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NOTA EXPLICATIVA

A apresentacdo da presente dissertacdo foi organizada sob a forma de artigos cientificos,
de acordo com a resolucdo 03/2010, aprovada pelo Programa de Pos-graduacdo da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, disponivel em
http://www.medicina.ufmg.br/cpg/programas/saude_crianca/arquivos/2010/Resolucao0

3-2010.pdf.

O primeiro artigo consiste em uma revisdo da literatura, na qual sdo discutidos os
principais aspectos, achados recentes e controvérsias sobre a correlacdo das citocinas,
quimiocinas e fatores neurotréficos com o desenvolvimento motor e cognitivo do recem-
nascido pré-termo. O segundo artigo avalia os niveis plasmaticos e urinarios de citocinas,
quimiocinas e fatores neurotroficos os correlacionado com o Teste do Desempenho Motor
Infantil (TIMP).

As referéncias bibliogréficas estdo dispostas ao final de cada artigo ou secao.
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1 ARTIGO REVISAO

Moléculas inflamatorias como potenciais biomarcadores para alteracdes no

desenvolvimento neuropsicomotor do pré-termo.

Rafael Coelho Magalhées et al.

1- Laboratdrio Interdisciplinar de Investigagdo Médica, Faculdade de Medicina da UFMG, Belo Horizonte, MG

Resumo:

Objetivo: Reunir as evidéncias das alteracdes neuroinflamatdrias e o desenvolvimento
neuropsicomotor em pré-termos. Método: A partir das bases de dados PUBMED e
BIREME, foi feita uma busca de artigos nas linguas inglesa, espanhola e portuguesa, no
periodo de 1990 a abril de 2015, com combinagdo das palavras-chave “inflammation”,
“cytokines”, “neurotrophic factors”, “motor development”, “cognitive development”,
“preterm”, em humanos. Os artigos foram selecionados por dois revisores que analisaram
as caracteristicas, qualidade e acuracia dos estudos. Resultados: Foram identificados seis
trabalhos que estudaram inflamacdo, o desenvolvimento motor e cognitivo em pré-
termos. Os estudos avaliaram niveis circulantes de citocinas, quimiocinas e fatores
neurotroficos. As proteinas mais analisadas foram IL-1pB, IL-6, TNF, CCL5/RANTES,
CXCLS8/IL-8, IGFBP-1 e VEGF. Cinco estudos demonstraram que niveis plasmaticos de
IL-6 apresenta correlagdo positiva com o atraso no desenvolvimento global. Dois estudos
demonstraram que niveis plasmaticos de CXCL8/IL-8 apresentou correlacdo positiva
com atraso motor e cognitivo; e um apontou que CCL5/RANTES ¢ associada com melhor
desfecho motor cognitivo. Conclusdes: A inflamag@o no recém-nascido pré-termo esta
associada a alteragdes no desenvolvimento cognitivo e motor podendo ocasionar sequelas

e limitagdes funcionais para toda vida.
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1 -Introducéo

O parto prematuro caracteriza-se quando ocorre em idades gestacionais menores de 37
semanas *. Intercorre em até 12% de todos os nascimentos 1, sendo que 40% dos recém-
nascidos pré-termos apresentam risco elevado de mortalidade perinatal e outras
complicacdes 2. A leso cerebral precoce é uma das principais complicagbes do periodo
perinatal e também contribui para alterac6es neurodesenvolvimentais a longo prazo *°. O
nascido pré-termo enfrenta, além de problemas clinicos durante sua internagdo na
Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN), experiéncias estressantes e dolorosas que

podem contribuir para alteracdes neurodesenvolvimentais °.

1.2- Neurodesenvolvimento tipico

Durante a gestacdo, o meio ambiente intrauterino oferece estimulos graduais e
progressivos, de forma a viabilizar o desenvolvimento neuropsicomotor ° O
desenvolvimento intrauterino pode ser dividido em trés fases: germinal, embrionaria e
fetal 1.

A fase germinal é caracterizada pela fecundacdo do évulo e implantacdo na parede
uterina. Durante o periodo embrionario ha o crescimento ordenado e diferenciado do
embrido. Os folhetos germinativos diferenciam-se e tem inicio a formagdo de todas as
estruturas do corpo. Ao término desse periodo, na oitava semana de gestacao, as estruturas
priméarias do sistema nervoso estdo estabelecidas, o tubo neural fechado e ha formacao

sinapses e dos nervos periféricos 112,

O periodo fetal corresponde desde a nona semana de gestacdo até o nascimento. Nesse
periodo ha o maior crescimento corporal e desenvolvimento do SNC 4 A matriz
germinal tem sua origem em torno de dez semanas de idade gestacional a partir de células
ependimarias. Trata-se de uma regido com neuroblastos e glioblastos ricamente suprida
de vasos capilares a partir dos quais as células migram durante o desenvolvimento do
cérebro, permitindo a organizacdo da arquitetura cerebral. A matriz germinal é uma
porcao fragil que se encontra em processo continuo de involugdo até a 362 semana de
idade gestacional . A hemorragia da matriz germinal constitui uma das principais
afeccOes perinatais. Dentre as causas dessa afeccdo, pode-se elencar: (i) atividade

fibrinolitica aumentada, (ii) pressdo tissular diminuida e (iii) aumento ou diminuigdo do
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fluxo sanguineo com consequente reperfusdo decorrente de asfixia perinatal . A
hemorragia da matriz germinal pode cursar com transtornos neurolégicos permanentes

incluindo paralisia cerebral e deficiéncia intelectual 3.

O cérebro primitivo pode ser dividido em trés principais componentes: prosencefalo,
mesencéfalo e rombencéflo. O prosencéfalo da origem ao telencéfalo e ao diencéfalo. O
mesencéfalo se diferencia posteriormente em ponte e cerebelo, e o rombencefalo origina
o metencéfalo e o mielencéfalo. O telencéfalo e o diencéfalo originam o cérebro; e o
mielencéfalo origina o bulbo. As estruturas do SNC estdo completamente formadas em
torno da 152 semana 4. Com 19 semanas de idade gestacional as células do SNC se
encontram-se em periodo de rapido crescimento, aprimoramento, maturacao, refinamento
de suas conexdes e continua plasticidade. Os eventos mais importantes nesse periodo
constituem alinhamento e orientacdo dos neurdnios, sinaptogénese, ramificagdes
dendriticas e axonais, eliminacdo seletiva de algumas sinapses, proliferacdo e

diferenciacéo glial 1141°,

Ao final da gestacdo, o SNC esta completamente formado com suas estruturas em plena
atividade funcional. Ap6s o nascimento, praticamente ndo ha o surgimento de novas
células neurais, porém a formacdo de sinapses permanece durante toda a vida, fato que
permite o desenvolvimento gradual de habilidades **.

O desenvolvimento motor estd diretamente ligado ao desenvolvimento do SNC. Os
primeiros indicios de atividade motoras sdo percebidos por volta de cinco semanas de
gestacdo e consistem em movimentos de extensao ou flexdo do colo e da regido toracica
16, Ha um desenvolvimento gradual e todos os padrdes motores ja estdo presentes no inicio
do segundo trimestre . Ha um continuo processo de evolugéo e aperfeicoamento de
habilidades motoras tais como movimentar-se de forma mais refinada, perceber e reagir
aos diferentes estimulos e realizar exploracdes no ambiente intrauterino 7. No terceiro
trimestre ha crescimento corporal pronunciado e consequente diminui¢éo do espago livre

para movimentacéo favorecendo o desenvolvimento da postura flexora do neonato .

O desenvolvimento do SNC ¢ sensivel a qualidade e quantidade dos estimulos recebidos.
O utero funciona como um filtro capaz de "graduar™ esses estimulos, de forma a garantir
o desenvolvimento encefalico adequado %4 Cada fase do crescimento e
desenvolvimento cerebral tem seu tempo e se sobrepde & evolugdo da gestagdo 618,

Portanto, ha evolucéo, organizacao, especializacdo graduais do SNC durante a gestacéo,
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que permite a aquisicdo de novas habilidades e aprimoramento constante do

desenvolvimento motor, sensorial e cognitivo 147
1.3. Neurodesenvolvimento na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN)

A evolucdo do recém-nascido pre-termo diferencia-se da evolugdo do recém-nascido a
termo em dois aspectos principais: seu padrdo de crescimento e seu desenvolvimento pds-

natal 18.

O parto pré-termo coincide com o periodo de maior crescimento e
desenvolvimento do SNC *°. Os estimulos que usualmente ocorreriam em ambiente
intrauterino passam a ocorrer, associados a estimulos dolorosos e estressantes, em
ambiente de UTIN, podendo interferir no processo de crescimento, ramificacéo,
mielinizacdo e formacdo de sinapses 1"*8, HA uma maior vulnerabilidade do SNC,
podendo ocorrer alteracdes no volume da substancia branca, substancia cinzenta e
cerebelo, afilamento do corpo caloso e atraso no desenvolvimento dos giros cerebrais,
alteracOes eletrofisioldgicas e hemorragia peri e intraventricular. Essas alteracbes podem
interferir nas capacidades funcionais, motoras, sensoriais, cognitivas e comportamentais,
causando déficits permanentes >, No comprometimento da fung¢io motora destacam-
se déficit no planejamento motor, coordenacdo viso-motora, equilibrio, alteracéo do tonus
muscular e atraso do desenvolvimento neuromotor. Em relagéo as fun¢Ges cognitivas sdo
apontadas alteracGes de quociente de inteligéncia (QI), funcéo cognitiva global, memoria,
atencdo, dificuldades de aprendizagem, alteracGes de linguagem, formacéo de conceitos
verbais e numéricos, além de dificuldades no pensamento l6gico e associativo. Podem
ocorrer reducao na capacidade de sintese, escassez de organizagdo perceptiva e orientacao
espacial. Esses déficits podem interferir nas atividades de vida diaria e no
desenvolvimento escolar/académico e impactar na aquisicdo de independéncia e

autonomia %°.

O avanco tecnoldgico e cientifico em neonatologia favoreceu o aumento da sobrevida dos
recém-nascidos pré-termos mesmo em idades gestacionais cada vez menores 82, Apesar
de nas Gltimas décadas haver um aumento na sobrevida dos recém-nascidos pré-termos,
esta ndo tem sido acompanhada de reducdo do atraso no desenvolvimento

neuropsicomotor e de melhoria no progndstico das alteragdes comportamentais *>15,
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1.4- Relacéo entre as moléculas inflamatorias e fatores neurotroficos com a injaria

cerebral

A neuroinflamacdo é um dos principais fatores elencados como contribuinte para as
alteragBes neurodesenvolvimentais em pré-termos °. A melhor compreensdo das
diferentes fases da neuroinflamacgédo pode auxiliar na identificacdo de potenciais riscos

para atraso no neurodesenvolvimento.

As principais hipoteses acerca da etiologia do atraso no neurodesenvolvimento em pré-
termos envolvem uma maior inflamacao sistémica, presenca de hipdxia e/ou isquemia
cerebral. Ha aumento da liberagdo de citocinas inflamatdrias e de radicais livres,
ocasionando dano a substdncia cerebral branca com astrogliose e perda de
oligodendracitos 8172, A inflamaco resulta na alteracéo da proliferagdo e diferenciacio
celular e aumento de morte celular, ocasionando distarbios sensoriais, limitagdes

cognitivas, convulsdes e paralisia cerebral 5°.

Os principais mecanismos pelos quais a inflamacéo se relaciona a intensificacdo da lesdo
cerebral precoce sdo: (i) diminui¢do do fluxo sanguineo cerebral e reducdo do aporte de
oxigénio e de glicose; (ii) ruptura da barreira hemato enceféalica; (iii) aumento do acesso
de moléculas inflamatdrias, leucocitos e mondcitos ao SNC; (iv) aumento da producéo e
liberacdo de citocinas e quimiocinas no parénquima cerebral; (v) falha nos mecanismos
de producdo de energia com disfuncdo mitocondrial; (vi) maior influxo de célcio,
liberacdo de neurotoxinas, formacao de radicais livres de oxigénio e éxido nitrico; (viii)
edema cerebral. Todos esses mecanismos estdo associados a apoptose neuronal e de

células da glia 2222,

Para melhor compreensdo da associacdo entre mediadores inflamatorios, fatores
neurotréficos e alteragdes do desenvolvimento motor e cognitivo realizamos uma reviséo
sistematica com o objetivo de reunir as evidéncias da relagdo entre as alteracdes

inflamatdrias e o desenvolvimento neuropsicomotor em pré-termos.
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2- Método

A partir das bases de dados PUBMED e BIREME, foi feita uma busca dos artigos nas
linguas inglesa, espanhola e portuguesa, no periodo de 1990 a julho de 2015, com
combinagdo das palavras-chave “inflammation” OR “cytokines”, OR “neurotrophic
factors” AND “motor development” AND “cognitive development” AND “preterm”, em
humanos. Os artigos foram selecionados por dois revisores que analisaram as

caracteristicas, qualidade e acuracia dos estudos.
3- Resultados

Foram encontrados 39 artigos. Apos a leitura dos resumos 33 artigos foram excluidos por
ndo atenderem o critério da revisdo. Nove estudos correlacionaram a presenca de sepse
com atraso no neurodesenvolvimento. Cinco estudos avaliaram 0s achados em imagens
de ressonancia nuclear magnética com o desenvolvimento motor e cognitivo, mas sem
correlaciona-los com moléculas inflamatorias. Quatro estudos ndo incluiram a avaliacédo
de moléculas inflamatdrias, tendo o primeiro deles avaliado tratamento dentario materno
com o desenvolvimento infantil, o segundo avaliou o desenvolvimento motor e cognitivo
em recém-nascidos pré-termo com enterocolite necrotizante; o terceiro avaliou a
reposicdo de ferro na nutricdo neonatal e o quarto avaliou os efeitos cirdrgicos em
prevencdo de dilatagdo ventricular). Quinze estudos eram de reviséo de literatura. Seis

estudos originais foram elegiveis para essa revisao.

Figura 1 — Fluxograma da busca em base de dados

14 revisé@o
39 artigos encontrados

09 sepse

33 artigos excluidos

05 resultado de exames
de imagem

06 artidos selecionados 04 sem avaliagdo de
moléculas inflamatorias
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Dentre os estudos originais elegiveis para essa revisdo apenas um trabalho incluiu grupo
controle 2. Os demais caracterizam-se por possuirem apenas um grupo, no qual foram
avaliadas moléculas relacionadas com a inflamag&o medidas um, oito, quinze ou trinta
dias ap6s o nascimento 24?8, A avaliacéo de citocinas, quimiocinas e fatores neurotroficos
foi realizada por sangue coletado em papel filtro ou plasma. Em todos os estudos a coleta
de material bioldgico para mensuracdo dos marcadores inflamatorios ndo foram
simultaneas a avaliacdo do desenvolvimento motor e cognitivo. O protocolo de cada
estudo difere em relacdo a idade gestacional corrigida (IGC) para a avaliacdo do
desenvolvimento, sendo realizada uma Unica vez em um dos seguintes tempos: 18, 24 ou
36 meses de IGC. Difere também pela escolha dos testes de desenvolvimento utilizados
para mensurar as habilidades motoras e cognitivas das criangas, sendo eles a escala de

Bayley 11 222426 oy a escala de Britanica de Habilidade 28 ou a escala de Kyoto 2’.

Um dos estudos citados avaliou a variacdo genética da regido promotora do gene que
codifica Interleucina (IL)-6 (posicdo 174 genétipo CC) 2. Tal estudo mostrou que 0s
recém-nascidos que apresentaram o referido polimorfismo produziam maiores
quantidades de IL-6. No entanto, a producdo aumentada dessa citocina ndo se
correlacionou com o atraso cognitivo, mas associou-se a lesdo cerebral caracterizada por

reducio de substancia branca %2,

Quatro dos estudos avaliaram moléculas relacionadas a resposta imune em sangue total
ou plasma (tabela 1) 2#?’. Todos os quatro estudos mensuraram os niveis circulantes de
IL-6. Desses, dois estudos demonstraram que maiores concentracdes de IL-6 estdo
associadas a pior desenvolvimento motor 2*?’. Por outro lado, 0s outros dois

correlacionaram maiores concentracdes de 1L-6 com desenvolvimento global usual 228,

Quatro trabalhos avaliaram concentracdes circulantes de IL-1p, IL-10, IL-12p70 e o Fator
de Necrose Tumoral (TNF) 2427, Desses, trés verificaram que maiores concentracdes de
IL-1B e TNF correlacionam com atraso no desenvolvimento motor e cognitivo 24?27, Em
contrapartida, um deles ndo detectou correlacdes entre as concentracfes de 1L-10, TNF,

IL-12p70 e desenvolvimento global ?’.

Quatro estudos avaliaram a relagdo das quimiocinas (CL, CXCL) com o desenvolvimento

motor e cognitivo 2#?’. Dois estudos mostraram que a maior concentragio de CXCLS8/IL-
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8 correlacionou-se tanto com atraso no desenvolvimento motor 2" quanto cognitivo 2527,
Outro estudo detectou correlacdo positiva de CCL4/MIP-p com o atraso no
desenvolvimento cognitivo °. Foi relatada correlagdo negativa entre as concentragoes da
quimiocina CCL5/RANTES e o atraso no desenvolvimento motor e cognitivo 2’. Esses
autores sugeriram que a maior concentracdo de CCL5/RANTES possa favorecer a
maturagdo e desenvolvimento neuroldgico, tendo em vista que 0s recém-nascidos com
niveis mais elevados dessa quimiocina apresentaram desenvolvimento motor e cognitivo

adequado para a faixa etaria segundo a escala Bayley 11 %7,

Quatro estudos correlacionaram o0s niveis dos fatores troficos e neurotroficos com o
desenvolvimento motor e cognitivo (tabela 2) 232426, Desses estudos trés avaliaram o
Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF), o Receptor - 1 do Fator de
Crescimento Vascular Endotelial (VEGF-R1), o Receptor - 2 do Fator de Crescimento
Vascular Endotelial (VEGF-R2) e a Proteina de Ligacdo do Fator de Crescimento
Semelhante a Insulina (IGFBP-1) 2426, Um estudo apontou que a maior concentragao de
VEGF-R2 correlacionou positivamente com atraso cognitivo e a maior concentracéo de
IGFBP-1 correlacionou negativamente com atraso motor 4, Um estudo demonstrou que
niveis elevados de IGFBP-1 apresentaram correlacdo positiva com atraso motor e
cognitivo %, Um correlacionou a maior concentracio de VEGF com auséncia de
comprometimento motor e cognitivo 2. Os autores que estudaram Darbepoetina e
Eritropoietina demonstraram correlagdo negativa com o atraso no desenvolvimento

cognitivo 23,

6- Discussao

Todos os artigos originais incluidos nessas revisdo mensuraram niveis periféricos de
citocinas, quimiocinas e fatores troficos e neurotroficos. H& concordéancia sobre a possivel
relacdo da inflamacdo com a leséo endotelial da substancia branca, mas em relacdo as
alteracbes no desenvolvimento motor e cognitivo ainda h& controvérsia em relacéo a

associacao dessas moléculas com tal desfecho.

Os artigos apontam que maiores concentragdes de IL-1p, IL-10, IL-12p70 e CXCLS8/IL-
8 correlacionam positivamente com pior desfecho motor e cognitivo. Esse achado é
corroborado por outros referenciais tedricos, os quais descrevem que a maior liberagéo e

concentracdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF, IL-1p, IL-6, CXCL8/IL-8 e INF

19



no parénquima cerebral ocasiona lesdo endotelial na substancia branca, favorecendo o
aumento de apoptose neuronal e de células gliais. Ha interferéncia com o crescimento dos
axonios e na formagcao da bainha de mielina 232, Dessa forma, podem ocorrer problemas
na migracdo neuronal e na divisdo, organizacdo e desenvolvimento de sinapses,

resultando na leso cerebral precoce com alteracdes no neurodesenvolvimento 3334,

De forma geral, a maior concentracao de citocinas pro-inflamatorias correlaciona-se com
atrasos no desenvolvimento motor e cognitivo da crianca pré-termo. A maior
concentracdo de TNF e IL-6 tem correlacdo positiva com atraso cognitivo e motor,
respectivamente, conforme mostraram as mensuragbes obtidas em testes de
desenvolvimento como o Bayley 2*. Niveis elevados de CCL5/RANTES e VEGF
circulantes podem também estar associados a menor risco de alteracdo no
desenvolvimento, por também desempenharem ac&o protetora durante a inflamago 2°.
IL-6 parece desempenhar um papel duplo, pois correlaciona com atraso no
desenvolvimento motor e cognitivo, mas sua maior concentracao favorece a liberacéo de

fatores neurotroficos e, assim, favorece a recuperagao nervosa 33,

O aumento de citocinas inflamatdrias desencadeia 0 aumento da concentragdo de fatores
neurotroficos no tecido cerebral e induzem uma resposta anti-inflamatéria secundaria a
esse processo 2’0, Essa resposta fundamenta-se em mecanismos de feedback negativos
que reduzem a progressdo da inflamacdo e "protegem™ o SNC de uma lesdo de maior
intensidade “1%2, A neuroprotecdo também esta relacionada ao aumento da liberagéo e
concentracdo de fatores neurotréficos como NGF, BDNF e GDNF, reduzindo apoptose
neuronal e de células da glia 34142 Entretanto, nessa revisio ndo foram encontrados
trabalhos que estudassem os fatores supracitados. Houve correlagcdo de VEGF, VEGF-
R1, VEGF-R2, IGFBP-1 com o desenvolvimento motor e cognitivo, sendo que alguns
estudos correlacionaram os fatores neurotroficos com pior desfecho motor e cognitivo no

pré-termo, com excecio de VEGF 293¢,
6- Consideracdes Finais

Essa revisdo demonstrou que inflamacdo sistémica no RNPT esta relacionada a lesdo

cerebral precoce e pode promover alteragdes no neurodesenvolvimento a longo prazo.

O aumento de citocinas como IL-18, TNF e da quimiocina CXCLS8/IL-8 estdo

intimamente ligadas ao pior desfecho motor e cognitivo. Em contrapartida a quimiocina
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CCL5/RANTES correlaciona-se positivamente com melhor desenvolvimento motor e

cognitivo.

A associacao das moléculas inflamatdrias e fatores neurotroficos com o desenvolvimento
motor e cognitivo ainda precisa ser mais bem estudada de forma a viabilizar melhor

compreensdo da acerca do impacto desse processo no neurodesenvolvimento do RNPT.
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Tabela 1- Estudos que correlacionam marcadores inflamatérios com o desenvolvimento motor e/ou cognitivo.

Autor I1G (semanas) gg%?clrtoolse/s arl\]/;ﬁcse;ézl Lalt\)/cl)ert;tc(i)?ial Marcadores inflamatorios Atraso motor Atraso cognitivo
IL-1B, IL-6, IL-6R, TNF, TNF-R1, TNF- Correlacéo negativa com escore da Correlacdo negativa com escore da
Korseniewski - 939/ Sangue MSD R2, CXCL8, CCL2, CCL13, CCL4, CCLS5, escala BDI Il dos niveis de CRP, escala BDI 11 dos niveis de IL-1p,
< -
etal, 2014 24 - total Multiplex CXCL11, ICAM-1, ICAM-3, VCAM-1, E- SAA, IL-6, TNF e correlagdo negativa TNF, VCAM-1, E-SEL e correlagdo
SEL, MMP-1, MMP-9, CRP, SAA, MPO de CCL5¢e IL-6R * negativa de CCL5e IL-6R *
IL-1B, IL-6, IL-6R, TNF, TNF-R1, TNF- Correlacdo negativa com escore da Correlacdo negativa com escore da
R2, CXCL8, CCL2, CCL13, CCL4, CCL5, escala BDI 1l dos niveis de CRP, escala BDI 11 dos niveis de CRP,
O’Shea et al Sangue MSD
2013 %5 <28 800/ - otal Multiol CXCL11, ICAM-1, ICAM-3, VCAM-1, E-  SAA, IL-6, TNF, CXCL8, MIP-1p, SAA, IL-6, TNF, CXCLS8, CCL4,
ota ultiplex ) y
SEL, MMP-1, MMP-9, CRP, SAA, MPO ICAM-1, E-SEL e correlagdo negativa ICAM-1, E-SEL e correlagéo
de CCL5¢e IL-6R * negativa de CCL5 e IL-6R *
IL-1B, IL-6, IL-6R, TNF, TNF-R1, TNF- 3 . 3 .
Correlacéo positiva com escore da Correlacédo positiva com escore da
O’Shea et al, Sangue MSD R2, CXCL8, CCL2, CCL13, CCL4, CCLS5, o o
<28 939/ - . escala BDI Il dos niveis de CCL5, IL-  escala BDI Il dos niveis de CCLS5,
2012 %6 total Multiplex CXCL11, ICAM-1, ICAM-3, VCAM-1, E- ) )
6. Sem correlagdo de IL-6R * IL-6. Sem correlacéo de IL-6R *
SEL, MMP-1, MMP-9, CRP, SAA, MPO
Correlacéo negativa com escore da Correlac@o negativa com escore da
escala KDP dos niveis de CXCLS8, IL-  escala KDP dos niveis de CXCLS,
Kinjo et al, 1B, IL-6, CCL2. IL-1B e IL-6.
24-32 29/ - Plasma CBA CXCLS8, CCL9, CCL10, CCL2, IL-1B,
20117 IL-10, TNF, IL-12p70 néo se IL-10, TNF, IL-12p70 néo se

IL-6, IL-10, TNF, IL-12p70.

correlacionaram com o

desenvolvimento **

correlacionaram com o

desenvolvimento **

~ IG: Idade Gestacional; CBA: Cytometric Bead Array; PCR: Reagdo em Cadeia Polimerase; IL: Interleucina; IL-6R: Receptor de Interleucina 6; CRP: Proteina C Reativa;SEL: Selectina;
ICAM: Molécula de Adesdo Intercelular ; CCL / CXCL: Quimiocinas ; SAA: Soro Amiloide A; TNF: Fator de Necrose Tumoral; TNF-R1: Receptor do Fator de Necrose Tumoral.
*BDI I1: Escala Bayley de Desenvolvimento Infantil Il atraso se pontuagdo < 55. ** KDP: Escala Kyoto de Desenvolvimento Psicoldgico: atraso se pontuacéo < 85.
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Tabela 2 - Estudos que correlacionam fatores neurotréficos com o desenvolvimento motor e/ou cognitivo.

IG Pacientes/C  Material Método ) ] .
Autor ) ] Neurotrofinas analisadas Atraso motor Atraso cognitivo
(semanas) ontroles Analisado laboratorial
. . 3 . Correlac@o negativa com escore da
Korseniewski et al, . VEGF, VEGF-R1, VEGF-R2, Correlacéo negativa com escore da o
<28 939/ - Sangue total MSD Multiplex o escala BDI Il dos niveis de VEGF-R2
2014 % IGFBP-1. escala BDI Il dos niveis de IGFBP *

*

Correlacdo negativa com escore da
Ohls et al, 2014 % <30 22/22 Plasma ELISA Darbepoetina, Eritropoietina - escala BDI Il dos niveis de
Darbepoetina e Eritropoietina *
Correlacdo negativa com escore da B ) o
VEGF, VEGF-R1, VEGF-R2, Correlacéo negativa dos niveis de

O’Shea et al 2013 % <28 800/ - Sangue total  MSD Multiplex escala BDI Il dos niveis de IGFBP-1
IGFBP-1. IGFBP-1 *

*

VEGF, VEGF-R1, VEGF-R2, Correlacéo positiva com escore da Correlacédo positiva com escore da

O’Shea et al, 2012 % <28 939/ - Sangue total  MSD Multiplex o o
IGFBP-1. escala BDI Il dos niveis de VEGF *  escala BDI Il dos niveis de VEGF *

IG: Idade Gestacional; ELISA: Imunoensaio Enzimatico IGFBP-1: Proteina de Ligagdo do Fator de Crescimento Semelhante a Insulina; VEGF: Fator de Crescimento do Endotélio Vascular;
VEGF-R1/FIt-1: Receptor do Fator de Crescimento do Endotélio Vascular- 1; VEGF-R2/KDR: Receptor do Fator de Crescimento do Endotélio Vascular- 2.
* BDI II: Escala Bayley de Desenvolvimento Infantil I1: atraso se pontuago < 55.
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2 ARTIGO ORIGINAL

Niveis urinarios de IL-1 e GDNF como preditores de alteracdes do desenvolvimento

motor em neonatos pré-termo

Rafael Coelho Magalh&es?, et al.

1- Laboratério Interdisciplinar de Investigagdo Médica, Faculdade de Medicina da UFMG, Belo Horizonte, MG

Resumo:

Objetivo: Avaliar a associacdo entre marcadores de inflamac&o, fatores neurotréficos, a
condicdo de nascimento do recém-nascido e a presenca ou ndo de alteracdo no
desenvolvimento motor. Métodos: Foram analisados os niveis plasmaticos e urinarios de
citocinas (IL-1p, IL-6, IL-10, TNF e IL-12p70), quimiocinas (CXCL8/IL-8, CCL2/MCP-
1, CCL5/RANTES, CXCL10/IP-10, CXCL9/MIG) e fatores neurotroficos (BDNF e
GDNF) em 40 neonatos pré-termos de 28 a 32 semanas incompletas de idade gestacional
em guatro momentos distintos: (i) ao nascimento - sangue de corddo umbilical, (ii) com
48 horas, (iii) com 72 horas e (iv) com 3 semanas ap6s 0 nascimento. Os resultados foram
correlacionados com o Teste de Desempenho Motor Infantil (TIMP). Resultados: As
variaveis género, APGAR 5’, e 0s niveis urinarios de IL-1p, IL-6, CXCI8/IL-8, IL-12p70
e GDNF tiveram diferenca significativa entre os neonatos com desenvolvimento motor
tipico e abaixo do esperado. A maior concentracdo dessas moléculas inflamatdrias, o sexo
masculino e notas mais baixas no APGAR de 5’ apresentaram associagao significativa
com desenvolvimento motor abaixo do esperado. Para a populacgdo estudada, IL-1f é um
preditor independente para alteracdo no desenvolvimento motor, uma vez que 0s recém-
nascidos com maior concentracdo urinaria dessa citocina apresentaram o resultado do
TIMP abaixo do esperado. Por outro lado, concentragdes urinarias aumentadas de GDNF
associaram com melhores resultados no TIMP, sugerindo um papel protetor para este
fator neurotrofico. Conclusdes: Os resultados desse estudo sugerem que o perfil de
moléculas inflamatdrias e fatores neurotroficos podem se associar ao desenvolvimento

motor de recém-nascidos pré-termos.

29



1- Introducéo

O parto prematuro ¢ definido quando ocorre em idade gestacional menor que 37 semanas
!, Pode ser classificado como moderado ou tardio (33-36 semanas), precoce (28-32
semanas) ou extremo (abaixo de 28 semanas) de acordo com a idade gestacional ao
nascimento ®. Todavia os partos que ocorrem em idades gestacionais mais precoces sdo

responsaveis por maior mortalidade e morbidade .

O processo inflamatorio € um dos fatores pode ocorrer no trabalho de parto prematuro e
na hipoxia 3. Esse processo pode resultar em lesdo cerebral precoce, que ¢ uma das
principais complicagdes do periodo perinatal e fator potencial para as alteragdes no

desenvolvimento neuropsicomotor a longo prazo .

O cérebro nos periodos fetal e neonatal possui sensibilidade acentuada a inflamagao 81011,
Na maioria dos recém-nascidos, a resposta inflamatoria exacerbada resulta na morte
celular no tecido nervoso, causando lesdes cerebrais que podem determinar, em longo
prazo, paralisia cerebral, convulsdes, distdrbios sensoriais e limitages cognitivas 2.
Recém-nascidos pré-termos apresentam frequentemente alteracfes nas habilidades
motoras, indo desde anormalidades da postura e movimento até restricbes de habilidades

motoras finas 2.

As lesBes neuronais relacionadas a inflamacdo podem induzir uma cascata de respostas
imunes que participam do estabelecimento da lesdo cerebral precoce %M. Neste
contexto, a resposta inflamatoria é caracterizada pelo elevado nivel de citocinas e
quimiocinas circulantes 2. A maioria das interacoes celulares desse processo ¢ mediada
por citocinas, que sdo liberadas sob acao de diferentes estimulos. Citocinas tais como as
interleucinas (IL) e Fator de Necrose Tumoral (TNF) estdo envolvidas no controle de

varias funcdes celulares, desde desenvolvimento e diferenciagio até a morte celular 4,

Por outro lado, tais moléculas podem também exercer efeitos benéficos e neuroprotetores
sobre o tecido cerebral por favorecerem a liberagéo de fatores neurotréficos, tais como o
Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF) e o Fator Neurotréfico Derivado de
Células Gliais (GDNF). A neuroinflamacdo pode ativar alguns mecanismos

neuroprotetores endogenos capazes de reduzir a extensdo do dano causado pelo processo
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inflamatorio *°. Assim, interagdes mutuas entre citocinas e fatores neurotréficos auxiliam

na diferenciagdo entre processos fisioldgicos e mecanismos patoldgicos 4.

No entanto, cabe ressaltar que o desenvolvimento cerebral ap6s a lesdo associada a
inflamacdo neonatal ndo € estatico, nem € decorrente de evento Unico. Tal processo
decorre de uma gama de cascatas celulares e moleculares desencadeadas no cérebro ao

longo da vida, e que interagem com fatores neurotréficos enddgenos %,

A hipotese desse estudo € que o processo inflamatorio decorrente da prematuridade
correlaciona-se com o desenvolvimento motor do recém-nascido pré-termo. Com o
objetivo de avaliar a associagdo entre a resposta inflamatoria, a condi¢cdo de nascimento
do recém-nascido e a presenca ou ndo de alteracdo no desenvolvimento motor, foram
analisados os niveis plasmaticos e urinarios das citocinas (IL-1p, IL-6, IL-10, TNF e IL-
12p70), das quimiocinas (CXCL8/IL-8, CCL2/MCP-1, CCL5/RANTES, CXCL10/1P-10,
CXCL9/MIG), bem como dos fatores neurotroficos (BDNF e GDNF) em neonatos pré-
termo de 28 a 32 semanas incompletas de idade gestacional. Os niveis dessas moléculas
foram correlacionados aos resultados do Teste de Desempenho Motor Infantil (TIMP).
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2- Pacientes e Metodos
2.1- Desenho do estudo e Sujeitos

Trata-se de um estudo observacional prospectivo com recém-nascidos pré-termos
(RNPT) com idade gestacional entre 28 e 32 semanas incompletas. Foram incluidos no
estudo os RNPT entre 28 e 32 semanas incompletas, nascidos em um hospital filantropico
de Mina Gerais/Brasil, cujos pais assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE). Foram excluidos os recém-nascidos que (i) possuissem ma-formagéo congénita,
sindromes e/ou patologias associadas; (ii) apresentassem distarbios agudos, tais como

sepse, N0 momento da coleta; (iii) evoluiram para 6bito em trés semanas.

Para caracterizacdo da populacdo estudada foram coletados dados referentes a idade
gestacional e peso ao nascimento, género, APGAR, diagndstico inicial, diagndstico

materno e medicacdo materna utilizada.
2.2- Protocolo do estudo

Todos os participantes do estudo tiveram amostras de sangue e urina coletados nos
seguintes momentos: ao nascimento (sangue de corddo umbilical), com 48 horas de vida,
com 72 horas de vida e 3 semanas ap6s 0 nascimento. Ao atingirem 34 semanas de idade
gestacional, os recém-nascidos foram submetidos ao Teste de Desempenho Motor Infantil
(TIMP).

2.3- Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Minas Gerais e do Hospital Sofia Feldman (vide ANEXO 1). Todos os participantes
foram esclarecidos e consentiram na participacdo do estudo, mediante assinatura do
TCLE (vide ANEXO 1). O protocolo da pesquisa ndo interferiu nas recomendagdes
médicas e as coletas foram associadas a coleta para exames rotineiros durante a internacao

da crianga na UTIN.
2.4- Amostras de Sangue

Ap0s o consentimento, foram coletadas amostras de 5mL de sangue de corddo umbilical

em tubos de heparina sodica. Durante os exames de rotina da UTI neonatal, nos tempos
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de 48 horas, 72 horas e 3 semanas apds o0 nascimento, foram coletadas amostras de 1mL
de sangue periférico em tubos contendo heparina sodica. Todas as amostras foram
imediatamente centrifugadas (5000 rpm, 10 minutos, temperatura ambiente). Apos a
centrifugacdo, as amostras de plasma foram transferidas para microtubos de 1,5 mL e

armazenadas em freezer a -80°C até o momento das analises.
2.5- Amostras de Urina

Na busca por biomarcadores possiveis de serem detectados atraveés de métodos menos
invasivos, optou-se coletar amostras de urina dos RNPT. Essas amostras foram obtidas
nos mesmos dias da coleta de sangue, sendo a primeira coleta com 48 horas de vida ap6s
0 nascimento. Utilizou-se o coletor de urina para recém-nascidos. As amostras foram
transferidas para tubos plasticos de 15 mL e imediatamente centrifugadas (3800 rpm, 5
minutos, temperatura ambiente). O sobrenadante foi transferido para microtubos de 1,5

mL e armazenados em freezer a -80°C até o momento da analise.
2.6- Dosagem das citocinas, quimiocinas e fatores neurotroficos

2.6.1- Quantificacdo das Citocinas e Quimiocinas por microesferas (Cytometric
Bead Array — CBA)

As dosagens de citocinas e quimiocinas do plasma e urina dos RNPT foram realizadas
pelo método de CBA, conforme instrucdes do fabricante (BD Bioscience, San Diego, CA,
USA). Utilizou-se os kits para quantificacdo de proteinas inflamatérias (Human
Inflammation - IL-1p, IL-6, IL-10, TNF e IL-12p70) e quimiocinas (Human Chemokines
— CXCLS8/IL-8, CCL2/MCP-1, CCL5/RANTES, CXCL10/IP-10, CXCL9/MIG).
Brevemente, as amostras de plasma e urina foram incubados em microesferas de captura
recobertas por anticorpos especificos para as respectivas citocinas e quimiocinas, assim
como as proteinas da curva padrdo. Adicionou-se em seguida o reagente de cor
(Ficoeritrina - PE) e as amostras foram incubadas por 3 horas. Apos a incubacgéo, as
amostras foram lavadas (Wash buffer®) e centrifugadas (200rpm, 5 minutos, temperatura
ambiente). O sobrenadante foi desprezado e o precipitado contendo as microesferas foi
ressuspendido com 300uL de Wash buffer. As amostras foram adquiridas no citbmetro
de fluxo BD FACSCnto Il (Becton & Dickinson, San Jose, CA, USA). Os resultados

foram analisados pelo software FCAP (BD Bioscience) e representados em pg/mL.
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2.6.2- Quantificacdo dos Fatores Neurotroficos por Imunoensaio Enzimatico
(ELISA)

A determinacdo dos fatores neurotréficos BDNF e GDNF foi realizada pela técnica de
imunoensaio enzimatico (ELISA). Seguindo as recomendacdes do fabricante, utilizaram-
se 0s kits Human BDNF Duo Set, com diluicdo 1:2 de zero ate sete, e Human GDNF Duo
Set ELISA Development (R&D Systems, MN, USA). Brevemente, anticorpos
monoclonais especificos para cada fator neurotréfico foram incubados em placas de 96
pocos por 12-18 horas a 4°C. Em seguida, as placas foram lavadas 3 vezes com 300 pL
de solucdo de lavagem (solucdo salina-fosfato (PBS, pH 7.4), contendo 0.05% do
detergente Tween 20). Sitios de ligacdo nédo especifica foram bloqueados com 200 pl/
poco da solucdo de PBS contendo albumina do soro bovina (BSA) a 1% e incubadas por
2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram novamente lavadas com
tampdo de lavagem e as amostras, apropriadamente diluidas, e as proteinas para curva
padrdo, foram adicionadas a placa, que foi incubada por 18 horas a 4°C. Ap0s incubacéo,
as placas foram lavadas e adicionou-se, em cada pocgo, o0 anticorpo de deteccdo,
permanecendo por 2 horas. As placas foram lavadas mais uma vez, adicionando-se
solugdo de estreptavidina-peroxidase, com posterior incubacdo por 30 minutos em
temperatura ambiente. As placas foram lavadas e adicionou-se o substrato cromogeno
OPD (o-phenylendiamine, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) diluido em tampéo citrato
(pH 5.0) contendo 0,02% de H20- 30 volumes (Sigma-Aldrich). As placas foram, entéo,
incubadas no escuro por 30 minutos a temperatura ambiente. A reacdo foi finalizada com
solucdo de 4&cido sulfarico a 1 molar. As placas foram lidas a 492 nm em
espectofotdmetro (Emax — Molecular Devices). Os limites de deteccdo foram 11.75
pg/ml para BDNF e 15,62 pg/mL para GDNF.

2.7 — Avaliacao do desenvolvimento motor

O Teste de Desempenho Motor Infantil (TIMP) é uma avaliacdo de postura e do
movimento infantil que pode ser utilizada em RN ao atingir a idade gestacional de 32
semanas até quatro meses de idade corrigida °. Além disso, o TIMP é sensivel as
mudangas na coordenacdo motora, conforme a idade, e discrimina criangas com co-
morbidades, que, em geral, apresentam escores mais baixos que as criangas sadias 6. O

TIMP foi aplicado em todos RNPT participantes da pesquisa ao atingirem, no minimo,
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34 semanas de idade gestacional corrigida (IGC) e os resultados foram divididos em

abaixo do esperado (percentil < 5) e desenvolvimento tipico (percentil > 5).
2.8- Andlise estatistica

A analise descritiva das varidveis quantitativas continuas foi realizada através de média
+ desvio padrao quando tinha distribuicdo normal e mediana (Q1; Q3) quando néo tinha
distribuico normal. As variaveis qualitativas foram expressas em frequéncias absoluta e

porcentagem.

Na andlise da evolucdo entre os momentos foi utilizado o teste de Friedman e para as
varidveis que tiveram valores-p<0,05 foram realizados os testes 2 a 2 Wilcoxon com

correcdo de Bon Ferroni.

Na andlise de concordancia entre plasma e urina foram utilizados trés métodos: ICC,
correlacdo de Spearman e o grafico de Bland Altman. Para a escolha dos métodos de
plasma e urina que seriam utilizados no modelo de associacao foram ajustadas as curvas
ROCs dos dois métodos. Aqueles que tiveram os melhores resultados foram utilizados na
andlise ~ de  associagdo  com a  variavel desenvolvimento motor.
Nas comparages das variaveis do estudo com os dois grupos de desenvolvimento motor
foram utilizados teste t, teste Kruskal-Wallis, teste Qui-quadrado de Pearson assintotico

e Teste Qui-quadrado de Pearson exato.

Na correlagdo entre as variaveis mediadores imuno-inflamatdrios e fatores neurotrdficos

foram utilizados a correlacdo de Spearman.

Para encontrar as variaveis que tinham associacdo com o desenvolvimento motor foi
ajustado 0 modelo de regressao logistica das variaveis do estudo. Inicialmente de forma
univariada e para aqueles que eram significativos ao nivel de 0,20 foram considerados
candidatos ao multivariado. Foram ajustados todas as variaveis candidatas sendo retiradas
passo-a-passo as menos significativas até todas as varidveis do modelo serem

significativas ao nivel de 0,05.

O teste de qualidade de ajuste utilizado foi 0 de Hosmer & Lemeshow. Os softwares

utilizados foram: SPSS versdo 20.0 e Medcalc versdo 12.2.1.0.
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3- Resultados

3.1- Caracteristicas clinicas gerais

Participaram do estudo 40 recém-nascidos, sendo 18 (45%) do sexo feminino e 22 (55%)

do sexo masculino. Foram coletados dados relativos ao periodo pré-natal e do nascimento

como descritos na tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas clinicas dos sujeitos

Caracteristicas

Sujeitos (n=40)

IGC (semanas)

Sexo - n (%)
Feminino

Masculino
Peso ao nascer

APGAR T’
APGAR S’

Diagnoéstico inicial (RN) - n (%)
RNPT
RNPT + SDR

Diagnostico materno - n (%)
PE
Outros

Medicacédo materna - n (%)

Sulfato + Corticoide
Corticoide

Nenhuma

30+1

18 (45,0)
22 (55,0)

1476,75 + 428,01
71

9x1

16 (40,0)
24 (60,0)

32 (80,0)
8 (20,0)

20 (50,0)
17 (42,5)
3(7,5)

Valores expressos em média e desvio padrdo para as variaveis continuas. Nimero de individuos e porcentagens para as variaveis

categoricas.

IGC = Idade Gestacional Corrigida; RNPT = recém-nascido pré-termo; SDR = sindrome do desconforto respiratorio; PE = pré-

eclampsia
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3.2- Perfil inflamatorio nas trés primeiras semanas de vida ap6s 0 hascimento

As analises para caracterizacao do perfil inflamatorio utilizado nesse estudo avaliaram
citocinas, quimiocinas e fatores neurotroficos presentes no plasma e urina do RNPT, em
momentos distintos, apos o nascimento. No plasma esses momentos referem-se ao sangue
de corddo umbilical (Tempo 1), coleta de sangue com 48 e 72 horas (Tempo 2 e 3,
respectivamente), e com 3 semanas ap0s o nascimento (Tempo 4). Na urina, avaliou-se
0s tempos de 48 e 72 horas (Tempo 1 e 2, respectivamente) e 3 semanas apds 0 nascimento
(Tempo 3).

As andlises do plasma, os parametros inflamatérios IL-6, IL-10, CXCLS8/IL-8, e
CXCL10/1P-10 decresceram nas trés primeiras semanas. O oposto foi demonstrado para
as proteinas I1L-12p70, TNF, CCL2/MCP-1, CCL5/RANTES e BDNF, sendo que logo
apo6s o nascimento (Tempo 2 — 48 horas), houve um aumento de TNF e BDNF. Com
relacdo a 1L-12p70, IL-1p ¢ CXCL9/MIG e GDNF, ndo foram encontradas nenhuma
diferenca entre os diferentes momentos da coleta (Tabela 2).

Tabela 2 - Avaliacdo das citocinas, quimiocinas e fatores neurotréficos no plasma de

recém-nascidos pré-termo em 4 diferentes tempos

Variavel A0 nascimento 48 horas 72 horas 3 semanas Valor-p
IL-12P70 461,86 346,50 418,01 531,58 0,066
(260,63 ;570,12) (261,50 ;432,000 (301,57 ; 636,48) (251,22;759,82)
2,00 2,19 2,11 2,11 <0,0001
(1,96 ; 2,00) (2,00 ; 2,40) (1,94 ; 2,25) (1,94 ; 2,25)
2,50 1,94 1,89 1,94 0,005
(2,00 ; 6,00) (1,74 ; 2,85) (1,59 ; 2,84) (1,61 2,46)
20,00 14,98 10,04 8,92 0,001
(7,00 ; 61,75) (8,90;32,84) (7,28 ; 14,68) (5,44 ; 21,98)
4,00 4,03 4,15 4,19 0,400
(4,00 ; 5,00) (4,00; 4,23) (4,00; 4,38) (4,00 ; 4,97)
24,50 22,82 16,15 15,85 0,632
(12,75 ; 98,00) (15,02 ; 48,95) (14,26 ; 31,94) (11,63 ; 38,77)
76,00 59,56 41,17 46,09 0,005
(47,00;132,00) (37,97 ; 87,03) (28,69 ; 69,10) (22,29 ; 92,06)
138,50 112,42 109,40 198,89 0,020

(4550 ;266,00)  (42,41;246,68) (40,42 ;206,21) (52,38 ; 354,11)

12,00 11,75 12,10 12,95 0,282
(9,25 ; 18,75) (8,47 ; 14,54) (8,47 ; 16,00) (6,64 ; 18,11)
RANTES 3870,50 3234,79 (1714,44 3703,37 4463,94 0,003
(2968,00 ; 4913,00)  4957,65) (981,65 ; 4244,54)  (4140,78;4879,67)
203,50 169,89 98,77 103,48 <0,0001
(74,25;609,00) (96,80 ;258,20) (79,85 ; 297,52) (62,87 ; 552,36)
73,00 159,50 118,50 110,00 0,008
(43,00 ;151,000 (70,00 ; 268,25) (71,00;389,00) (51,75 ; 287,00)
234,00 188,50 162,00 116,00 0,119

(143,00 ;286,00)  (62,00;312,00) (114,00 ; 208,75) (29,00 ; 362,00)

Valores expressos em mediana, Q1 e Q3. Teste Kruskal-Wallis para a comparacéo das medianas.
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O perfil inflamatorio apresentou diferencas durante as trés primeiras semanas de vida do
pré-termo. Dado 0s momentos de coleta, pode-se observar que houve um aumento dos
niveis no plasma com 48 horas de vida e na urina com 72 horas de vida. Ao se analisar 0s
quatro momentos de coleta do plasma verifica-se diferenca significativa entre os tempos
das citocinas TNF, IL-10 entre os tempos 1x2, 1x3 e 1x4, IL-6 entre 1x3, 1x4 e 2x3 e do
fator neurotr6fico BDNF entre 1x3 (Figura 1). Houve diferenca significativa entre os
tempos das quimiocinas CXCL8/IL-8 entre 2x4, CXCL10/IP-10 entre 1x2, 1x3 e 1x4,
MCP-1 entre 2x4 e 3x4 e CCL5/RANTES entre 1x3, 1x4, 2x4 e 3x4 (Figura 2).
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Figura 1 — Dosagem plasmatica de citocinas e fator neurotr6fico em recém nascidos pré-
termos em quatro deferentes momentos.

Plasma de recém nascidos pré-termos (n=40) foi coletado em quatro diferentes momentos
(Tempo 1- sangue de corddo umbilical, Tempo 2- 48 horas, Tempo 3- 72 horas e tempo
4-3 semanas ap0s 0 nascimento), e analisado ex vivo para quantificacdo das citocinas
TNF, IL-10, IL-6 utilizando a técnica de CBA. Para a dosagem de BDNF utilizou-se a
técnica de ELISA. Os resultados foram mostrados como mediana. A diferenca foi
significativa e determinada por teste Kruskal-Wallis com um valor de p < 0,05.
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Figura 2 — Dosagem plasmatica de quimiocinas em recém nascidos pré-termos em quatro
deferentes momentos.

Plasma de recém nascidos pré-termos (n=40) foi coletado em quatro diferentes momentos
(Tempo 1- sangue de corddo umbilical, Tempo 2- 48 horas, Tempo 3- 72 horas e Tempo
4- 3 semanas apds o nascimento), e analisado ex vivo para quantificacdo das quimiocinas
IP-10, IL-8, RANTES/CCL5 e MCP-1 utilizando a técnica de CBA. Os resultados foram
mostrados como mediana. A diferenca foi significativa e determinada por teste Kruskal-
Wallis com um valor de p < 0,05.

Na urina as moléculas se comportam de forma distinta ao plasma. Ha um aumento nos
niveis de IL-10, IL-1B, CXCL/IL-8, CXCL10/IP-10, MCP-1, CXCL9/MIG, BDNF e
GDNF no Tempo 2 (72 horas ap6s 0 nascimento) em relacdo ao Tempo 1 (48 horas apds
0 nascimento). Esse aumento é mantido até a 3 semana ap0s 0 nascimento para as
proteinas CXCL8/IL-8, MCP-1 e GDNF. As demais proteinas apresentam-se com valores

reduzidos, semelhantes ao Tempo 1.

A diferenga encontrada para as proteinas 1L-12p70, TNF, IL-6, CXCL10/IP-10, MCP-1

e CXCLS8/IL8 nédo foram significativa entre os tempos da coleta de urina (Tabela 3).
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Tabela 3 — Evolugéo das proteinas inflamatdrias nos 3 tempos de coleta da urina sem
diferenca significativa.

Variavel 48 horas 72 horas 3 semanas Valor-p
2,52 2,50 2,43
IL-12P70 0,085
(2,40 ; 2,65) (2,40 ; 2,65) (2,37 ; 2,52)
1,74 1,74 1,61
TNF 0,066
(1,59 ;1,93) (1,55;1,84) (1,59 ; 1,79)
4,14 4,12 4,10
IL-6 0,869
(3,83;5,38) (3,76 ; 5,26) (3,64 ;5,67)
3,15 3,57 2,05
CXCL10/1P-10 0,247
(0,68 ;5,32) (1,94 ; 11,49) (0,68 11,41)
28,51 58,49 41,55
MCP-1 0,112
(18,03 ; 101,97) (31,66 ; 95,03) (19,79 ; 76,64)
CXCLS8/IL-8 27,28 71,76 87,52 0.184
(9,46 ; 294,12) (17,30 ; 154,28) (21,44 ; 248,35) ’

Valores expressos em mediana, Q1 e Q3. Teste Kruskal-Wallis para a comparagdo das medianas.

Os resultados da comparagdo nos trés momentos de coleta da urina demonstram que ha
diferenca significativa entre os tempos das citocinas IL-10 e IL-1B entre 1x2, das
quimiocinas CXCL9/MIG entre 1x2, CCL5/RANTES 1x4, e nos fatores neurotréficos no
BDNF entre 1x2, 1x3 e 2x3 e GDNF entre 1x2 e 1x3 (Figura 3).
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Figura 3 — Dosagem urindria de citocinas, quimiocinas e fatores neurotréficos em recém
nascidos pré-termos em trés deferentes momentos.

A urina de recém nascidos pré-termos (n=40) foi coletada em trés diferentes momentos
(Tempo 1- 48 horas, Tempo 2- 72 horas e Tempo 3- 3 semanas ap0s o nascimento) foi
analisado para quantificacdo das citocinas IL-10 e IL-1B, das quimiocinas MIG e
RANTES/CCL5 utilizando a técnica de CBA. Para a dosagem de BDNF e GDNF
utilizou-se a técnica de ELISA. Os resultados foram mostrados como mediana. A
diferenga foi significativa e determinada por teste Kruskal-Wallis com um valor de p <
0,05.

3.3- Comparacdo entre as analises de plasma e urina
Para determinar a relagdo entre a sensibilidade e a especificidade dos resultados das
dosagens moleculares no plasma e urina, utilizou-se a curva ROC. Em relagéo aos dois

métodos plasma e urina, os resultados da curva ROC ndo mostraram nenhum marcador

com area superior a 0,9 (Tabela 4). Os resultados com valor de area superior a 0.8 foram
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para GDNF no plasma e IL-1p na urina. Na maioria dos resultados, a estimativa da area
parece maior da urina quando comparada ao plasma. Os intervalos de confianga
demonstram que ha intersecOes entre todos os intervalos (Tabela 4), indicando que as
areas das curvas sao iguais. Dessa forma, a escolha dos dados obtidos no plasma ou na

urina pode ser arbitraria para a analise de associa¢do com desenvolvimento motor.

Tabela 4 - Resultados da CURVA ROC para os marcadores avaliados no plasma e

urina.
Plasma Urina

Variaveis AREA IC95% AREA AREA IC95% AREA

CURVAROC CURVAROC CURVAROC CURVAROC
TNF 0,534 0,327 ;0,741 0,620 0,438 ; 0,802
IL-12P70 0,378 0,195 ; 0,561 0,351 0,179 ; 0,523
IL-1p 0,561 0,373, 0,749 0,853 0,722 ;0,984
IP-10 0,443 0,246 ; 0,641 0,520 0,322;0,718
MCP-1 0,353 0,168 ; 0,538 0,603 0,415; 0,791
MIG 0,458 0,270 ; 0,645 0,559 0,364 ;0,753
RANTES 0,278 0,115; 0,442 0,568 0,388 ;0,748
I1L-8 0,556 0,356 ; 0,755 0,567 0,384 ;0,749
BDNF 0,668 0,498 ; 0,839 0,418 0,230 ; 0,607
GDNF 0,853 0,723 ;0,983 0,392 0,195; 0,589

Valor das variaveis considerado em média de todos os periodos do plasma e todos os periodos da urina.

3.4- Correlagdo entre mediadores inflamatorios e fatores neurotroficos

Com o intuito de detectar uma possivel associagdo entre a producdo de citocinas e
quimiocinas com a concentracdo de fatores neurotroficos, realizou-se a andlise de
correlagéo. Para as analises que se seguiram, utilizou-se os resultados obtidos das analises
da urina considerado a média de todos os periodos. Com nivel de significancia de 0,05
observa-se que ha correlacdo positiva entre CXCL8/IL-8 e BDNF e CXCL10/IP-10 e
BDNF. Ha correlacdo negativa entre MCP-1 e GDNF e CCL5/RANTES e GDNF (Tabela
5).
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Tabela 5 - Associacdo entre os mediadores inflamatdrios e fatores neurotréficos em

recém-nascidos pré-termo

Correlagdo Spearman Valor p
IL-8 x BDNF 0?526 0,046
IP-10 x BDNF 0,338 0,050
MCP-1 x GDNF -0,410 0,010
RANTES x GDNF -0,544 <0,0001

Valor das variaveis considerado em média de todos os periodos da urina.

3.5- Associacgdo das variaveis do estudo com o desenvolvimento motor

Para associar as varidveis estudadas com o desenvolvimento motor, o resultado do TIMP
foi estratificado em dois grupos: abaixo do esperado (percentil foi <5) e desenvolvimento
tipico (percentil >5). As variaveis género, APGAR 5°, IL-6, IL-1p, IL-12p70, CXCLS8/IL-
8 e GDNF tiveram diferenca significativa entre os dois grupos.

Em seguida foi realizado ajuste do modelo de regressdo logistica univariado do
desenvolvimento motor. As variaveis selecionadas para 0 modelo de regresséo logistica
multivariado obtiveram p<0,20. Assim, para a populacdo estudada, IL-1p é um possivel
fator de risco para alteracdo no desenvolvimento motor enquanto GDNF apresenta-se

nesse estudo como um fator protetor (Tabela 6).

Tabela 6 — - Modelo de regressao logistica binaria do desenvolvimento motor e
proteinas inflamatdrias e fatores neurotréficos

Variavel Modelol Modelo2 Modelo3 Modelo4 Modelo5
APGAR 5’ 0,697 0,690 - - -

Género 0,618 0,604 0,610 - -

IL1b 0,157 0,112 0,109 0,052 0,011
IL8 0,132 0,060 0,111 0,114 -

MIG 0,923 - - - -

GDNF 0,078 0,112 0,062 0,060 0,031
Teste de Hosmer & 0,305 0,633 0,517 0,902 0,288
Lemeshow

Valor das varidveis considerado em média de todos os periodos da urina. Variavel dependente = Desenvolvimento

motor.
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Gréfico 1 — Diferenca na concentracdo de IL-1 B nos dois grupos em relagdo ao

desenvolvimento motor.
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Gréfico 2 - Diferenca na concentracdo de GDNF nos dois grupos em relacdo ao
desenvolvimento motor.
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4- Discussao

Os resultados obtidos na anélise dos valores das moléculas presentes no plasma e na urina
demonstram que ndo houve correlacdo entre si. Todavia, pelo intervalo de confianca ter
pontos de interse¢do no célculo da curva ROC, optou-se por trabalhar com os dados

encontrados na urina.
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O sexo masculino e notas mais baixas do APGAR de 5’ correlacionaram com pior
desenvolvimento motor. As moléculas inflamatdrias IL-6, IL-1f, IL-12p70, CXCLS8/IL-
8, e o fator neurotrofico GDNF, também mostraram diferencas significativas entre os dois
grupos. Sendo IL-1B e GDNF as moléculas com associagdo com o desenvolvimento

motor pelo modelo de regresséo logistica multivariada.

Estudos recentes evidenciam a associacdo de niveis periféricos elevados de citocinas e
quimiocinas com pior neurodesenvolvimento °1°, A maior concentracio de citocinas
inflamatorias ocasiona lesdo endotelial na substancia branca favorecendo o aumento de
apoptose neuronal e de células gliais. H4 uma interferéncia no crescimento dos axonios e
na formac&o da bainha de mielina 2>-2. Dessa forma pode haver problemas na migragio

neuronal e na divisdo, organizacéo e desenvolvimento de sinapses 2.

A inflamacdo do sistema nervoso central é caracterizada pelo aumento de citocinas como
IL-1B, IL-6, IL-12p70, TNF e INF 2228 Estudos apontam correlacdo de IL-6 com
desenvolvimento motor abaixo do esperado, mas em nosso estudo ndo encontramos essa
relacdo. Entretanto a citocina IL-1p apresentou associagdo com escores mais baixos
obtidos no TIMP. Em sintese, 0s RNPT que apresentaram niveis elevados de IL-1p foram

classificados com o desenvolvimento motor abaixo do esperado.

Em seu estudo Girard et al** argumenta que a citocina IL-1p pode estar associada ao
recrutamento de macrdéfagos ou pode ser produzida por células gliais e recrutar a
infiltracdo de mondcitos no cérebro, sendo essa interacdo entre a citocina e o tecido
cerebral causar efeitos deletérios ou lesivos. IL-1f ¢é associada com desintegracdo de
estruturas teciduais, lesdo da substancia branca, ruptura da Barreira Hemato Encefélica
(BHE) e morte celular 2, Em relagdo ao desenvolvimento, ha estudos que demonstram
correlacdo de IL-1p com baixos escores em relagdo a fungdo cognitiva, mensurada por
testes de desenvolvimento 2426, O resultado desse estudo sugere que IL-1B possivelmente
também se associa com o0 desenvolvimento motor, sendo que sua maior concentragdo
correlaciona com desenvolvimento motor abaixo do esperado para a idade gestacional no
RNPT.

O aumento da concentracdo de citocinas inflamatdrias também desencadeia liberagdo de
fatores enddgenos para reparacdo do tecido cerebral, no qual ha interagdes mutuas entre

citocinas e fatores neurotroficos 6%, IL-1B e TNF estdo relacionados com a liberagio dos
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fatores neurotroficos BDNF e GDNF 3. A liberagdo dessas neurotrofinas no parénquima
cerebral ocorre como uma resposta anti-inflamatéria secundaria com objetivo de proteger
0 SNC de lesdo de maior intensidade 3#. O aumento da concentracio de fatores
neurotroficos como Fator de Crescimento Nervoso (NGF), BDNF e GDNF reduz a

apoptose neuronal e de células da glia >4,

E evidente na literatura a interacdo entre citocinas inflamatorias e fatores neurotroficos
2527 No entanto, no presente estudo ndo foram detectadas correlagdes significativas entre
citocinas pro-inflamatdrias e fatores neurotréficos. Por outro lado, houve correlagdo entre
as quimiocinas e fatores neurotroficos, observando-se correlacdo positiva entre
CXCLS8/IL-8 e CXCL10/IP-10 com o BDNF e correlagdo negativa de MCP-1 e
CCL5/RANTES com GDNF.

A associacdo entre quimiocinas e fatores neurotréficos ainda € pouco explorada,
sobretudo em RNPT. Alguns trabalhos corroboram com o achado desse estudo em relagédo
ao fato de que a concentracdo de quimiocinas pode-se correlacionar positiva ou

negativamente com a concentragdo de neurotrofinas 2427,

Os mecanismos mais estudados se referem ao BDNF. O BDNF, membro da familia do
NGF, é apontado como essencial para a sobrevida e diferenciacdo neuronal, por a¢do na
fisiologia e plasticidade do SNC *°. Sua expressio pode ser reduzida quando ha aumento
de expressdo de quimiocinas no parénquima cerebral . Tal aspecto justificaria a baixa
concentracdo de BDNF detectada nas amostras analisadas, considerando que as

concentracgdes periféricas tem associacdo com as concentragdes no cérebro.

Os achados desse estudo sugerem que o GDNF atua como um fator de prote¢éo para o
desenvolvimento motor. Os neonatos que obtiveram resultado no teste com

desenvolvimento motor tipico apresentaram niveis mais elevados dessa neurotrofina.

O GDNF possui acdo desde a migracdo e diferenciacdo neuronal até a protecdo de
neurdnios dopaminérgicos e motores . De forma conjunta, o0 BDNF e o GDNF
favorecem a recuperacdo apoés a leséo derivada da inflamacéo. Todavia os maiores niveis
de expressdo do GDNF podem estar associados a maior migracéo e protecdo neuronal
que o BDNF °%,
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Trata-se de um estudo pioneiro que se prop@s analisar proteinas inflamatorias e fatores
neurotréficos em recém-nascidos pré-termo durante as trés primeiras semanas de vida
apo6s o nascimento, correlacionando-os com o desenvolvimento motor. A proposta de
analisar o processo inflamatdrio por métodos nao invasivos de coleta como a urina
também foi outro aspecto original nesse estudo. Os resultados demonstraram associagéo

entre inflamac&o e atraso no desenvolvimento motor.

Os sujeitos do estudo foram 40 neonatos pré-termos tendo como base célculo amostral,
levando em consideracdo o alto indice de sepse precoce entre 0s RNPT no hospital onde
foram coletados os dados. Dessa forma, para evitar a possibilidade de associacdo da
inflamac&o a sepse, os neonatos com distUrbios agudos no momento das coletas foram
excluidos desse estudo. O uso de corticoide também foi uma limitacdo do estudo, porque
0 uso desse medicamento pode interferir no processo inflamatério do RNPT. Entretanto,
essa medicacdo é indicada quando ha probabilidade que o parto prematuro ocorra, sendo

antiético a eliminacdo desse fator para a realiza¢do do estudo.
5- Considerac0es finais

Os resultados desse estudo sugerem que o perfil de moléculas inflamatorias e fatores
neurotroficos associam com o desenvolvimento motor de recém-nascidos pré-termos.

Entretanto a relacdo das quimiocinas e fatores neurotroficos precisa ser mais estudada.

O processo inflamatdrio esta intimamente ligado com a lesdo cerebral. A analise da urina
mostrou-se como um recurso eficiente para avaliar esse processo. Assim, pode-se tornar
uma estratégia promissora para acompanhar o perfil inflamatério de RNPT por ser um

método ndo invasivo de coleta.

47



6- Referéncias

1- OMS: Organizagdo Mundial de Saude. Disponivel em:
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs363/en/

2- Chang, E. Preterm birth and the role of neuroprotection. BMJ. 350: 6661. 2015

3- KEMP, M.W. Preterm birth, intrauterine infection, and fetal inflammation. Frontiers

in Immunology, v.5. 2014.

4- BLENCOWE, H.; COUSENS, S.; CHOU, D.; OESTERGAARD, M.; SAY, L.
MOLLER, A.; KINNEY, M.; LAWN, J. Born too soon: the global epidemiology of 15
million preterm births. Reproductive Health, v.10, n.1, 2013.

5- HOWSN, C.P.; KINNEY, M.V.; McDOUGALL, L.; LAWN, J.E. Born too soon:
preterm birth matters. Reproductive Health, v.10, n.1, 2013.

6- SELIP, B.D.; JANTIZIE, L.L.; CHANG, M.; FITZGERALD, E.C.; BOLL, G;
MURPHY, A.; JENSEN, F.E. Regional differences in susceptibility to hypoxic-ischemic
injury in the preterm brain: exploring the spectrum from with matter loss to selective grey
matter injury in a rat model. Neurol ResT Int, v.7, n.2, p.51-84, 2012.

7- RISSO, F.M.; SANNIA, A.; GAVILANES, D.A.W.; VLES, H.J.; COLIVICCHI, M.;
RICOTTI, A.; VOLTI, G.L.; GAZZOLO, D. Biomarkers of brain damage in preterm
infants. The Journal of Maternal-Fetal and Neonatal Medicine, v.25, n.4, p. 101-104,
2012.

8- BERGUER, I.; PRELEG, O.; OFEK-SHLOMAI, N. Inflammation and early brain
injury in term and preterm infants. The Israel Medical Association Journal, v.14, p. 318-
323, 2012.

9- KHWAJA, O.; VOLP, J.J. Pathogenesis of cerebral White matter injury of prematurity.
Archies of disease in Childhood Fetal and Neonatal Edition, v.93, n.1, p. 53-61, 2008.

10- DEGOS, V.; FAVRAIS, G.; KAINDL, A.M. Inflammation process in perinatal brain
damage. Journal of Neural Transmission, v.117, n.1, p.1009-1017, 2010.

48



11- ALVAREZ-DIAZ, A.; HILARIO, E.; de CERIO, F.G.; VALLIS-I-SOLER, A;;
ALVAREZ-DIAZ, F.J. Hypoxic-ischemic injury in the immature brain: key vascular and
cellular players. Neonatology, v.92, n.1, p. 227-235, 2007.

12- STRIZ, I.; BRABCOVA, E.; KOLESAR, L.; SKERKOVA, A. Cytokine networking
of innate immunity cells: a potential target of therapy. Clinical Science, v.126, p. 593-
612, 2014.

13- GIRARD, S.; KADHIM, H.; ROU, M.; LAVOIE, K., BROUCHU, M.E.;
LAROUCHE, A.; SEBIRRE, G. Role of perinatal inflammation in cerebral palsy.
Pediatric Neurology, v.40, n.3, p.168-174, 2009.

14- MALEB, S.; DAMANN, O. Fetal inflammatory response and brain injury in the
preterm newborn. Journal of Child Neurology, v.24, n.9, p.1119-1126, 20009.

15- STEWART, A.; TEKES, A.; HUISMAN, T.A.G.M.; JENNINGS,J.M.; ALLEN,
M.C.; NORTHINGTON, F.J.; EVERETT, A.D.; GRAHAM,E.M. Glial fibrillary acidic
protein as a biomarker for periventricular white matter injury. American Journal of
Obstetrics and Gynecology, v.209, n.1, p.1010-1016, 2013.

16- KIM, S.A.; LEE, Y.J.; LEE, Y.G. Predictive value of test of motor performance for
infants based on correlation between TIMP and Bayley Scales of infant development.
Annals of Rehabilitation Medicine, v. 35, n. 6, p. 860-866, 2011.

17- de KIEVIET, J.F.; ZOETEBIER, L.; ELBURG, R.M.V.; VERMEULEN, R.J. Brain
development of very preterm and very low-birthweight children in childhood and
adolescence: a meta analysis. Developmental Medicine & Child Neurology, v. 54, p. 313-
323, 2012.

18- SILVEIRA, R.C.; PROCIANOY, R.S. High plasma cytokine levels, with matter
injury and neurodevelopment of high risk preterm infants: Assessment at two years. Early
Human Development, v.87, p. 433-437, 2011.

19- LODHA, A.; ASZTALOS, E.; MOORE, A.M. Cytokine levels in neonatal
necrotizing enterocolitis and long-term growth and neurodevelopment. Acta Pediatric,
v.99, p. 338-349, 2010

49



20- HEEP, A.; BEHRENDT, D.; NITSCH, P.; FIMMERS, R.; BARTMANN, P.;
DEMBINSKI, J. Increased serum levels of the interleukin 6 are associated with severe
intraventricular haemorrhage in extremely premature infants. Archives of Disease in
Childhood. Fetal and Neonatal Ed., v. 88, p. 501-504, 2003.

21- GUO, R.; HOU, W.; DONG, Y.; YU, Z,; STITES, J.; WEINER, C.P. Brain injury
caused by chronic fetal hypoxemia is mediate by inflammatory cascade activation.
Reproductive Science, v. 17, n. 6, p. 540-548, 2010.

22- DENG, W. Neurobiology of injury to the developing brain. Nature Reviews
Neurology, v. 6, p. 328-336, 2010.

23- SUZUKI, S.; TANAKA, K.; SUZUKI, N. Ambivalent aspects of interleukin-6 in
cerebral ischemia: inflammatory versus neurotrophic aspects. Journal of Cerebral Blood
Flow & Metabolism, v.29, p. 464-479, 2009.

24- KORSENIEWSKI, S.J.; SOTO-RIVERA, C.L.; FICHOROVA, R.N.; ALLRED, E.;
KUBAN, K.C.K.; O’'SHEA, T.M.; PANETH, N.; AGUS, M.; DAMMANN, O.;
LEVITON, A. Are preterm newborns who have relative hyperthyrotropinemia at
increased risk of brain damage? Journal of Pediatric Endocrinology and Metabolism, v.
27,n.0, p. 1077-1088, 2014.

25- O’SHEA, T.M.; SHAH, B.; ALLRED, E.; FICHOROVA, R.N.; KUBAN, K.C.K.;
DAMMANN, O.; LEVITON, A. Inflammation-initiating illnesses, inflammation-related
proteins, and cognitive impairment in extremely preterm infants. Brain Behavior and
Immunity, v. 29, p. 104-112, 2013.

26- O’SHEA, T.M.; ALLRED, E.; KUBAN, K.C.K.; DAMMANN, O.; PANETH, N.;
FICHOROVA, R.; HIRTZ, D.; LEVITON, A. Elevated concentrations of inflammation-
related proteins in postnatal blood predict severe developmental delay at two years in

extremely preterm infants. Journal of Pediatrics, v.160, n. 3, p. 395-401, 2012.

27- KINJO, T.; OHGA, S.; OCHIAI, M.; HONJO, S.;TANAKA, T.; TAKAHATA, Y ;
IHARA, K.; HARA, T. Serum chemokine levels and developmental outcome in preterm
infants. Early Human Development, v. 87, n. 6, p. 439-443, 2011.

50



28- HARDING, D.R.; DHAMRAIT, S.; WHITELAW, A.; HUMPHRIES, S.E,;
MARLOW, N.; MONTGOMERY, H.E. Does Interleukin-6 Genotype Influence Cerebral
Injury or Developmental Progress After Preterm Birth? Pediatrics, v. 114, n. 4, p. 941-
947, 2004.

29- GRAM, M.; SVEINSDOTTIR, S.; CINTHIO, M.; SVEINSDOTTIR, K
HANSSON, S.R.; MORGELIN, M.; AKERSTROM, B.; LEY, D. Extracellular
hemoglobin - mediator of inflammation and cell death in the choroid plexus following

preterm intraventricular hemorrhage. Journal of Neuroinflammation, v. 11, n. 200, 2014.

30- LEITNER, K; SHAMMARY, M.A.; MCLANE, M.; JOHNSTON, M.V.; ELOVITZ,
M.A.; BURD, I. IL-1 Receptor Blockade Prevents Fetal Cortical Brain Injury But Not
Preterm Birth in a Mouse Model of Inflammation-Induced Preterm Birth and Perinatal
Brain Injury. American Journal of Reproductive Immunology, v. 71, n. 5, p. 418-426,
2014,

31- LEVITON, A.; FICHOROVA, R.N.; O’'SHEA, M.; KUBAN, K.; PANETH, N.;
DAMMANN, O.; ALLRED, E.N. Two-hit model of brain damage in the very preterm
newborn: small for gestational age and postnatal systemic inflammation. Pediatric
Research, v. 73, n. 3, p. 362-370, 2013.

32- BROCHU, M.E.; GIRARD, S.; LAVOIE, K.; SEBIRE, G. Developmental regulation
of the neuroinflammatory responses to LPS and/or hypoxia-ischemia between preterm
and term neonates: An experimental study. Journal of Neuroinflammation, v.8, n. 55,
2011.

33- GIRARD, S.; SEBIRRE, G.KADHIM, H. Proinflammatory orientation of the
interleukin 1 system and downstream induction of matrix metalloproteinase 9 in the
pathophysiology of human perinatal white matter damage. Journal of Neuropathology &
Experimental Neurology, v. 69, n. 11, p. 1116-1129, 2010.

34- VISCARDI,R.M; MUHUMUZA, C.K.; RODRIGUEZ, A.; FAIRCHILD, K.D;
SUN, C.CJ.; GROSS, G.\W.; CAMPBELL, A.B.; WILSON, P.D.; HESTER, L.;
HASDAY, J.D. Inflammatory Markers in Intrauterine and Fetal Blood and Cerebrospinal
Fluid Compartments Are Associated with Adverse Pulmonary and Neurologic Outcomes
in Preterm Infants. Pediatric Research, v. 55, n. 6, p. 1009-1017, 2004.

51



35- DUGGAN, P.J.; MAALOUF, E.F.; WATTS, T.L.; COUNSELL, S.J.; ALLSOP, J,;
AL-NAKIB, L.; RUTHERFORD, M.A.; BATTIN, M.; ROBERTS, I.; EDWARDS, A.D.
Intrauterine T-cell activation and increased proinflammatory cytokine concentrations in
preterm infants with cerebral lesions. Lancet, v.358, n. 9294, p. 1699-1700, 2001.

36- SHADI, M.; DAMMANN, O. Fetal inflammatory response and brain injury in the
preterm newborn. Journal of Child Neurology, v.24, n.9, p. 1119-1126, 2009.

37- OTTEN, U.; MARZ, P.; HEESE, K.; HOCK, C.; KUNZ, D.; ROSE-JHON, S.
Cytokines and neurotrophins interact in normal and diseased states, New York Academic
of Science, v.917, p. 322-330, 2000.

38-HANSEN-PUPP, I.; HELLSTROM-WESTAS.; CILIO, C.M.; ANDERSON, S.;
FELLMAN, V.; LEY, D. Inflammation at birth and the insulin-like growth factor system
in very preterm infants. Acta Peediatrica, v.96, n.6, p. 803-806, 2007.

39- ADEN, U.; FAVRAIS, G.; PLAISANT, F. Systemic inflammation sensitizes the
neonatal brain to excitotoxicity through a pro-/anti-inflammatory imbalance: key role of
TNF-alpha pathway and protection by etanercept. Brain Behavior and Immunity, v.24,
n.1, p.747-758, 2010.

40- SKIHAR, V.; SILVA, C.; CHOJNACKI, A.; DORING, A.; STALLCUP, W.B.;
WEISS, S.; YONG, V.W. Promoting oligodendrogenesis and myelin repair using the
multiple sclerosis medication glatiramer acetate. Neuroscience, v.106, n. 42, p. 17992-
17997, 2009.

41- PAJENDA, G.; HERCKER, D.; ,ARTON, G.; PAJER, K.; FEICHTINGER, G.A;
MALETH, J.; REDL, H.; NOGRADI, A. Spatiotemporally limited BDNG and GDNF
over expression rescues motoneurons destined to die and induces elongative axon growth.

Experimental neurology, v. 261, p. 367-376, 2014.

42- KINGHAM, P.J.; KOLAR, M.K.; NOVIKOVA, L.N.; NOVIKOV, L.N.; WIBERG,
M. Stimulating the neurotrophic and antigenic properties of human adipose-derived stem
cells enhances nerve repair. Stem Cells and Development, v.23, n.7, p. 741-754, 2014.

43- KERSCHENSTEINER, M.; MEINL, E.; HOHLFELD, R. Neuro-immune crosswalk
in CNS disease. Neuroscience, v.158, n.3, p.1122-1132, 2009.

52



44- KHWAJA, O.; VOLP, J.J. Pathogenesis of cerebral White matter injury of
prematurity. Archives of Disease in Childhood Fetal and Neonatal Edition, v.93, n.1,
p.53-61, 2008.

45- BORDIE, C. Differential effects of Th1l and Th2 derived cytokines on NGF synthesis
by mouse astrocytes. Febs letters, 394(2), p. 117-120, 1996.

46- VILLOSLADA, P.; GENAIN, C.P. Role of nerve growth factor and other trophic
factors in brain inflammation. Progress in Brain Research, n.146, p. 403-414, 2004.

47- MALAEB, S.; DAMMANN, O. Fetal inflammatory response and brain injury in the
preterm newborn. Journal of Child Neurology, v.24, n.9, p.1119-1126, 2009.

48- CHIARETTI, A.; ANTONELLI, A.; RICCARDI, R.; GENOVESE, O.; PEZZOT]I,
P.; Di ROCCO, C.; TORTOROLO, L.; PIEDIMONTE, G. Nerve growth factor
expression correlates with severity and outcome of traumatic brain injury in children.

European Journal of Pediatric Neurology, v.12, n. 3, p. 195-204, 2008.

49- SPULBER, S.; RANTAMAKI, T.; NIKKILA,0.; CASTREN, E.; WEIHE, P.;
GRANDJEAN,P.; CECCATELLLI, S. Effects of Maternal Smoking and Exposure to
Methylmercury on Brain-Derived Neurotrophic Factor Concentrations in Umbilical Cord

Serum. Toxicological sciences, v. 117, n. 2, p. 263-269, 2010.

50- AVDOSHINA, V.; BECKER, J.; CAMPBELL, L.A.; PARSADANIAN, M.
MHYRE, T.; TESSAROLLO, L.; MOCHETTI, I. Neurotrophins modulate the
expression of chemokine receptors in brain. Journal of NeuroVirology, v. 17, n.1, p. 58-
62, 2011.

51- DOUGLAS-ESCOBAR, M.; ROSSIGNOL, C.; STEINDLER, D.; ZHENG, T,
WEISS, M.D. Neurotophin-induced migration and neuronal differentiation of multipotent

astrocytic stem cells in vitro. Plos One, v. 7, n. 12, 2012.

53



3 CONSIDERACOES FINAIS

A inflamacdo sistémica no pré-termo pode representar a inflamacdo no SNC devido sua

forte correlacdo com o desenvolvimento motor.

Torna-se necessario maior investigacédo do processo inflamatorio nos pré-termos de forma
a mensurar a concentracdo de citocinas, quimiocinas e fatores neurotréficos para
determinar os fatores de risco e 0s mecanismos desse processo que interferem no

neurodesenvolvimento e na lesdo cerebral.

A revisdo sistematica da literatura apresentou dados correlacionando o processo
inflamatdério com o desenvolvimento. Entretanto algumas moléculas, como BDNF e
GDNF, nao foram discutidas no primeiro estudo, porque os trabalhos que abordavam essa

andlise correlacionaram a inflamacdo secundéria a sepse neonatal.

Atraveés da pesquisa realizada podem ser levantado novos questionamentos elegiveis de
serem tratados em estudos futuros abordando o processo inflamatério e o
desenvolvimento em diferentes periodos de tempo para maior compreensdo da correlacéo

entre processo inflamatdrio e desenvolvimento neuropsicomotor.
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ANEXOS

ANEXO 1 - PARECER DO DEPARTAMENTO DE PEDIATRIA FM/UFMG

Departamento de Pediatria
Faculdade de Medicina da UFMG

Parecer — 04/2014

Pesquisador:

Ana Cristina Simoes e Silva— Orientadora e Rafael Coelho Magalhdes — Aluno de mestrado.

Titulo do Projeto:

Avaliacdo da asfixia perinatal e da resposta imuno-inflamatoria em neonatos pré-termos de 28 a 34
semanas de idade gestacional como fatores preditivos de alteragées no desenvolvimento motor.
Merito:

O parto prematuro ocorre em 12,5% de todos os nascimentos e 40% desses recém- nascidos sao de
risco para mortalidade perinatal e alterages do neurodesenvolvimento em longo prazo. Uma
multiplicidade de causas potenciais, com complexos mecanismos de interagdo, parecem estar
envolvidos com a lesdo cerebral precoce e ainda ndo sao completamente conhecidos. Varias linhas de
evidéncia sugerem que as lesées neuronais relacionadas com a inflamacao podem induzir uma cascata
de respostas imunes que estao envolvidos na patogénese. Os principais mecanismos patogénicos sao a
hipoxia/isquemia e a inflamagdo. Sao crescentes as evidéncias da utilidade de biomarcadores na
detecgdo precoce de risco para lesdo cerebral em recém-nascidos pré-termos, de forma que
mediadores imuno-inflamatadrios podem se mostrar preditivos da alteragdao do desenvolvimento
motor.

O presente estudo observacional testara a hipotese de que a asfixia perinatal desencadeia uma
resposta imuno-inflamatdria, a qual pode ser mensurada por citocinas, guimiocinas e fatores
neurotroficos e que essas substancias sao preditoras de alteragdo no desenvolvimento motor.

0 estudo tem como objetivo primario avaliar a associagao entre a resposta inflamatoria, a condicdo de
nascimento do recém-nascido e a presen¢a ou nao de alteragdo no desenvolvimento motor em
neonatos pre-termo de 28 a 34 semanas de idade gestacional. Os objetivos secundarios sao: 1)
Comparar o nivel de citocinas presentes nos fluidos corporais de recém-nascido com APGAR de 5" <6 e
>7; 2) Estudar o processo inflamatorio do nascimento até a terceira semana de vida do bebé por meio
da mensuracdo de mediadores imuno-inflamatdrios e fatores neurotroficos; 3) Avaliar possiveis
associacdes entre perfil imuno-inflamatdrio e fatores neurotroficos; 4) Relacionar o perfil dos
mediadores imuno-inflamatorios e os fatores neurotrdficos com as condicbes de nascimento e a
presenga ou nao de alteragao no desenvolvimento motor.

Os critérios de elegibilidade de asfixia perinatal incluem um pH < 7,0 ou um déficit de base de 16 mmol
por litro ou mais, em uma amostra de sangue do corddao umbilical ou qualquer sangue durante a

primeira hora apos o parto.



Amostras de 1 ml de sangue e urina serdo coletadas nos recém-nascidos pré-termo, de 28 a 34
semanas de idade gestacional, divididos em dois grupos (APGAR de 5' <6 e >7). As coletas ocorrerao no
momento do nascimento (sangue do corddo umbilical) e com 48 horas, 72 horas e 3 semanas apos 0
nascimento. Nos RN’s, ao atingirem 34 semanas de IGC ap6s a coleta dos fluidos, sera aplicado o Teste
de Desempenho Motor Infantil (TIMP). Os recém-nascidos prematuros serao provenientes do Hospital
Sofia Feldman que apresenta media de 925 partos/més dos quais 99,3% sao de recém-nascidos vivos.
0 estudo foi submetido ao Comité de Etica do Hospital Sofia Feldman. Os pesquisadores consideram
que os riscos da coleta de amostras ao RN’s sdo os mesmos que os da assisténcia prestada uma vez
que a coleta desses materiais ja fazem parte da rotina da UTI Neonatal. O TCLE esta adequado ao
esclarecer sobre os riscos da coleta aos responsaveis pelo RN.

0 projeto ja dispde de todos os equipamentos, recursos materiais e humanos necessarios para sua
realizacio. Os equipamentos necessarios para dosagem de citocinas e fatores neurotroficos
encontram-se disponiveis no Laboratdrio Interdisciplinar de Investigacdo Médica (LIIM). O material de
consumo para coleta de amostras de urina e sangue bem como os kits necessarios para determinagao
das citocinas e fatores neurotroficos serdo obtidos pela Prof2 Ana Cristina Simdes e Silva, orientadora
do Projeto, por meio de recursos junto ao Edital 16/2012 — Programa Hiperdia Minas da FAPEMIG no
valor total de RS 111.247,05. Ndo havera nenhum tipo de pagamento aos pesquisadores envolvidos no
projeto. O kit para aplicagao do TIMP ja foi adquirido pelo pesquisador desse projeto.

O projeto apresenta cronograma de execugao viavel.

Meérito do estudo: Trata-se de um projeto de mestrado que podera contribuir para a detecgdo precoce
de alteracdes do desenvolvimento motor dos RN prematuros, ajudando a melhorar o atendimento a
estes pacientes e a definir a melhor conduta clinica.

Voto:

0 estudo é de relevdncia e exequivel. Sou pela sua aprovagao sem ressalvas.

APRQVADO EN REUNIAO DE
CAMARA DEPARTAMENTAL
07 103 1014 . .w‘;“""mw
cﬁ:ﬁf %0 oevag"‘"'”‘ e - UG
pacuice?®
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ANEXO 2 - PARECER COEP/UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
MINAS GERAIS zﬁfm’l

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo da asfixia perinatal e da resposta imuno-inflamatéria em necnatos pré-
termos de 28 a 34 semanas de idade gestacional como fatores preditivos de alteracdes
no desenvolvimento motor.

Pesquisador: Ana Cristina Simdes e Silva

Area Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 30352114.9.0000.5149

Instituicao Proponente: PRO REITORIA DE PESQUISA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 656.859
Data da Relatoria: 23/05/2014

Apresentagéo do Projeto:

De acordo com o projeto em tela, o parto prematuro ocorre em 12,5% de todos os nascimentos e 40%
desses recém-nascidos séo de risco para mortalidade perinatal e morbidades. A leséo cerebral precoce é
uma das principais complicaces do periodo perinatal e possui também um potencial para alteracdes do
neurodesenvolvimento em longo prazo. N&o ha uma etiologia unica para a leséo cerebral precoce, mas uma
multiplicidade de causas potenciais com complexos mecanismos de interacdo que ainda néo séo
completamente conhecidos. Os principais mecanismos patogénicos s&o a hipdxia/isquemia e a infamacé&o.
Varias linhas de evidéncia sugerem que as lesdes neuronais relacionadas com a inflamacgé&o podem induzir
uma cascata de respostas imunes que estdo envolvidos na patogénese da lesdo cerebral precoce.
Entretanto, até recentemente, o cérebro no periodo fetal-neonatal era visto como um érgéo que apresentava
até certo resisténcia aos mecanismos de agresséo imune.

O presente estudo pretende avaliar o impacto de intervencdes terapéuticas no sentido de minimizar
complicacdes e reduzir morbi-mortalidade. Visa avaliar a associac&o entre a resposta inflamatéria, a
condi¢do de nascimento do recém-nascido e a presenca ou néo de alteracéo no desenvolvimento motor em
neonatos pré-termo de 28 a 34 semanas de idade gestacional. As amostras de sangue e urina coletadas
serdo analisadas por citometria de fluxo através da técnica
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Telefone: (31)3409-4592 E-mail: coep@prpg.ufmg.br
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de cytometric bead array (CBA) e por meio de Ensaio imuno-enzimatico (ELISA). Serdo analisados os niveis
das citocinas IL-1, IL-2, IL-6, TNF*, IL-10, das quimiocinas IL-8, MCP-1, RANTES e dos fatores neurotréficos
NT3, NT4/5, BDNF e NGF. Tais mensuracdes serdo realizadas e comparadas nos dois grupos de pacientes
(APGAR de &, 6 & 7) & nos quatro tempos de coleta (nascimento, 48 horas, 72 horas, 3 semanas). Para
mensurar o desenvolvimento motor sera aplicado o Teste de Desempenho Motor Infantil (TIMP) em todos
RNs participantes da pesquisa ao atingirem, no minimo, 34 semanas de IGC e ja terem as amostras de
fluidos coletadas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a associacéo entre a resposta inflamatéria, a condicdo de nascimento do recém-nascido e a
presenca ou néo de alteracdo no desenvolvimento motor em neonatos pré-termo de 28 a 34 semanas de
idade gestacional.

Objetivo Secundario:

- Comparar o nivel de citocinas presentes nos fluidos corporais de recém-nascido com APGAR de 5'6 e
=7

- Estudar o processo inflamatdrio do nascimento até a terceira semana de vida do bebé por meio da
mensuracédo de mediadores imunc-inflamatérios e fatores neurotréficos;

- Avaliar possiveis associacdes entre perfil imuno-inflamatério e fatores neurotroficos; -Relacionar o perfil
dos mediadores imuno-inflamatérios e os fatores neurotréficos com as condicdes de nascimento e a
presenca ou néo de alteracdo no desenvolvimento motor.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Segundo os pesquisadores em tela, sera garantida a preservacéo da identidade e integridade dos
participantes sem comprometimento a assisténcia ao recém-nascido. Ndo havera énus para os mesmos e
0s responsaveis que aceitarem participar do estudo seréo informados sobre o procedimento a ser realizado
e deverdo assinar o TCLE, podendo desistir quando quiserem. A coleta dos fluidos sera realizada por
profissionais graduados em enfermagem ou medicina, capacitados para tal procedimento, durante a rotina
de assisténcia da UTIN. Assim, os riscos da coleta de amostras ao RN's sdo os mesmos que os da
assisténcia prestada uma vez que a coleta desses materiais ja fazem parte da rotina da UTIN. A aplicagdo
do TIMP néo envolve risco consideravel para o RN por se tratar de uma escala observacional e de
movimentos eliciados.

Beneficios:
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De acordo com os pesquisadores, os participantes da pesquisa poderédo ser diretamente beneficiados por
ter seu desenvolvimento acompanhado. Caso sejam detectadas qualquer anormalidade no desenvolvimento
medidas preventivas serdo tomadas a fim de garantir melhor conduta no cuidado clinico com o paciente.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O trabalho & exequivel, estd bem fundamentado e bem delineado. Podera contribuir para avaliar a
associacdo entre a resposta inflamatéria, a condicéo de nascimento do recém-nascido e a presenca ou ndo
de alteracdo no desenvolvimento motor em neonatos pré-termo de 28 a 34 semanas de idade gestacional.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:

Foram apresentados:

*Folha de rosto.

«Parecer consubstanciado com aprovagéo do Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina da
UFMG.

+Anuéncia do Hospital Sofia Feldman, onde pretende-se realizar a pesquisa.

«Anuéncia do Laboratério Interdisciplinar de Investigagdo Médica (Faculdade de Medicina da UFMG).

-TCLE.

Recomendacoes:

No TCLE:

-Consta os nomes e sobrenomes dos pesquisadores, com telefones e endereco dos mesmos (fisico e
eletrénico).

«Informado que ndo havera ressarcimento pela participacdo no estudo.

-Linguagem adequada para os responsaveis legais pelos participantes da pesquisa, o que é a escala
APGAR.

Explicitado quais os riscos pertinentes a presente pesquisa no TCLE.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Somos pela aprovacéo do projeto "Avaliacdo da asfixia perinatal e da resposta imuno-inflamatéria em
neonatos pré-termos de 28 a 34 semanas de idade gestacional como fatores preditivos de alteraces no
desenvolvimento motor." da pesquisadora Ana Cristina Simdes e Silva
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Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Aprovado conforme parecer.

BELO HORIZONTE, 22 de Maio de 2014

Assinado por:

Maria Teresa Marques Amaral
(Coordenador)

=
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HOSPITAL SOFIA FELDEMAN/
FUNDACAO DE ASSISTENCIAL 8rand -
INTEGRAL A SAUDE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacédo da asfixia perinatal e da resposta imuno-inflamatéria em neonatos pré-
termos de 28 a 34 semanas de idade gestacional como fatores preditivos de alteragdes
no desenvolvimento motor.

Pesquisador: Ana Cristina Simdes e Silva

Area Tematica:

Versédo: 1

CAAE: 30382114.9.3001.5132

Instituicdo Proponente: PRO REITORIA DE PESQUISA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 670.318
Data da Relatoria: 29/05/2014

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de uma pesquisa para obtengao do titulo de Mestre que se propde a avaliar a associacao entre a
resposta inflamatoria, a condicao de nascimento do recem-nascido e a presenca ou nhao de alteracao no
desenvolvimento motor em neonatos pre-termo de 28 a 34 semanas de idade gestacional. Serdo utilizadas
amostras de sangue e urina dos recém-nascidos participantes do estudo que seraoc analisadas por
citometria de fluxo atraves da tecnica de de cytometric bead array (CBA) e por meio de Ensaio imuno-
enzimatico (ELISA). Serdo analisados os niveis das citocinas (IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN- , TNF e IL-
12p70), das quimiocinas (IL-8, MCP-1, RANTES, IP-10, MIF-1) e dos fatores neurotréficos (NT3, NT4/5,
BDNF e NGF). Tais mensuracdes serédo realizadas e comparadas nos dois grupos de pacientes (APGAR de
5'6 e 7) e nos quatro tempos de coleta (nascimento, 48 horas, 72 horas, 3 semanas). Além disso, nos RN's,
ao atingirem 34 semanas de IGC apds a coleta dos fluidos corporais, sera aplicado o Teste de Desempenho
Motor Infantil (TIMP). Participardo do estudo as criancas nascidas com idade gestacional de 28 a 34
semanas, apos os responséaveis concordarem em participar deste estudo. Serdo excluidas os recém-
nascidos que apresentarem que apresentarem alguma das situacdes a seguir: possuir ma-formacéo
congénita, sindromes e patologias associadas; disturbios agudos no momento da coleta;neonatos que
evoluam para 6bito em trés semanas. Os dados obtidos serdo digitados em banco de
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dados desenvolvido no programa SPSS versdo 18.0 e os resultados descritivos serdo obtidos através da
listagem e frequéncia das caracteristicas das diversas variaveis e do cruzamento de algumas caracteristicas
através de tabelas de contingéncia. Seréo obtidos dados demograficos e clinicos dos recém-nascidos.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a associacdo entre a resposta inflamatéria, a condicdo de nascimento do recém-nascido e a
presenca ou ndo de altera¢do no desenvolvimento motor em neonatos pré-termo de 28 a 34 semanas de
idade gestacional.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Sera asssegurada a garantia do anomimato e a deciséo de participar ou ndo do estudo sem prejuizo para a
assiténcia recebida na instituicao. Os riscos para a coleta de material serdo os mesmos aos quais 0s recém-
nascidos estardo sujeitos na assisténcia. Em relacao & escala néo ha risco uma vez que envolve
observacao e manuseios especificos realizados por profissional capacitado e treinado para tal.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O trabalho encontra-se bem fundamentado e com metodologia adequada ao objetivo do estudo. O
delineamento da pesquisa permite a sua execucéo conforme previsto pelos pesquisadores
Considerag6es sobre os Termos de apresentagéo obrigatdria:

O TCLE encontra-se adequado conforme a legislacao que regulamenta a pesquisa com seres humanos.

Recomendagoes:
néo se aplica

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Projeto em condicdes de ser aprovado pelo CEP/ HSF

Situagéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Parecer de Relator 26/2014 CAAE: 30382114.9.3001.5132
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(favor citar esse numero em suas comunicagdes com o CEP/HSF)

DECISAO

Koo ™

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Sofia Feldman (CEP/HSF) analisou em plenaria realizada no dia

29 de maio de 2014, o Projeto de Pesquisa intitulado: "Avaliacdo da asfixia perinatal e da resposta imuno-

inflamatdria em neonatos pré-termos de 28 a 34 semanas de idade gestacional como fatores preditivos de

alteragdes no desenvolvimento motor” dos Pesquisadores Ana Cristina Simdes e Silva e Rafael Coelho

Magalhées e o considerou APROVADO como Insituicdo Co-participante.

Reafirmamos que o relatorio final devera ser encaminhado ao CEP/HSF ao término do estudo, para fins de

concluséo do processo.
Atenciosamente.

Atenciosamente.

Dra. Tatiana Coelho Lopes
Coordenadora do CEP/HSF

Belo Horizonte,02 de Junho de 2014.

Endereco: Rua Anténio Bandeira, 1060

Bairro: Tupi CEP: 31.844-130
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3408-2249 Fax: (31)3408-2218 E-mail:

lep@sofiafeldman.org.br
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ANEXO 4 - ATA DE DEFESA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS /ﬁ;g%{
H T
& / PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA MOLECULAR

ATA DA DEFESA DA DISSERTAGAO DO ALUNO
RAFAEL COELHO MAGALHAES - 2014651080

Realizou-se, no dia 23 de julho de 2015, as 09:00 horas, Faculdade de Medicina, sala 062,
da Universidade Federal de Minas Gerais, a defesa de dissertagéo, intitulada Resposta
inflamatéria como fator preditivo de alteragdes no desenvolvimento motor em neonatos pré-
termos de 28 a 34 semanas de idade gestacional., apresentada por RAFAEL COELHO
MAGALHAES, numero de registro 2014651 080, graduado no curso de TERAPIA
OCUPACIONAL, como requisito parcial para a obtengéo do grau de Mestre em MEDICINA
MOLECULAR, a seguinte Comisséo Examinadora; Prof(a). Ana Cristina Sim&es & Silva -
Orientadora (Universidade Federal de Minas Gerais), Prof(a). Natalia Pessoa Rocha
{Universidade Federal de Minas Gerais), Prof(a). Vivian Mara Gongalves de Oljveira
Azevedo (Universidade Federal de Uberlandia).

A Comisséo considerou a dissertagao:
(<) Aprovada
{ ) Reprovada g

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada pelos
membros da Comiss&o.
Belo Horizonte, 23 de julho de 2015.

3
/%\Aq (u\" Lo Vo L Mec
Prof(a). Ana Cristina Sim&es e Silva ( Doutora )

Natoua, Pemoos Rechow
Prof(a). Natalia Pessoa Rocha ( Doutora )

(il

Prof(a). Vivian Mafa Gonféalves de Oliveira Azevedo ( Doutora )
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ANEXO 5 — FOLHA DE APROVACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGACQ EM MEDICINA MOLECULAR

FOLHA DE APROVACAO

Resposta inflamatéria como fator preditivo de alteragdes no desenvolvimento motor em
neonatos pré-termos de 28 a 34 semanas de idade gestacional.

RAFAEL COELHO MAGALHAES

»

Dissertagéio submetida & Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de P6s-Graduagio em
MEDICINA MOLECULAR, como requisito para obtencio do grau de Mestre em MEDICINA
MOLECULAR, area de concentragio MEDICINA MOLECULAR.

'

-
rof(a). Ana Cristina Slm(jes e Sllva Onentador
Universidade Federal de Minas Gerais

Aprovada em 23 de julho de 2015, pela banca copstituida p los me [\\ Ej\

. o, Pervoos Leerp—
Profi(a). Natalia Pessoa Rocha
Universidade Federal de Minas Gerais

Prof(a). Vivian Mara Gonqlm Oliyeita Azevedo

Universidade Federal de Uberfandia

Belo Horizonte, 23 de julho de 2015.

65



APENDICE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA RESPONSAVEIS LEGAIS

Vocé estd sendo convidada a participar do trabalho de pesquisa

denominado “Avaliagao da resposta imuno-inflamatdria em neonatos pré-
termos de 28 a 34 semanas de idade gestacional como fatores preditivos
de alteragdes no desenvolvimento motor”, conduzido pela Dra Ana Cristina
Simdes e Silva e pelo terapeuta ocupacional Rafael Coelho Magalhaes.
Este estudo quer medir algumas substancias que podem estar no sangue de
seu (ua) filho (a) e podem ter relagdo com problemas do desenvolvimento do
cérebro apds o nascimento. Para realizar este estudo serdo avaliadas criancas
nascidas no Hospital Sofia Feldman com idade gestacional entre 28 e 34
semanas e divididas em dois grupos de acordo com as condi¢cdes de
nascimento e a pontuacado obtida em uma escala chamada de APGAR. Esta
escala de APGAR mostra a avaliacdo feita pelo pediatra logo apds o
nascimento de seu (ua) filho (a) ainda na sala de parto. A escala de APGAR
indica como seu (ua) filho (a) nasceu, ou seja, se estava passando bem, com
a pele rosada, ativo, se chorou rapidamente ou estava com dificuldade de
respirar, com a pele muito branca ou de cor roxa e mexendo muito pouco.

Caso vocé aceite que seu (ua) filho (a) participe deste estudo seréo feitos
0S seguintes procedimentos:

1 — Sera coletado sangue do corddo umbilical ap6s o hascimento;

2- Seréo coletadas amostras de 1 ml de sangue da veia quando seu (ua) filho
(a) completar um dia de vida, 3 dias de vida e trés semanas de vida. Estas
coletas seréo feitas juntamente com outras coletas de sangue que sao feitas
de rotina em bebés prematuros.

3- Seréo realizados exames de rotina para avaliacdo do desenvolvimento de
seu (ua) filho (a) que incluem: UltrassomTransfontanela, Ecocardiograma,
Exame de Fundo de Olho, Triagem Auditiva e Teste de Desenvolvimento Motor
(TIMP).

Vocé foi convidada para participar dessa pesquisa porque o seu filho nasceu
com idade gestacional entre 28 e 34 semanas, estd em acompanhamento no
Hospital Sofia Feldman e a sua participacdo s6 podera acontecer de forma
voluntaria sem nenhuma compensacao financeira. Vocé tem o direito de
recusar ou deixar de participar deste estudo em qualquer momento, sem
prejuizo para vocé e/ou para seu filho, junto ao Hospital Sofia Feldman.
Todas as informacdes da pesquisa séo confidenciais, ndo havendo nenhuma
identificacdo sua e/ou de seu (ua) filho (a). Seu nome ndo serd escrito em
nenhum protocolo. Para identificacdo de cada bebé que participara do estudo
sera utilizado um numero entre 0 e 100. ApOs o estudo os resultados serao
divulgados para fins cientificos. -.

Ha riscos minimos para seu filho que sdo relacionados a coleta de sangue,
sendo eles dor durante a coleta e hematomas ap6s as mesmas. E importante
ressaltar que esses risco serdo minimizados, pois as coletas seréo realizadas
por profissionais devidamente capacitados, durante procedimentos rotineiros
com as criancgas internadas e com todos os cuidados necessarios.
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Se tiver alguma duvida, vocé podera esclarecé-la com um dos pesquisadores
responsaveis ou junto ao comité de ética da UFMG ou do Hospital Sofia
Feldman a qualquer momento.

Assinei e recebi uma copia desta autorizacao.

Belo Horizonte, I

Nome
(Responsavel):

Assinatura
(responsavel):

Pesquisadores responsaveis:

Ana Cristina Simdes e Silva — Médica: Avenida Professor Alfredo Balena,
190/sala 281 - Centro, Belo Horizonte - MG, 30130-100 — acssilva@hotmail.com
Fone: (31) 34098073

Rafael Coelho Magalhdes — Terapeuta Ocupacional — Rua Industrial José Costa
261/204, Nova Granada, Belo Horizonte - MG, 30431-330. E-mail:
rafa_to@hotmail.com Fone: (31) 84551767

COEP - Comité de Etica em Pesquisa (UFMG) Fone: (31) 3409-4592;
Endereco:Av. Antbnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala
2005, Campus Pampulha Belo Horizonte, MG — Brasil, CEP 31270-901. E-mail:
coep@prpqg.ufmg.br

CEP - Comité de Etica em Pesquisa (HSF) Fone: (31)3408-2242; Endereco:
Rua Anténio Bandeira 1060, Tupi — Belo Horizonte/MG; CEP:31844-130. E-mail:
lep@sofiafeldman.org.br

67


mailto:acssilva@hotmail.com
mailto:rafa_to@hotmail.com
mailto:coep@prpq.ufmg.br

