurdnios e na glia . Varios estudos j4 demonstraram sua
participagdo como marcador bioquimico periférico em quadros onde ha comprometimento
cerebral, entre eles traumatismos cranianos, acidentes vasculares cerebrais, tumores do SNC,

. . . . C 4AL 12,14,24-2
Alzheimer, esquizofrenia e lupus eritematoso sistémico '>'***20,

Entretanto, segundo
observagdes de Wijnberger et al. (2002), devido a meia-vida curta da S100B (25 min-2 h),

ndo ¢ possivel estabelecer uma relagdo causal direta com o dano cerebral, exceto em eventos

1
agudos '°.

Estudos com RNs asfixiados ou com hemorragia intraventricular demonstram
associagcdo com o incremento das dosagens da S100B. Concluem que essa proteina pode ser
considerada, entre outros, como um marcador de comprometimento cerebral disponivel

11,12,2
atualmente 1%,

Thorngren—Jerneck et al. (2004) observaram um consideravel aumento da S100B
naqueles RNs a termo que apresentaram quadros de EHI moderados e graves, assim como nos
casos de Obito neonatal e paralisia cerebral até¢ o 18° més. Esses autores realizaram coletas de
amostras sanguineas do 1° até o 4° dia de vida e as dosagens dos RNs com EHI foram
decrescentes, mas acima dos valores médios dos controles. Os autores encontraram uma

significativa correlagio entre a dosagem da S100B no 1° dia e acidose .

No presente estudo, apesar do pequeno numero de casos, também se evidenciou
associacdo da S100B e do lactato dosadas no 1° dia com acidose. Este evento possibilita
ressaltarmos a importancia da S100B na cadeia anaerdbica e sua conseqiiente degeneracao

celular, na qual o lactato participa. Entretanto, ndo foi possivel detectar significancia
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estatistica da S100B com os graus de encefalopatia. Tal situacdo, que provavelmente se
atribui ao menor namero de casos, discorda dos achados da literatura recente '*'”. Acrescente-
se também que a rotina de coleta das amostras sanguineas deste estudo, ndo se restringiu as
primeiras 2 horas onde se evidencia uma maior concentragdo da proteina S100B pela sua meia
vida curta.Os valores normais de referéncia da S100B variam com a idade sendo maior no
periodo neonatal. Tal evidéncia explica-se pela intensa atividade de maturagdo neuronal ¢ da
glia presente nesta fase da vida "°. Escassos estudos conseguiram obter uma curva de valores
da proteina S100B, correlacionada com o tempo da coleta que permitisse encontrar o
momento certo para sua deteccdo e conseqlientemente maior confiabilidade como um
marcador bioquimico. Salientam os autores que repetidas dosagens devem ser uteis para
predicdo de eventual dano cerebral ''*!'". Ao compararem-se os valores obtidos das amostras
de S100B neste estudo, observa-se uma significativa diferenca entre as coletas realizadas no

1° ¢ 4° dia de vida. Esta situacio assemelha-se com dados da literatura '’

CONCLUSOES: A proteina S100B pode servir como marcador de lesio cerebral no Rn
a termo com EHI, com resultados decrescentes a partir do primeiro dia; as variagdes das
dosagens sangiiineas da proteina S100B nao corresponderam a diferentes graus de EHI e nao

se correlacionaram com outras substancias envolvidas na EHI, exceto o lactato.

E evidente que as possibilidades de interven¢des neuroprotetoras estio aumentando
progressivamente para todas as idades. E necessario distinguir aqueles pacientes que se
beneficiardo de tais intervengdes. Provavelmente, o estudo de varias substincias que,
combinadas, fossem capazes de indicar precocemente sinais lesionais cerebrais, estaria no
inicio do entendimento da neuroprotecdo. Para tal objetivo, a proteina SI00B tem um futuro

promissor, desde que associada a outros marcadores bioquimicos e aos dados clinicos.
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ANEXO A - Protocolo

GRUPO A ( ) GRUPO B( )

e ID: Registro:
DN: / / Sexo: 1-F 2-M () PN: g Cor:
IG: semanas Parto:1-vaginal 2-cesdrea ()
P/IG: Apgar:1°min _ 5°min _ 10°min __ 15°min___ 20°min

Intercorréncias neonatais:

e Dados maternos: Idade:  Cor:  N°de gestagcdes:  Pré-natal:1-S 2-N ()

Intercorréncias pré-natais:

e Dados laboratoriais: S100B (24h) (96h) Lactato sérico(horas
de vida):
Gasometria arterial( horas de vida):pH  pCO2 EB  pO2 horas

Outros exames:

e Exame neurologico: PC: BA:  AP: PT:

Fascies: Nervos cranianos: Tono: Forga:
Reflexos profundos: Reflexos superficiais:
Reflexos primitivos: Sensibilidade:

Grau de EHI ( Sarnat e Sarnat , 1976)
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O objetivo deste estudo ¢ dosar, no sangue, os valores de uma proteina denominada
S100B que podera vir a ser 1til na identificagdo de criangas com comprometimento cerebral.
Ha poucos estudos na comunidade cientifica a respeito deste tema e para que, futuramente,
possa haver uma melhor abordagem no que diz respeito aos cuidados e tratamento desses
pacientes, estamos desenvolvendo o presente estudo. O seu consentimento ou ndo em
participar deste estudo em nada alterard os cuidados médicos e de enfermagem que seu filho
(a) tera durante a internagdo. Sua participagdo sera a de permitir, quando necessario, a retirada
de sangue, em no maximo 2 coletas, de veia periférica, de seu filho (a) apds o nascimento
(max. 2 ml). Esta retirada ndo trara nenhuma repercussao clinica no seu filho (a) e salientamos
que a coleta serd feita juntamente com outros exames que se facam necessarios naquele
momento. Os pesquisadores garantem também que, para fins de pesquisa, seus nomes nao
serdo divulgados.

DECLARACAO

Pelo presente consentimento informado, declaro que fui esclarecido (a), de forma clara e
detalhada, livre de qualquer forma de coer¢do, ou constrangimento dos objetivos, da
justificativa, dos procedimentos que meu filho (a) serd submetido (a), dos riscos, desconfortos

e beneficios do presente projeto de pesquisa, bem como da:

1. seguranca de receber resposta a qualquer duvida relacionada com a pesquisa;

2. liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, sem que isto traga

prejuizo a continuagdo dos cuidados ao meu filho (a);

3. segurancga de privacidade.
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O pesquisador ¢ o Dr. Régis Osério Martins (Fone: 91772062), e a orientadora ¢ a Prof.
Dra. Newra Telechea Rotta (Fone: 99714567). Este documento foi revisado e aprovado pelos
Comités de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre ¢ do Hospital

Presidente Vargas.

Data:  / /
Assinatura do responsavel:

Pesquisador: Dr. Régis Osorio Martins

Orientadora: Prof. Dra. Newra Telechea Rotta
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ANEXO C - Caracteristicas da Amostra
reg. D/N sexo PN cor capurro parto peso/ig apgar id-m&e cor- gest.
mae
1 33728 05/09/03 M 3270 B 39 vag aig 0/1/1 16 b 1
2 36802 22/09/03 F 2430 B 37,4 ces. aig 6/0oito 36 b 2
3 39118 01/10/03 M 3520 B 38,1 vag aig 0/seis 33 b 1
4 39757 09/10/03 M 3040 B 40,5 vag aig S5/seis 16 b 1
5 40596 18/10/03 F 3000 P 40,4 vag aig 0/3/5 17 p 2
6 41612 30/10/03 M 3370 B 39,5 vag aig 05/set 16 m 1
7 42131 04/11/03 M 3580 B 41 vag aig 1/2/4/4 21 b 3
8 50101 09/03/04 ™M 3180 P 40,3 vag aig  2/sete/nove 17 P 1
9 50539 17/03/04 F 2650 M 37,6 vag aig 2/seis 29 m 2
10 967535/6 07/05/04 F 2870 B 40 vag aig 3/seis 30 b 4
11 967629/7 09/05/04 F 3520 B 38,3 ces. aig 04/set 18 b 1
12 54032 13/05/04 F 3370 B 41,3 vag aig 4/seis/8 28 b 1
13 969478/7 31/05/04 F 3675 B 40,5 ces. aig 1/seis/oito 28 b 2
14 55965 11/06/04 M 3130 B 37,1 vag aig 1/quatro/5 38 b 2
15 55985 13/06/04 M 3270 M 40,3 ces. aig 4/seis/8 21 m 1
16 9710013 17/06/04 ™M 3305 B 39 ces. aig 1/tres/4 27 b 2
17 57900 15/07/04 ™M 3000 B 37 ces aig 5/quatro/8 38 b 8
18 59099 01/08/04 F 2940 B 39,2 ces aijg  2/cinco/seis 21 b 1
19 62502 22/09/04 M 3290 P 37,3 vag aig 03/set 35 p 4
20 64105 14/10/04 M 3060 B 39,2 ces aig 05/set 30 b 5
21 55238 27/10/04 F 3040 M 39,5 vag aig  1/cinco/set 38 p 5
pré-natal S100- S100- CPK CK- TGO TGP Grau- acid- mortal. convul lact Lact
ldv 4dv mb Ehi 6h s80 1dv_ 4dv
1 s/9cons 8,165 X 4050 1283 900 369 grave sim  Obito  sim X X
2 s/9cons 3,304 2,713 676 132 55 24 leve  nao niao 4,23 X
3 s/12cons 5,175 2,427 1765 308 95 28 mod. ndo sim 8,18 1,81
4 s/llcons 1,707 1,86 847 49,7 53 20  mod. X sim 3,31 1,74
5 ] 2,245 1,411 1200 193 414 137 mod. ndo sim X 1,3
6 s/dcons 3,78 2491 2680 611 419 365 mod. X sim 3,04 142
7 s 5,575 1,293 260 19,3 61 26  grave X sim X 1,78
8 s 1,92 2,782 739 1046 40 10 leve X ndo 8,07 X
9 s/6cons 13,076 3,4 2850 1908 134 20 leve nao nao 42 2,18
10 S 2,529 1,219 X X X X grave X nao 1,53 2,08
11 s/8cons 2,73 1,107 X X X X grave X sim 191 1,01
12 s/8cons 3,68 4,823 788 411 88 X leve X nao 6,6 556
13 s/5cons 8 5,165 X 179 X X leve  sim ndo 9,68 4,63
14 s/10cons 6,009 1,347 1462 3683 X X grave  nado sim 5,03 1,64
15 s/8cons 9,291 1,211 4560 630 90 28 mod. sim sim 925 2,63
16 S 26,119 427 195 23 X X grave  sim sim 7,32 1,73
17 ] 1,67 1,413 396 3,6 49 6 leve  ndo nao 2,2 1,48
18 s/llcons 1,544 2,468 1012 26 162 22  grave nao sim 7,4 X
19 s/dcons 6,467 1,51 882 192 158 40 leve  sim nao 9,17 X
20 s 3,611 X 666 68 62 18 grave sim  Obito  ndo X X
21 s/7cons 4 2,85 733 118 120 29  mod. ndo nio 3,07 X
ABREVIATURAS
Reg - Registro parto - vaginal/cesarea
D/N - data de nascimento P/1G - peso para idade gestacional
Sexo - Masculino/Feminino apgar - 1/5/10/20 minutos
PN - Peso de nascimento id-mae - idade da mae
Cor - Branca/Mista/Preta cor-mde -  branca/mista/preta
Capurro -  Idade gestacional do RN gest. - numero de gestagdes



