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Resumo

A encefalopatia hipdxico-isquémica (EHI) € uma das principais causas de mortalidade
e sequelas neuroldgicas evitdveis no recém-nascido, principalmente em paises em
desenvolvimento. Sdo reconhecidas trés fases de lesdo hipdxico-isquémica: fase priméaria/aguda
de lesdo neuronal e esgotamento das reservas cerebrais de energia com necrose, fase
secundaria/tardia mediada por stress oxidativo, citocinas e apoptose, onde ocorre a maior parte
da lesdo cerebral, e a fase terciria de perpetuacao da inflamagdo com alteracdes epigenéticas,
que trava a recuperacdo. O tratamento classico consistia em medidas de suporte, mas o maior
conhecimento dos mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes levou ao desenvolvimento de
terapéuticas neuroprotetoras, para uso em monoterapia ou como adjuvantes, uma vez que a

combinacéo de varios agentes com diferentes alvos terapéuticos seria benéfica.

Neste trabalho, sdo abordados 0s avancos dos ultimos 5 anos na area da neuroprotecao,
nomeadamente a hipotermia, utilizada na clinica com bons resultados mas algumas limitacées,
e novos agentes atualmente em estudo: melatonina, eritropoetina, alopurinol,
anticonvulsivantes, gases nobres, hidrogénio, agonistas de recetores de canabindides,
condicionamento, glucocorticoides, agonistas dos adrenorecetores-ay, acidos gordos, creatina-
monohidrato, etil-piruvato e transplante de células estaminais. Apesar destes grandes avancos,
ainda nao foi possivel acrescentar nenhuma arma terapéutica ao arsenal contra a EHI para além
da hipotermia. Para todas as outras, sdo necessarios ainda mais estudos que permitam

determinar a sua eficcia e seguranca em monoterapia ou como adjuvantes da hipotermia.

Palavras-chave: Encefalopatia Hipdxico-Isquémica; Asfixia Neonatal; Farmacos

Neuroprotetores; Hipotermia Induzida; Melatonina; Eritropoetina; Alopurinol; Fenobarbital;

Topiramato; Xénon; Argon; Hélio; Agonistas de Recetores de Canabindides; Pré-



Condicionamento Isquémico; Memantina; Pos-Condicionamento Isquémico; Dexametasona;
Dexmedetomidina; Acido Docosohexandico; Creatina; Etil-piruvato; Transplante de Células

Estaminais.



Abstract

Hypoxic-ischemic encephalopathy (HIE) is one of the main avoidable causes of death
and neurodisability in the newborn, particularly in developing countries. There are three stages
in the hypoxic-ischemic lesion: primary stage with acute neuronal damage and depletion of the
cerebral energy storages and necrosis, secondary stage with delayed injury through oxidative
stress, citocines and apoptosis, and a terciary stage of continued inflamation and epigenetic
alterations which put a halt in recovery. Previously, the treatment consisted of support mesures,
but the increased knowledge of the underlying physiopathological mechanisms lead to the
development of neuroprotective agents, meant to be used exclusively or as adjuvants, since the

combination of different agentes with different targets would be beneficial.

This article reviews the advancements in neuroprotection in the last 5 years, namely
hypothermia, currently used in the clinical setting with good results and a few limitations, and
new agentes currently on trial, such as melatonin, erythropoietin, allopurinol, phenobarbytal,
noble gases, hydrogen, cannabinoid receptor agonists, conditioning, gluccocorticoids, oz -
adrenoreceptor agonists, fatty acids, creatine monohydrate and ethyl-pyruvate. Despite these
advancements, there are no other clinical options in the treatment of HIE apart from
hypothermia. Further studies regarding efficacy and safety in monotherapy or as adjuvants

with hypothermia are needed.

Keywords: Hypoxia-lschemia, Brain; Asphyxia Neonatorum; Neuroprotective Agents;
Hypothermia, induced; Melatonin; Erythropoietin; Allopurinol; Phenobarbytal; Topiramate;
Xenon; Argon; Helium; Cannabinoid Receptor Agonists; Ischemic Preconditioning;
Memantine; Ischemic Postconditioning; Dexamethasone; Dexmedetomidine; Docosohexanoic

Acid; Creatine; Ethyl-pyruvate; Stem Cell Transplantation.



Introducao

A encefalopatia neonatal (EN) consiste num conjunto de manifestacfes clinicas de
disfuncdo neurolégica num recém-nascido de termo durante o periodo neonatal precoce!3,
nomeadamente: dificuldade em iniciar e manter a funcao respiratoria, diminui¢do do tonus e

reflexos, depressdo do estado de consciéncia e convulsdes®>.

O termo encefalopatia hipdxico-isquémica (EHI) diz respeito aos casos de EN em que
exista evidéncia clara de um evento que provoque défice de oxigenacéo tecidual (hipdxia) e/ou
reducdo da perfusdo sanguinea em determinado territorio (isquémia) - lesdo hipdxico-isquémica
(H1), ou seja, asfixia perinatal>®’. N4o ha acordo entre os diversos autores no que diz respeito
a definicdo de asfixia, embora a tendéncia atual seja a de adotar os recentes critérios do
American College of Gynecology and Obstetrics (ACGO - Colégio Americano de Obstetricia
e Ginecologia) e da American Association of Pediatrics (AAP - Associagdo Americana de
Pediatria) e que sdo : acidose metabdlica ou mista grave (pH< 7) no sangue arterial umbilical,
quando for possivel fazer esta determinacdo; indice de Apgar < 3 aos 5 minutos de vida, apesar
de ter sido feita uma reanimacéo correta; presenca de manifestacdes neuroldgicas no periodo
neonatal imediato (convulsdes, hipotonia, coma, sinais de EH-1) e/ou evidéncia de disfuncéo

multiérgéo dentro das primeiras 72 horas ap6s o parto®.

A classificacdo de Sarnat e Sarnat (Tabela 1) divide a EHI em trés graus, consoante as

suas manifestagdes clinicas!®2.



Grau Il

Grau | (Ligeira) Grau Il (Grave)

(Moderada)
Nivel de L : :
A Irritabiliadade/Hiperalerta Letargia Estupor ou Coma
consciéncia
Movimentos :
N\ Normais ou | l Ausentes
espontaneos
Tonus Normal ou 1 Hipotonia Hipotonia marcada
Reflexos e it e
. Exagerados Dificil elicitagéo Ausentes
primitivos
Succéo Fraca ! Ausente
Tanico-cldnicas ou .
Convulsoes Ausentes - Mal convulsivo
Tonicas
. . . Resposta lenta ou
Pupilas Dilatadas Miose P
sem resposta
Frequéncia . . - Bradicardia,
d . Taquicardia Variavel . N .
cardiaca hipotensdo, apneia

Tabela 1- Classificacdo de Sarnat e Sarnat.

EN e EHI sdo usados incorretamente como sindnimos®?, o que torna dificil determinar

com exatido a incidéncia e prevaléncia da EHI*.

Apesar da melhoria dos cuidados de saude perinatais nos paises desenvolvidos,
permitindo uma diminuicdo da sua incidéncial*%1° esta permanece elevada. Estima-se que
ocorre em 1,5 em cada 1000 nados vivos de termo em paises desenvolvidos®*'1*, E uma causa
importante de morbimortalidade?°8%115-17 quer a curto quer a longo prazo, sendo a asfixia a
causa de morte em cerca de ¥ dos Gbitos neonatais globais anualmente’°. Associa-se a sequelas
neuroldgicas significativas, nomeadamente paralisia cerebral, epilepsia>®'1218 atrasos do

desenvolvimento e défices cognitivos®.

O impacto psicossocial e econdmico que acarretam?°1° faz com que o desenvolvimento
de novos tratamentos que sejam eficazes, seguros, facilmente acessiveis e economicamente

viaveis se mantenha na ordem do dia.

Classicamente, o tratamento da EHI consistia apenas em tratamentos de suporte’?,

nomeadamente reanimacdo, ventilacdo, oxigenacdo e administracdo de farmacos



anticonvulsivantes®. No entanto, a maior compreensio dos mecanismos fisiopatoldgicos
subjacentes a lesdo HI cerebral levou ao desenvolvimento de terapéuticas neuroprotetorast®.

Proteger o cérebro do recém-nascido no periodo perinatal ¢ uma prioridade de satde global?.

Assim, este trabalho pretende compilar o conhecimento adquirido acerca destas novas
terapéuticas nos ultimos cinco anos (2010-2015), de forma a perceber os novos caminhos a

tracar.

Material e Métodos

Procedeu-se a pesquisa de artigos nas bases de dados PubMed, B-On e ClinicalKey®,
usando como termos de pesquisa os termos MeSH “hypoxia-ischemia, brain”, “neuroprotective
agentes” e ‘“asphyxia neonatorum”. Dos 65 artigos obtidos, foram excluidos os artigos
publicados com data prévia a de janeiro de 2010 e artigos ndo publicados em inglés, portugués
ou espanhol. Apo6s analise dos restantes 31 artigos, foram excluidos 5 cujo contetdo nédo se
adequava ao objetivo deste trabalho, resultando num total de 26 artigos. Posteriormente foi
acrescentado um artigo publicado em 2016. Algumas referéncias adicionais foram incluidas

para contextualizag&o e por serem consideradas de particular relevancia, num total de 39.

Fisiopatologia
A compreensdo da fisiopatologia da EHI é decisiva para compreender as diferentes

estratégias de neuroprotecao.

Resposta fetal a hipdxia-isquémia

Na sequéncia do estimulo HI, ha uma resposta fetal no sentido de reduzir o consumo
energetico (oxigenio (O2) e glucose) e de manter a oxigenagdo cerebral, nomeadamente pela
reducdo dos movimentos fetais®. Assim, ocorre uma redistribuicdo do fluxo sanguineo para
Orgdos vitais como o coracao e sistema nervoso central (SNC), com diminuicdo da frequéncia

cardiaca e de aporte sanguineo periférico?, inicialmente sem condicionar acidose metabdlica.
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Quando a HI é mais grave ou prolongada, desencadeia-se uma acidose metabdlica®®, uma vez
que a irrigacdo musculo-esquelética e visceral € insuficiente, sendo privilegiado o metabolismo
anaerébio®. No entanto, o défice mantido de O, e glucose esgota este mecanismo, pelo que o
aporte sanguineo se torna globalmente insuficiente!. O feto e o recém-nascido reagem a hipxia
com cessacao da respiracdo (apneia primaria) seguida de gasping (respiracdo profunda
irregular), culminando numa respiracdo fraca e subsequente exaustdo e apneia secundarial
(Figura 1). Ao nascer, a apneia primaria e secundéria sdo indistinguiveis, uma vez que em
ambas o recém-nascido néo respira e esta bradicardicol. Apenas a resposta a reanimagéo sera
diferente: na primeira a resposta ao estimulo sera suficiente, enquanto que na segunda sera

necessaria reanimacdo com ventilagdo assistida para que reinicie a respiragdo espontanea?.

Respirag¢ao
irregular -
gasping

Respirag¢ao
rapida

Apneia
secundaria

Apneia
primaria

Frequéncia
cardiaca

Tempo
—

Pressdo arterial

Tempo

Figura 1 - Alteracdes respiratdrias decorrentes da hipoxia e seu
rebate cardiovascular. Adaptado de “Rennie & Roberton’s
Textbook of Neonathology ™.

Mecanismos da leséo cerebral

O cérebro do recém-nascido é particularmente vulnerdvel a lesdo hipdxico-
isquémica’®?22® devido a algumas particularidades: aumento da sensibilidade neuronal aos
neurotransmissorest*>2!, mecanismos de absorc&o de glicose imaturos?, estado pré-oxidante!°
com defesas anti-oxidantes imaturas’#>1>?* e alta taxa metabolical, que o tornam mais
vulneravel a HI. O fluxo sanguineo cerebral, com um fraco mecanismo de autorregulacdo

dependente da normal atividade endotelial, associado ao facto da circulagéo cerebral ser
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terminal e sem anastomoses, aumentam esta vulnerabilidade®. Todas estas caracteristicas
apresentam algum grau de variabilidade regional, o que faz com que o insulto HI, embora
global, se traduza em lesdes cerebrais focais, nomeadamente nos ganglios da base e cértex

parassagital®.

S&o reconhecidas trés fases de lesdo HI (Figura 2): fase priméaria/aguda de lesao
neuronal e esgotamento das reservas de energia, fase secundaria/tardia mediada por stress
oxidativo, citocinas inflamatorias e apoptose*’122% ¢ uma fase terciaria de perpetuacdo da

inflamac&o com alteragOes epigenéticas®.

blood flow | Reperfusion | :

Baseline HI Resus Latent phase Secondary phase Tertiary phase
~1 to 6-24h Secondary energy failure, ~6-24h to days weeks to years
4 « » « » < > < » « >
M i ;
Cerebral {| fschaemia/ i, Hypoperfusion A Hyperperfusion ¥ Normalisation
i

Cellular energetics | Recovery of oxidative | 1

. 5 Hypoxic s : ' AR i 5 Partial recovery
ceation' | v i ; 4 .
and m"°°?::c‘:ir:: |depolarisation! m;;zzt:";:ﬂﬁ:;s:‘: 18 Deteriorating kloenionceiel fncton Persisting brain lactic alkalosis
\ ) '
| Increase in: | Excitotoxicity, Brain cell proliferation &
EAAs | Receptor hyperactivity, | Seizures synaptogenesis impeded by
| OFRs |  Accumulationof | Cytotoxic oedema i inflammation, gliosis
! Ca‘;lugﬂux ' Eg»:i. (;ZRS. : EAAs " epigenetic changes
Pathogenic ‘ ; :
mechanisms ‘ | Acute inflammatory response Persistent immune cell activation and gliosis

i
|
' Epigenetic modification -

| Celldeath | THERAPEUTIC |
| (immediate) | WINDOW !

Damage C | Damage : E

v

repair | 3 z

Delayed and programmed cell death

Figura 2- Fases de leséo hipoxico-isquémica. Adaptado de "New horizons for newborn brain
protection: enhancing endogenous neuroprotection”. EAA=aminoacidos excitatorios; OFR=
radicais livres de oxigénio; Ca?*=célcio; NO= 0xido nitrico.

A fase aguda corresponde a lesdo HI propriamente dita, com duragio de minutos?.
Nesta primeira fase ocorre morte celular cuja magnitude é dependente da gravidade e duragdo
da HI*:Y Predomina a disfungdo das bombas eletroliticas®*"%°, gerando edema cerebral
citotdxico e morte celular necrética'®?® (Figura 3). Na auséncia de substratos nutritivos (Oz e

glucose)!?4%8 as reservas cerebrais de metabolitos de alta energia, nomeadamente adenosina
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trifosfato (ATP), diminuem de forma réapida e significatival2+>151826 (insuficiéncia energética
primaria)’ uma vez que o metabolismo anaerdbio resulta na producdo de menores quantidades
de ATP que o metabolismo oxidativo. Inicialmente a acumulacdo de acido latico promove a
producdo de ATP a partir da fosfocreatina (phosphocreatine (PCr)) e o aumento do fluxo
sanguineo cerebral, mas similarmente, este mecanismo também se esgota®. Consequentemente,
ha faléncia de transportadores dependentes do ATP, inclusivé da bomba de sdédio/potassio
(Na*/K"14715 A falha deste processo quimico leva a acumulagdo intracelular de Na*, célcio
(Ca®") e agua 27152526 provocando edema e lise celulart:?47152526 e 3 despolarizacdo da
membrana neuronal**>72426 Esta Gltima desencadeia um processo denominado
excitotoxicidade, devido a libertacdo e subsequente acumulagdo de aminoacidos excitatorios na
fenda sinaptica, sobretudo o glutamato+57:1516.1824.26 ' Esta acumulagio deve-se ao facto do
glutamato apenas poder ser removido por transportadores dependentes de ATPY>1526 o que

ndo é exequivel num contexto de défices energéticos’.

HI
Auséncia de glucose e O,
| producéo de ATP (anaerdbia)

Faléncia da bomba Na*/K* dependente de ATP

Entrada de Na*, Ca*"e H,0 Despolarizagdo neuronal

Edema e Lise celular Libertacio e
acumulacio de
glutamato na fenda

Morte neuronal imediata - Necrose sindptica

Figura 3- Mecanismos de lesdo neuronal aguda. O,=
oxigénio; Na*/K*=sédio/potassio; ATP=adenosina
trifosfato; Ca?*=célcio.

A maioria dos neurdnios e células da glia possuem recetores do glutamato, que se

dividem em 3 grandes grupos: a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato (AMPA) e N-

13



metil-D-aspartato (NMDA) e kainato!. O excesso de estimulacdo excitatoria extracelular
provoca ativacio dos recetores, nomeadamente NMDA#57.911.15-17.2024-26 ' g canais NMDA
imaturos abrem mais facilmente e ficam abertos durante mais tempo, uma vez que sao mais
ricos em subunidades NR2B>*® permitindo a entrada de grandes quantidades de Ca?* na
célulat 4> 791115-17.2024-26 (Figyra 4). Algumas células entram num processo de necrose na

5518

1826 enquanto outras ficam num estado de “penumbra isquémica™'®,

sequéncia destes eventos
sendo estas Gltimas que estdo sujeitas a mecanismos desencadeados pelo Ca?* e glutamato que
ativam reacGes quimicas em cascata com geracdo de radicais livres e morte celular, cuja maior

expressao se verifica na fase de lesdo seguinte.

O excessivo influxo de Ca?" (Figura 4) faz com que este atinja concentracdes
intracelulares toxicas*. Transportadores de Ca?* dependentes de ATP, na tentativa de corrigirem
0s niveis intracelulares excessivos, acabam por perpetuar o processo, pois agravam o défice
energéticol”*®. Consequentemente sdo ativadas cascatas neurotoxicas: ativacido da Oxido
nitrico sintetase (nitric oxide synthase - NOS), com a formacdo de altas concentracdes de
radicais livres e espécies reativas de Oxido nitricot>*571516.18.24- ativacdo de fosfolipases,
proteases e nucleases (degradacdo de lipidos, proteinas e é&cido desoxirribonucleico
(ADN))+7111525: disfuncdo mitocondrial’” com desacoplamento da fosforilagdo oxidatival*®,
ativacdo de cinases™ e transcrigdo de genes pro (Bcl-2 associated X protein (Bax)) e anti-
apoptdticos (B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) e B-cell lymphoma-extra large (Bcl-xL))>!52026 ¢

acumulacdo de xantina®® libertada por um ataque proteolitico & xantina desidrogenase®*.

14



1 influxo de

1 Glutamato Ativacio de recetores NMDA Ca2* Ativagio de cascatas neurotoxicas
Ativacio NOS Ativacio de Disfuncao Ativacio de
fosfolipases mitocondrial proteases
1 NO
Degradagio Ativacio de Transcru;ﬁ’o de Ataque
—— de lipidos e ESICHPIOE proteolitico a
T “_ﬁdlcals membranares anp-_ xantina-
livres apoptoticos s
L@hertac;ﬁ_o de Desacoplamento
eicosanoides da fosforilacio Acumulacéo
e de xantina

Figura 4 - Consequéncias do excessivo influxo de calcio. NMDA= N-metil-D-aspartato; Ca®*=
calcio; NOS= oxido nitrico sintetase; NO= dxido nitrico.

Sé&o conhecidas trés isoformas de NOS: a endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS), ambas
constitucionais, e a indutivel (iNOS)%5, que se encontram aumentadas apés a HI*!, Quando
ativada, a NOS leva a producéo de 6xido nitrico (nitric oxide (NO)), que modifica os locais de

ligacdo de glicina dos recetores NMDA, facilitando ainda mais a entrada de célcio.

Na reperfusdo, o edema e a acumulacdo de aminoacidos excitatorios resolve
parcialmente em 30-60 minutos, com aparente recuperacdo da funcdo mitocondrial e do
metabolismo oxidativo e inibicdo das cascatas neurotoxicas*>"126, Nos recém-nascidos nos
quais ndo se observa esta melhoria esta descrito um pior prognostico?®. No entanto, a chegada
de O, as células vai criar as condigdes necessarias para uma grande formagcao de radicais livres?®
(Figura 5). A xantina acumulada é metabolizada pela xantina oxidase em acido Urico, ocorrendo
a formacao do radical livre superéxido (O2.+)!148 fundamental para a producéo de radicais
livres e outros toxicos: reage com ferro livre, formando o radical hidroxilo (OHe®) e reage com
o NO, formando peroxinitrito (ONOO)>!¢ que danificam as mitocondrias através da
peroxidacdo e nitrosilacdo de lipidos membranares#>111526 ¢ fragmentam o ADN®. A

disfuncdo mitocondrial e a despolarizacdo de membrana perpetuam-se com aumento da
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libertacdo de radicais de oxigénio e declinio dos antioxidantes enddgenos (por exemplo,

glutationa peroxidase (GPx), catalase ou superdxido dismutase (SOD), imaturos no cerebro

+ fergg\_livre = Fragmentagio
. ‘OH* do ADN;
Xantina Xantina oxidase Acido tirico KO, % - Peroxidagiio e
nitrosilagdo de
FNOE lipidos
~ONOQO~ membranares

Figura 5- Producao de radicais livres. O2-+= superoxido; OH* = hidroxilo; NO=0xido
nitrico; ONOO- =peroxinitrito.

neonatal)>*>1524 As espécies reativas de oxigénio sdo ainda responsaveis por novas alteracdes
da unidade neurovascular, perpetuando o processo patoldgico®. O cérebro em desenvolvimento
é pro-oxidante®®, com alta concentracdo de acidos gordos polinsaturados, alvos das espécies
reativas de oxigénio (reactive oxygen species (ROS)) para formagao de radicais livres®, e ferro
livre abundante'®>?*. O ferro livre é toxico, sendo um forte agente oxidante e redutor biol6gico®®.
Reage com radicais intermediarios de oxigénio, produzindo oxidantes agressivos, que por sua

vez sdo capazes de induzir a libertagdo de mais ferro a partir da ferritina®®, encerrando o ciclo.

Os elevados niveis de aminoacidos excitatorios e a grande concentracdo de radicais
livres conduzem a ativacdo de fatores de transcricdo como o fator nuclear kappa B (nuclear
factor kappa B (NF-xB))° e a cinase c-jun-N-terminal (c-jun-N-terminal kinase (INK)),
ativadores da resposta inflamatoria com abundante formacdo de citocinas pré e anti-
inflamatorias, da producéo de iNOS e de apoptose inapropriada, perpetuando a lesdo'® (Figura
6). A ativacdo de fosfolipases citosolicas anteriormente referida também desencadeia o
aumento da libertagdo de eicosandides e consequentemente inicio da cascata da inflamagdo®*.
A inflamacdo regula simultaneamente os mecanismos patolégicos de lesdo HI e 0s mecanismos
de reparacdo tecidular (Figura 6). O processo de HI leva a libertagdo de citocinas e quimiocinas
provenientes dos neurdnios, astrocitos e microglia, com subsequente activacdo da

microglia*”>1"  libertacdo de citocinas pro-inflamatérias (por exemplo, fator de necrose
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tumoral o - tumor necrosis factor a (TNFa), interleucina (IL)-1, IL-8, IL-10)*"151726 ¢
recrutamento de leucdcitos, nomeadamente macrofagos, cuja infiltragio agrava a lesdo!’?, A
micrdglia ativada e os leucdcitos sdo ainda fontes de metaloproteinases capazes de clivar

proteinas da matriz extracelular®®.

Ativacio de NF-kB e INK Libertacio de eicosanoides

TINOS Ativagao da resposta nflamatoria

Libertacao de citocinas pro-inflamatorias

(TNFo,IL-1, IL-8, TL-10) Ativacdo da microglia
Recrutamento e infiltragdo de leucocitos (++macrofagos) Producio de metaloproteinases

Degradag@o da matriz extracelular

Figura 6- Ativacao da resposta inflamatdria. NF-xB= fator nuclear kappa B; JNK = cinase
c-jun-N-terminal; iINOS = éxido nitrico sintetase indutivel; TNF = fator de necrose tumoral;
IL = interleucina.

Estes mecanismos continuam a decorrer a nivel intracelular na fase latente, nas células
em “penumbra isquémica”, ocorrendo hipoperfusdo*? e hipometabolismo, cuja duragio tem
uma relagdo inversa com a gravidade do insulto®. Neste periodo de recuperagdo precoce, um
aumento de PCr esta associado a melhor progndstico, enquanto que um aumento de lactato e
fosfato inorganico estdo associados a sequelas agravadas®. Considera-se este periodo como a

“janela terapéutica”, uma vez que ainda nio ocorreu lesdo secundaria®*"*,

Na fase secundaria, com hiperperfusdo relativa*?®, ocorre nova deterioracdo do
metabolismo oxidativo, 6 a 24 horas ap6s a lesdo (insuficiéncia energética secundaria)*%11:16,
com diminuicdo de PCr e ATP e aumento de lactatos®. Esta é a fase de lesdo maxima 24, com

duracdo de horas a dias ou até semanas®. Surgem convulsdes*>"11%  edema citotdxico
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secundario, acumulagdo de citocinas*”!, formagdo de radicais livres toxicos” 2 e

insuficiéncia mitocondrial, culminando na morte celular tardia/programada 72,

A apoptose é o principal mecanismo de morte celular em resposta ao stress oxidativo®*®
(Figura 7). Pode ocorrer de forma dependente ou independente de caspases?®, pela via intrinseca
(ativada por sinais mitocondriais) ou extrinseca (ativada pela ligacdo de citocinas inflamatorias
ao recetor de morte celular Fas)®>?°. O desacoplamento da fosforilacio oxidativa mitocondrial e
a fragmentacdo do ADN levam ao aumento da atividade da enzima de reparacdo do ADN
polimerase poli-ADP-ribose 1 ( poly-ADP-ribose polymerase 1 (PARP1)), que consome
dinucleotido nicotinamida adenina oxidado (nicotinamide adenine dinucleotide oxidized
(NADY)), agravando a falha energética e subsequente inducdo da permeabilidade da membrana
mitocondrial externa com libertacdo de citocromo-c através de canais formados por proteinas
Bax>!®. O citocromo-c ativa a caspase-3 de forma direta e indireta apds a formacgdo do
apoptossoma, conjuntamente com o fator ativador de protease apopt6tico 1 (apoptotic protease
activating factor 1 (APAF1)) e caspase-9°>%°. Por outro lado, a ativagdo do recetor Fas determina
a ativacdo da caspase-8 e os recetores NMDA ativam a calpain, que também ativam a caspase-
3% A caspase-3 ativa outras caspases da cascata, culminando na morte celular>!>?, A
mitocondria lesada produz também fator indutor de apoptose (apoptosis-inducing factor (AIF)),

que promove a fragmentacdo do ADN diretamente>*°,
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Figura 7- Inducéo da apoptose - morte neuronal tardia. Adaptado de “Treatment advances in
neonatal neuroprotection and neurointensive care” e “New pharmacologic and therapeutic
approaches for hypoxic-ischemic encephalopathy in the newborn”. FAS= recetor de morte
celular; APAF= fator ativador de protease apoptotica; PARP = polimerase poli-ADP-ribose;
AIF = fator indutor de apoptose.

A ativacdo destes mecanismos parece ter algumas diferencas de género: o sexo
masculino é mais suscetivel a morte celular pela via de NMDA e exposicdo ao NO, com
libertacdo preferencial de AIF da mitocondria, enquanto o feminino é mais sensivel a caspase-
3, com libertacéo preferencial de citocromo ¢ mitocondrial®. Estas diferencas parecem explicar

a maior incidéncia de paralisia cerebral em rapazes®.

Tendo em conta que 0s processos patoldgicos persistem durante semanas, meses e até
anos, considera-se a existéncia de uma fase terciaria®. Observa-se uma recuperacéo parcial da
funco mitocondrial e do seu metabolismo oxidativo*. No entanto, a perpetuagdo do mecanismo
inflamatdrio através da gliose e ativagdo persistente de recetores inflamatorios, bem como a
ocorréncia de alteracdes epigenéticas, impedem a reparacio a longo-prazo*. O suporte trofico
inadequado, com baixos niveis de fatores de crescimento neuronais como o fator-1a induzido

pela hipdxia (hipoxia inducible factor 1a (HIF-1a)), que é ativado durante a HI, conduzindo a
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producdo de eritropoetina (EPO) e fator de crescimento do endotélio vascular (vascular
endotelial growth factor (VEGF)) e consequente reparacdo cerebral®, tem também um efeito

deletério na angiogénese e neurogénese durante a fase de recuperacgio*11%16,

A complexidade fisiopatologica subjacente ao processo da EHI implica vérias vias de

potencial alvo terapéutico.

Tratamentos neu roprotetores

A lesdo cerebral e a incapacidade funcional resultam do desequilibrio entre os
mecanismos lesionais, como a morte celular e a inflamacéo persistente, e o processo de protecao
enddgena (restabelecimento da funcdo mitocondrial e metabolismo oxidativo, producgdo de
antioxidantes enddgenos, angio e neurogénese, entre outros)?. Deste modo, o fundamento
principal da neuroprotecdo é a mobilizacdo dos mecanismos neuroprotetores enddgenos
proprios do organismo®?! de forma a reduzir os efeitos deletérios da lesdo HI (Tabela 2). O
entendimento de que a lesdo celular ocorre ndo s6 durante o insulto HI, mas também na fase
secundaria, conduz a uma janela terapéutica que permite o uso de neuroprote¢dol1®21% situada
nas primeiras seis horas de vida apds o insulto®?>, Assim, as propostas terapéuticas num quadro
de EHI, que a seguir se detalham, devem ser iniciadas em diferentes momentos (janela

terapéutica 6tima), consoante 0s seus mecanismos de a¢io'*.
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Acdo neuroprotetora Tratamentos neuroprotetores
Hipotermia; Fenobarbital;

| Taxa metabolica cerebral .. ..
Condicionamento hipoxico

Bloqueio dos recetores NMDA Xeénon; Memantina; (+)MK-801
| Libertacdo/excitotixicidade do Hipotermia; Fenobarbital; Topiramato;
glutamato Canabindides; Dexmedotomidina

Hipotermia; Melatonina; Eritropoetina,;
Alopurinol; Fenobarbital; Hidrogénio;
Canabinoides; Condicionamento hipoxico;
Acido docosohexanoico; Creatina
monohidrato
Hipotermia; Melatonina; Eritropoetina;
Alopurinol; Canabinoides;

| Resposta inflamatdria Dexmedotomidina; Condicionamento
hipoxico; Acido docosohexandico; Etil-
piruvato; Transplante de células estaminais
Hipotermia; Melatonina; Eritropoetina;
Xénon; Argon; Hélio; Canabinoides;
Atenuacdo da apoptose Dexmedetomidina; Condicionamento
hipoxico; Acido docosohexandico; Etil-
piruvato; Transplante de células estaminais
Eritropoetina; Xénon; Canabindides;
Condicionamento hipoxico; Creatina-
monohidrato; Transplante de células
estaminais
Tabela 2- Acao neuroprotetora dos tratamentos abordados neste trabalho

| Formacéo/concentracao de radicais
livres

Estimulo da reparacao celular/tecidular

Hipotermia

A hipotermia enquanto agente terapéutico usado em recém-nascidos tem sido relatado
desde os anos 50>%°, mas foi na ultima década que ganhou grande aplicabilidade clinica, sendo
hoje largamente reconhecida como terapéutica de eleicdo em paises desenvolvidos
451810202127 Esta medida terapéutica esta associada a reducdo das taxas de mortalidade e de
défices neuroldgicos nas primeiras 24 horas de vida’?'?® e a menor incidéncia de lesdes

cerebrais”?®. Atualmente é a Unica terapéutica com eficacia comprovada na clinica?8142223.29,

Embora o seu mecanismo de acgdo especifico ndo seja conhecido®>?4, a hipotermia é

neuroprotetora pela atenuacéo de quase todas as fases de lesdo HI®’. Ha uma reducéo da taxa
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de metabolismo cerebral de cerca de 5 a 7% por cada grau Celsius de descida de
temperatura®*”2%, Deste modo, inibe a insuficiéncia de energia cerebral e a acumulacio de
acido latico, preserva os fosfatos cerebrais de alta energia (ATP), reduz as concentracdes de
glutamato e NO*®’, suprime as cascatas inflamatorias pds-isquémicas e inibe a via intracelular
da apoptose (diminuicdo da translocacéo de citocromo-c e da atividade das caspases e aumento
da expressdo de Bcl-2)*?%, culminando globalmente na diminuicdo do edema citotoxico e na
perda de tecido cerebral*"?. Conhecer o exato ponto a partir do qual estas aces se tornam

irreversiveis permitiria otimizar a administracio de hipotermia?®.

Quanto a janela terapéutica, sabe-se que a hipotermia deve ser iniciada durante a fase
latente de lesdo HI e mantida até ao final da fase secundaria, pelo que se deve iniciar o mais
cedo possivel apds a reanimagao?. No entanto, o tempo que medeia até ao diagndstico correto

de EHI pode ultrapassar a janela 6tima de intervencéo, diminuindo a eficacia desta técnica?®2°,

O sucesso dos estudos em modelos animais alargou a sua realizagdo a estudos em
humanos, confirmando a sua aplicabilidade e seguranca’. No recém-nascido, foram estudados
dois métodos para inducgdo da hipotermia, com resultados sobreponiveis®®-32. A hipotermia pode
ser sistémica, com arrefecimento corporal total (whole body cooling - WBC) até uma
temperatura retal alvo de 33,5°C*57829:30:32 ) grrefecimento seletivo da cabeca (selective head
cooling - SHC) com hipotermia sistémica moderada, através da colocagdo de um capacete de
arrefecimento até uma temperatura retal obtida de 34,5°C*>72931 A temperatura deve ser
monitorizada continuamente através de uma sonda de determinagdo de temperatura central
(retal ou esofagica), indicadora fiavel da temperatura cerebral®?8%°, Ambas se traduzem numa

reducio da temperatura central de 3 a 4°C comprovadamente neuroprotetora?®.

A SHC pode ser vantajosa, uma vez que € possivel que diferentes regides cerebrais

tenham temperaturas de neuroprotecdo étimas diferentes, mas o arrefecimento apenas se
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verifica numa profundidade de dois centimetros a partir do escalpe?®. Por outro lado, o papel da
inflamacédo sistémica na propagacdo da lesdo cerebral pode ser relevante, o que conferiria
vantagens a WBC, uma vez que permitiria atenuar a disseminacao sistémica de citocinas, o que
n&o é viavel do SHC ?°. Apesar de tudo, ainda ndo se sabe qual sera 0 modo que atinge mais
beneficio ou mesmo se ha diferencas de todo*. O reaquecimento € iniciado as 72 horas de
tratamento, independentemente da evolucéo clinica, a um ritmo de aumento de 0,1 a 0,4°C por
hora até aos 36,5°C de temperatura retal, devendo ser mais lento em caso de convulsdes

frequentes ou instabilidade hemodinamica?.

Nos trés principais estudos realizados (CoolCap - arrefecimento seletivo da cabeca,
NICHD - National Institute of Child Health and Human Development e 0 TOBY - Total Body
Hypothermia for Neonatal Encephalopathy Trial) a metodologia € muito semelhante,
nomeadamente no que diz respeito a populacdo selecionada: recém-nascidos com idade
gestacional igual ou superior a 36 semanas, com documentacdo de asfixia (baixo indice de
Apgar ou necessidade de ressuscitacdo prolongada ou ventilacdo) ou acidose metabdlica grave
na 12 hora de vida e clinica de encefalopatia moderada ou grave®®32. No CoolCape no
TOBY era também necessaria a documentacdo neurofisioldgica da encefalopatia usando EEG
de amplitude integrada (amplitude integrated EEG (aEEG))*>*. Todos os participantes foram
recrutados até as seis horas de vida, de acordo com o estabelecido pelos estudos experimentais
e a terapéutica foi mantida durante 72 horas®®32. O método de arrefecimento, a temperatura
alvo e o local de monitorizacdo da temperatura foi diferente nos trés estudos, tendo o
reaquecimento ocorrido de forma semelhante, a um ritmo de 0,5°C por hora®*-32, Os trés estudos
tiveram como objetivo primario avaliar o resultado combinado de morte e alteragdes moderadas
a graves do neurodesenvolvimento aos 18 meses, tendo sido documentada a sua reducdo no
grupo sujeito a hipotermia em todos, apesar de apenas no estudo NICHD essa reducéo ter

significado estatistico®>32. Inicialmente, antes dos ensaios estarem concluidos, havia uma
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preocupacado na possibilidade da hipotermia permitir a sobrevida dos recem-nascidos com EHI,
que sem terapéutica estariam destinados a morrer, aumentando a incidéncia de sequelas graves
nos sobreviventes®. Na realidade, constatou-se quer uma redugdo da mortalidade quer uma

reducio das sequelas nos sobreviventes®3.

O programa de hipotermia induzida na EHI do Servico de Neonatologia do Hospital de
Santa Maria — Centro Hospitalar de Lisboa Norte (HSM-CHLN), pioneiro em Portugal, relata
nos primeiros dois anos de experiéncia com WBC e seda¢do com morfina em perfusao continua
10-20ug/kg/h uma mortalidade de 15%, taxa de sequelas neuroldgicas de 41%, com incidéncia
de mortalidade e sequelas neuroldgicas em 50% dos doentes submetidos a hipotermia, sendo
que destes 38% tinham encefalopatia grave & admissdo®. Os critérios de inclusdo utilizados
foram os seguintes: recém-nascidos com mais de 36 semanas de gestacdo e menos de 6 horas
de vida a data da referenciacdo, evidéncia de asfixia perinatal (indice de Apgar <5 aos 10
minutos e/ou necessidade de manobras de reanimacdo aos 10 minutos e/ou pH <7.0 nos
primeiros 60 minutos de vida e/ou défice bases > 16 mM nos primeiros 60 minutos de vida),
clinica de encefalopatia moderada/grave ou convulsdes (alteracdo do estado de consciéncia,
hipotonia generalizada ou focal, diminuicéo dos reflexos primitivos, convulsdes) e alteracdo na
atividade de base ou convulsdes no aEEG?8. Os critérios de exclusdo foram malformagdes
congénitas major, necessidade de cirurgia nos primeiros 3 dias de vida ou auséncia de vaga nos
centros de tratamento®®. Todos os protocolos seguidos estavam em conformidade com o

Consenso Nacional de Hipotermia Induzida?.

Os seus efeitos secundarios sistémicos descritos compreendem compromisso
cardiovascular, hipertensdo pulmonar, infecdo, desequilibrio metabolico e coagulopatia?®?. A
sua ocorréncia é proporcional ao grau de arrefecimento, geralmente em situagdes de controlo
inadequado da temperatura?®?°. A necrose gorda subcutanea é também uma complicagio

descrita em alguns recém-nascidos, apds o tratamento com hipotermia terapéutica®. O paniculo
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adiposo do recém-nascido € constituido por acidos gordos saturados (acidos estearico e
palmitico) com um ponto de fuséo relativamente elevado, pelo que a exposi¢do a uma superficie
fria pode induzir a sua cristalizago e dar origem a areas de necrose®*. Habitualmente a necrose
é autolimitada, mas pode complicar-se de hipercalcémia ou outras alteracdes metabolicas'>*.
Apesar disso, a hipotermia é considerada segura, uma vez que estes efeitos raramente sdo
significativos??8, Contudo, ¢é de referir que a excrecio e metabolismo de alguns farmacos de
uso comum no periodo neonatal, como a morfina, anticonvulsivantes e antibidticos, podem
estar alterados pela hipotermia ou insuficiéncia renal, o que exige monitorizacdo e, se

necessario, adequacéo da posologia?.

Tendo em conta a seguranca, tentou-se uma nova abordagem no sentido de minimizar
os efeitos adversos: arrefecimento seletivo da cabeca com hipotermia sistémica minima
(reducdo de 1,5°C da temperatura central durante 48 horas) em modelo animal porcino?®. Os
achados iniciais foram desfavoraveis, com aumento da mortalidade, ocorréncia de hipotensédo
com necessidade de suporte inotrépico e sem melhoria neuropatoldgica global ou alteracdo na
incidéncia de convulsdes quando comparados com normotermia?®. A principal causa apontada
foi a demora na obtencéao da reducdo da temperatura cerebral, que demorou cerca de 3 a 4 horas
com este método, em combinagdo com o rapido aumento da temperatura cerebral sempre que
se removia a touca para verificar a ocorréncia de lesdes cutaneas e durante o reaquecimento,

resultando em grandes flutuagBes térmicas durante o tratamento?®.

O impacto a longo prazo da hipotermia ainda n&o é conhecido. Nem todos os estudos
demonstraram diferencas significativas em termos de mortalidade ou sequelas neuroldgicas,
mas h& menor incidéncia de paralisia cerebral, menor probabilidade de desenvolver défices
neuroldgicos e melhor desempenho em avaliagdes do neurodesenvolvimento®’428, Assim, sdo
necessarios mais estudos de seguimento longitudinal para compreender o total potencial desta

terapéutica, bem como determinar o tempo Otimo de tratamento, o grau de hipotermia mais
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adequado, a duracao do reaquecimento e os critérios de selecdo dos recém-nascidos que terdo

maior ganho com esta intervengao®’?8,

Apesar de ser o padrdo de ouro da neuroprotecio?!214162027.3536 3 hipotermia é ineficaz
em cerca de 45% dos recém-nascidos com EHI moderada a grave!?1416:20.27:3536 (cerca de 25%
vém a falecer e 20% sobrevivem com défices sensoriais, motores e/ou cognitivos)?®%’, sendo
inclusivamente considerada ineficaz em bebés com EHI grave’'*152% A necessidade de
sedacdo pode comprometer a avaliagdo neuroldgica dos doentes, dificultando a sua vigilancia®.
Adicionalmente, a necessidade de equipamento especifico e apoio de cuidados intensivos
neonatais limita a sua disponibilidade a centros diferenciados’ sendo de dificil utilizagdo em
paises em desenvolvimento*°, pelo que se iniciou o estudo de outros agentes mais acessiveis,
eficazes e seguros®* que possam ser usados na intervencdo pos-asfixia®® de forma
adjuvante!?16:20-2226.21.3537 (hipotermia enquanto “expansor” da janela terapéutica para outros

farmacos)>'*2! ou como alternativa.

Melatonina

A melatonina é uma indolamina enddgena sintetizada na glandula pineal!!1214.21.27 5
partir da serotonina? de acordo com os ciclos de luz-escuriddo ambiental*?’. A melatonina é
tanto lipofilica como hidrofilica, pelo que atravessa facilmente as membranas bioldgicas quer
por mecanismos recetor-dependentes quer recetor-independentes*!*, O principal papel da
melatonina é a regulagdo do ritmo regular circadiano e do sono*1122L.27 mas influencia
inimeras funcgdes fisioldgicas, incluindo o crescimento e desenvolvimento, reproducdo e

resposta imunet??’.

A melatonina endogena é essencial para o desenvolvimento neurolégico normal,
protegendo o cérebro em desenvolvimento de lesdo*. Os niveis de melatonina maternos
aumentam no final da gravidez*'?, atravessando livremente a placenta e a barreira hemato-

encefalica (BHE) fetal*!11214152127 " Qg recém-nascidos de termo saudaveis produzem doses
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relativamente baixas de melatonina, contudo a sua producdo aumenta quando ocorre insulto HI,

0 que pode relevar o seu papel neuroprotetor endégeno®.

A melatonina tem um poderoso efeito neuroprotetor atraveés das suas propriedades
antioxidante*1112.14-1621.27 = antj-inflamatoria*11214162127 o anti-apoptotica®!l:121416:21.27
(Tabela 3). As potentes propriedades removedoras de radicais livres que a melatonina e 0s seus
metabolitos possuem promovem o desenvolvimento neuronal e das células da glia do tecido
cerebral em desenvolvimento, que s&o altamente susceptiveis a lesdo pelos radicais livres*214,
Outros efeitos adicionais incluem a regulacdo positiva de enzimas e a preservacdo da
integridade mitocondrial**?4, Estudos realizados em roedores mostraram que a melatonina
reduz o dano oxidativo nos lipidos cerebrais, melhora a faléncia energética cerebral secundaria
e a apoptose'?!4, Além disso, as propriedades imuno-modeladoras'®4??7 da melatonina

facilitam a neuroprotecdo apés HI.

Antioxidante Anti-inflamatoria Anti-apoptotica
Estimula a atividade de Reduz o recrutamento de
enzimas antioxidantes leucécitos

Reduz a producdo de
S citocinas pré-inflamatdrias e o
Neutraliza diretamente o _ Ativa vias de resgate celular
o _ o ativacao da fosfolipase Ao,
espécies reativas de oxigénio o
o lipoxigenase e COX
e oxido nitrico
Reduz a concentracdo de
VEGF

Tabela 3- A¢bes da melatonina.

A melatonina é um farmaco extremamente seguro, ndo tendo demonstrado nenhum
efeito secundario grave*'41627 e é facilmente administrada'?, quer por via intravenosa, oral ou
retal?’. Para além disso, ja foi demonstrado o seu efeito neuroprotetor em modelos animais,

tanto em monoterapia como em associagdo com a hipotermia terapéutica*!221:27,
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Um estudo recente que pretendia avaliar a eficacia e aplicabilidade da administracédo
entérica de melatonina em combinacdo com hipotermia terapéutica em recém-nascidos com
EIH (em comparagdo com a hipotermia exclusiva) concluiu que esta tem resultados
bioquimicos e clinicos favoraveis sem efeitos secundarios de relevo: a concentracdo sérica de
melatonina era superior em individuos com EHI comparados com individuos saudaveis,
traduzindo a sua maior producdo enddgena em resposta ao stress oxidativo; apOs a
administracdo de melatonina 10mg/kg em cinco doses diarias via sonda orogastrica, a sua
concentracdo aumentou, indicando absorcdo entérica adequada; a SOD sérica era inicialmente
elevada mas diminuiu com a administracdo de melatonina, embora de uma forma menos
significativa do que com a hipotermia, devido a acdo direta e indireta da melatonina; o NO
sérico, embora inicialmente elevado, diminuiu em cinco dias com ambos os tratamento mas de
forma mais abrupta com a administracio de melatonina*?. Em termos de meios complementares
de diagndstico as diferencas ndo eram significativas, destacando-se apenas menor incidéncia de
anomalias da substancia branca e de atividade convulsiva nos que receberam o suplemento de
melatonina®®>. A avaliacio do neurodesenvolvimento aos seis meses revelou melhores
resultados no grupo que recebeu melatonina®?. Embora limitado pelo reduzido nimero de
participantes, este estudo demonstra o efeito sinérgico entre a melatonina e a hipotermia na
reducdo do stress oxidativo, apresentando como grande vantagem a facilidade de acesso e de

administragdo de comprimidos de melatonina®?.

Anteriormente, um estudo que pretendia avaliar a combinacdo de melatonina
intravenosa (5mg/kg administrados durante 6 horas, 10 minutos ap6s a reanimacgao) com a
hipotermia em modelo animal porcino demonstrou melhoria do metabolismo energético
cerebral (aumento dos niveis ATP, usualmente associado a melhores resultados funcionais a

posteriori), menor lesdo cerebral, redugdo da atividade da caspase-3 e diminui¢do do nimero
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de individuos com pior recuperagio, sem efeitos secundarios de nota associados?’, concluindo

pela sua eficacia e seguranca pré-clinica.

Em 2012, a melatonina foi considerada o farmaco com maior potencial de translagédo
para a pratica clinica devido & sua seguranca, eficacia e facilidade de administracio®!. Apesar
de todos estes dados favoraveis a sua utilizacdo, ainda sdo necessarios estudos que determinem

a janela terapéutica da melatonina, bem como doses e vias de administracdo otimos*t151627,

Eritropoetina

A EPO é uma glicoproteina enddgena produzida células endoteliais dos capilares
peritubulares do rim'* que estimula a eritropoiese!*®2!, ja utilizada em recém-nascidos no
tratamento de anemia neonatal na sua forma humana recombinante!#1%2!, A EPO atravessa a
BHE por um mecanismo de transporte ativo e pelos pontos da barreira danificados pela leséo
HI*1421 Os seus recetores no SNC localizam-se nos neurénios, células da glia e células
endoteliais*!®. A expressdo de ambos aumenta a nivel cerebral em resposta ao estimulo

hipdxico em recém-nascidos*!1:2L,

Tem uma acdo neuroprotetora maultipla: é anti-apoptética, através da reducdo da
atividade da caspase-3, aumento da expressdo de Bcl-2 e diminui¢do da expressao de Bax; é
anti-inflamatoria, uma vez que inibe a resposta inflamatdria celular cerebral e anti-oxidante,
melhorando lesbes induzidas pelo glutamato*>14-1621 Como foi abordado anteriormente, o
estimulo hipdxico e o decorrente aumento de citocinas pro-inflamatérias ativa o HIF-1a, que
por sua vez induz a expressédo de EPO e dos seus recetores, reforcando as acOes referidas
anteriormente, mas também a reparacdo celular, através do estimulo de neurogénese,
oligodendrogénese e angiogénese (VEGF e outros fatores neurotréficos) e da migragéo

neuronal e glial nas zonas lesadas por metaloproteinases*>1114-16,
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A EPO estd associada a menor perda de volume cerebral e melhores resultados
funcionais cognitivos e motores, sobretudo se usada em associagio com a hipotermia®. Quando
administrada na dose de 300 ou 500 U/kg, a EPO esta associada a menores taxas de convulsdes
no periodo pds-natal e de défices no neurodesenvolvimento aos 6 meses, bem como a menores
riscos de re-hospitalizacdo e de défices neurologicos aos 18 meses, sem aparentes efeitos
adversos, mas sem impacto na mortalidade”'*!>?!, No entanto, a sua eficacia é limitada a
individuos com encefalopatia moderada’**®. Assim, sdo necessarios mais estudos que
permitam confirmar a sua acdo neuroprotetora e determinar a dose e regime terapéutico

6timos* 1116,

Alopurinol

O alopurinol é um farmaco inibidor da xantina oxidase!* %23 com potencial efeito
neuroprotetor pela reducdo da producdo de radicais livres e, em altas doses, tem funcdo de
sequestrador de radicais livres e quelante de ferro livre'#!623, Foi estudada a administracéo de
alopurinol em alta dose (40mg/kg/dia) em recém-nascidos, em duas administracfes de 20mg/kg
via endovenosa nas primeiras quatro horas de vida, com 12 horas de intervalo?®, que mostrou
reduzir o risco de morte ou défices severos na asfixia moderada sem efeitos secundarios

negativos, mas sem vantagens nos casos de asfixia grave'®%,

Na fase aguda da lesdo, na reperfusdo e na reoxigenagdo (30-60 minutos apos o
nascimento) ocorre uma grande formacao de radicais livres, pelo que o inicio da administracéo
pode ja ndo abranger este patamar?3. Por ser capaz de atravessar a placenta*!®, coloca-se a
hipdtese de que a sua administragdo mais precoce, inclusivamente por via oral ou intravenosa
a mde quando houver sinais de sofrimento fetal (cardiotocograma com variabilidade nula,
desaceleracdes tardias persistentes, bradicardia em agravamento ou padr&o sinusoidal 8, podera
ter uma acdo mais eficaz, uma vez que ja haveria concentracdes terapéuticas de farmaco em

circulagdo na altura da propagacdo da lesdo'*!41623  Contudo, atualmente ainda ndo ha
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informacao suficiente que permita comprovar a sua acdo benéfica ou os efeitos da hipotermia

sobre a sua farmacocinéticall1416:23,

Anticonvulsivantes
O uso de farmacos para o controlo das convulsfes precede a instauracdo da hipotermia
no tratamento da EHI. Colocou-se a hipétese de alguns destes farmacos terem efeitos

neuroprotetores proprios.

Fenobarbital

O fenobarbital é um farmaco anticonvulsivante com ac¢ao neuroprotetora inespecifica,
uma vez que atua em diversos processos da cascata lesiva?: diminui o0 metabolismo cerebral e
0 consumo de oxigénio (metabolismo oxidativo), reduz do influxo de ca* pds HIl e a
excitotoxicidade do glutamato e é sequestrador de radicais livres 222°, Por outro lado, pelo efeito
deletério das convulsGes, muitos clinicos consideram que impede o0 agravamento do status
decorrente da sua ocorréncia, usando-o de modo profilatico, mas ndo ha evidéncia do seu
beneficio, uma vez que ndo altera o risco de morte ou de altera¢cdes do neurodesenvolvimento

graves??.

A administracdo de 40mg/kg em infusdo endovenosa durante 60 minutos, com inicio
nas primeiras duas horas de vida a recém-nascidos com asfixia grave foi bem tolerada, com
controlo das convulsdes mais precoce e redugdo da peroxidacdo lipidica e radicais livres
(envolvidos na lesdo neuronal da EHI) e das enzimas antioxidantes (explicada pelo menor
estimulo decorrente da diminuicio dos pardmetros anteriores)?®. No entanto, nio houve

melhoria dos resultados neuroldgicos no primeiro més de seguimento?.

A potencial agdo neuroprotetora do fenobarbital quando administrado antes da
hipotermia terapéutica foi também analisada através do estudo retrospetivo de recém-nascidos

a quem foi administrado profilaticamente ou para tratamento de convulsdes??. Este concluiu
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que ndo ha beneficio a curto prazo na associacdo, estando associado a aumento da taxa de
mortalidade neonatal ou com a presenca de anomalias imagioldgicas ap6s a hipotermia, mas
ndo conseguiu excluir a influéncia da pré-existéncia de convulsdes (e subsequente risco

aumentado de progndstico adverso) nos resultados obtidos?.

Assim sendo, o uso de fenobarbital pode ser prejudicial, uma vez que tem como
potenciais efeitos adversos a neurodegeneracdo apoptdtica, a interferéncia na proliferacéo e
migracdo celular, sinaptogénese e plasticidade sindptica, que reduzem a eficicia da

hipotermia®?, pelo que s&o necessarios mais estudos que permitam esclarecer esta questo.

Topiramato

O topiramato é um anticonvulsivante usado frequentemente no tratamento de
convulsdes em recém-nascidos>®2!, bem tolerado, eficaz?l e com um bom perfil de
seguranca>*, em doses recomendadas de 7,5mg/kg?’. A sua acdo neuroprotetora ¢ dose-
dependente'*?*: modula os canais i6nicos ativados por recetores de aminoacidos excitatorios,
nomeadamente recetores GABA (com acdo excitatoria no cérebro imaturo) e AMPA*2 e
canais de Na* e Ca?" dependentes de voltagem, diminuindo a despolarizagdo neuronal com
subsequente libertagdo excessiva de glutamato apds HI e aumentando o limiar convulsivo®®.

Tem uma janela terapéutica curta, inferior a duas horas“.

Vaérios estudos em modelos animais mostraram supressao das convulsdes, diminui¢do
da fragmentagdo neuronal e melhoria das sequelas neurolégicas'*?!. Um estudo em modelo
porcino estudou duas posologias possiveis, 20mg/kg e 10 mg/kg uma hora apos o insulto, tendo-
se observado uma reducdo marcada da gravidade da lesdo neuronal na dose mais elevada sem
reducdo significativa do nimero de convulsdes, o que indica que o efeito neuroprotetor do

topiramato ndo se prende com o controlo das convulsdes!*2t,
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Tem um efeito neuroprotetor significativo quando usado em combinacdo com a
hipotermia, pois aumenta a sua janela terapéutica®, sendo a combinagio mais potente do que a
hipotermia em monoterapia, com efeitos persistentes até quatro semanas ap6s a lesdo e menos
défices neuroldgicos'*?. Um estudo de seguranca da associagcdo em recém-nascidos nio
mostrou efeitos adversos significativos®. No entanto, a hipotermia reduz a absor¢io e
eliminagéo topiramato’*, pelo que sdo necessarios mais estudos que documentem as suas agoes

neuroprotetoras, bem como o impacto da hipotermia na sua farmacocinética.

Gases Nobres

Oseu potencial uUso como agentes neuroprotetores assenta no facto de apresentarem uma

boa penetracdo da BHE e um inicio de ac&o rapido!>1620:37,

Xeénon

O xénon (Xe) é um gas nobre inerte com a¢do de antagonista ndo-competitivo sobre o
recetor NMDA>7/1114-1620.21.36 - Racorde-se que a contribuicdo do glutamato para a morte
neuronal assenta na ativacio deste recetor, o que o torna num importante alvo terapéutico’.
Mecanismos adicionais de a¢do incluem a ativacdo de cascatas de cinases pré-sobrevivéncia
(nomeadamente a via proteina cinase B fosforilada (p-Akt))’ e 0 aumento da expressdo dos
fatores anti-apoptéticos Bcl-2 e Bel-xL" 11141520 ¢ inducdo da expressdo de HIF-1o, EPO e
VEGF1415 ¢ de hipotermia secundaria®. Tem também propriedades anestésicas em pressoes
normobaricas’11:14-16.20213637 através da inibicdo competitiva do local de ligagdo da glicina do

recetor NMDA?>’, dificultando a avaliagdo neurolégica do doente e a sua monitorizagao®.

Varios estudos in vitro e in vivo demonstraram a sua acdo neuroprotetora’ 16202137 em
monoterapia ou associado com a hipotermial*2%2137  Apresenta grandes vantagens, uma vez
que tem poucos efeitos secundarios sistémicos (excelente perfil de seguranga)’'>2!, ndo é
teratogénico'>!*, ¢ hemodinamicamente estavel e ¢é passivel de ser utilizado como adjuvante no

tratamento da EHI (ventilagéo até 18 horas em combinagdo com a hipotermia é exequivel)®.
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As suas principais desvantagens prendem-se com o0s elevados custos de producdo e a
necessidade de utilizar sistemas de ventilacdo fechados que o reciclam, limitando

extensivamente a sua acessibilidade’11:14-16.20.21,3637

A sua administracao exclusiva a 70% em modelo animal neonatal (rato) tem um impacto
favoravel a nivel cerebral, aumentando o nimero de células viaveis e resultando em melhor
funcéo neuroldgica®®, mas o seu impacto funcional a longo prazo ndo foi apurado. Falta ainda
determinar a concentracdo ideal do gas, o tempo 6timo de administracdo e a duracdo do

tratamento, pelo que s&o necessarios mais estudos’?,

A sua administracdo conjunta com a hipotermia, 3 a 4 horas apds a lesdo, demonstrou
uma reducéo da apoptose neuronal significativa e menor perda de massa cerebral com melhoria
da funcdo neurol6gica motora e da coordenacao até 30 dias ap0s a lesdo comparavel ao estado
pré-morbido, em detrimento da hipotermia em monoterapia, em modelo animal, mesmo quando
sujeitos a exposicdes curtas a Xe (1 hora) ou quando administradas em diferentes pontos no
tempo’. Estes dados sio favoraveis a esta combinagdo, mas ainda sdo necessarios estudos que

determinem o tempo de exposicdo, temperatura ideal e concentragdo de Xe neste contexto’.

Argon

Este gas nobre tem propriedades neuroprotetoras!®2%3 em modelos in vitro e em
modelos in vivo, nomeadamente roedores e porcinos?®¢. O mecanismo neuroprotetor
subjacente ndo é completamente conhecido, mas foram colocadas varias hipoteses, como o seu
efeito no aumento da expressdo de Bcl-2 ou agédo indireta mediada pelo recetor acido y-
aminobutirico (y-aminobutyric acid (GABA)) tipo A% Ao contrério do Xe, ndo tem efeito

sobre os recetores NMDA?3’. Tem uma janela terapéutica muito limitada de até trés horas®’.

Por ser mais abundante na atmosfera, ter menores custos de producéo e néo requerer o

uso de ventiladores complexos, apresenta vantagens significativas quando comparado com o
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Xel416203637  Também tem propriedades anestésicas, mas estas sd0 apenas aparentes em
pressdes hiperbaricas, ndo influenciando o estado neuroldgico do doente?*%3’. Em termos de

acdo neuroprotetora, o Xe e 0 argon (Ar) sio equiparaveis?®?’,

Um estudo de seguranca realizado em leitbes recém-nascidos concluiu que a
administracdo de Ar ndo altera a pressdo arterial, frequéncia cardiaca, saturacdo cerebral e
atividade eletrocortical cerebral, tanto em normondxia (Ar a 30%, 50% e 80%), como em
hipoxia (Ar a 50%)%. Quando seguida de hipotermia, ndo alterou a sua acdo terapéutica®. Para
além disso, ndo induziu lesdo cerebral adicional®®. Argon a 50% é a concentracdo com maior
probabilidade de ser utilizada na prética clinica, uma vez que pode ser necessaria uma maior

suplementagdo de oxigénio em recém-nascidos com problemas respiratdrios adicionais®®'.

Um estudo recente, usando 0 mesmo modelo, com administracdo de Ar a 45-50% duas
horas apds a lesdo HI durante 24 horas em combinagdo com hipotermia revelou niveis mais
elevados de ATP, diminuicdo dos lactatos, melhoria dos padrdes eletroencefalograficos e
reducdo da morte celular cerebral sem efeitos fisioldgicos adversos quando comparado com

hipotermia exclusiva, ou seja, ocorreu potenciacdo da acéo terapéutica da hipotermia ’.

Estes dados, em combinacdo com outros estudos em que o Ar foi usado de forma segura,
nomeadamente em adultos para medicdo do fluxo sanguineo coronario e miocardico®, bem
como um estudo prévio em modelo roedor de asfixia que demonstrou uma restauracdo de
células viaveis ao nivel de individuos saudaveis sem efeitos deletérios e melhoria da fungéo
neuroldgica®® favorece a realizagdo de mais estudos, eventualmente em recém-nascidos

humanos®®.

Helio

Também o hélio (He) tem reconhecidas propriedades neuroprotetoras in vitro e in vivo.

No entanto, sdo-lhe atribuidos simultaneamente efeitos protetores e deletérios?. Por um lado,
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ndo tem efeitos anestésicos a pressao atmosférica, tem baixos custos associados a sua utilizacéo
e, quando administrado a 70% em ratos recém-nascidos, levou ao aumento da expresséo de Bcl-
XL e Bcl-2 com consequente aumento do numero de células vidveis na lesdo HI moderada e
melhoria da funcdo neurol6gica®®. Por outro, aumentou a expressio de Bax, ndo ofereceu
protecdo contra o insulto HI grave e teve como efeito adverso a reducdo do peso corporal?.
Fica em aberto a realizacéo de mais estudos com He ou o seu abandono em detrimento de outros

gases eficazes mesmo no insulto grave, como o Ar e 0 Xe.

Hidrogénio

O uso de hidrogénio molecular (H2), um sequestrador seletivo de radicais OHe, nas
primeiras quatro horas (2,1% H>) apds o insulto HI tem um efeito protetor sobre alteragdes
neurovasculares tardias decorrentes, com menor vasoconstri¢ao, segundo um estudo em leites
recém-nascidos®. O esquema terapéutico proposto, com inicio de ventilagdo com H: na
reanimacéo até a chegada ao local onde serd instituida a hipotermia terapéutica®, permitiria

garantir a manutencéo da janela terapéutica.

Agonistas de Recetores de Canabindides

Os quimicos canabindides, assim denominados por serem sintetizados a partir da planta
Cannabis sativa, sdo responsaveis pelos seus varios efeitos psicoativos e farmacoldgicos'®. Sdo
utilizados na pratica clinica para tratamento de dor cronica, espasmos musculares e como
estimuladores do apetite, podendo ter como efeitos secundarios sedacédo, ansiedade, tonturas e
nauseas®. No entanto, sdo também produzidos de forma enddgena, sendo denominados
endocanabinoides: compostos lipidicos derivados de &cidos gordos polinsaturados de cadeia
larga sintetizados quando ocorre intensa atividade do SNC!?. Os principais sdo N-

araquidoniletanolamida (anandamida) e 2-araquidonoil-glicerol (2-AG)*.

Integram o denominado sistema endocanabindide, que para além de ter propriedades

anti-oxidantes e hipotérmicas, participa em diversos processos fisiologicos: modulagdo da
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homeostase do Ca?* #1518 ¢ da excitabilidade celular, regulacio das respostas imune e
inflamatdria, ativacdo de vias de sinalizacao citoprotetoras, modulacéo da plasticidade sinaptica
e da neutrotransmissdo glutamatérgica*8, Este ltimo ocorre através de um fenémeno de
inibicdo retrégrada, no qual a libertagdo de glutamato e consequente elevagio do Ca®*
intracelular ativa enzimas produtoras de endocanabinoides, que sdo libertados para a fenda
sinaptica, ativando 0s recetores canabinodides pré-sinapticos e subsequentemente inibindo
canais de Ca?* e levando & diminuicao da libertaco de neurotransmissores®®. Este processo tem
um impacto positivo na sobrevivéncia neuronal, uma vez que impede a acumulacdo intracelular
excessiva de Ca?*, NO e ROS e integra vias de sobrevivéncia celular como a fosfatidilinositol-
3-cinases(phosphatidylinositol-3-kinases)/proteina cinase B (PI3K/Akt), de migracdo e de

diferenciacéo celular®®,

O uso de canabindides sintéticos permite modular o sistema enddgeno, potenciando o0s
efeitos decorrentes da ativacio dos seus recetores - recetores canabinoides (CB) 1 e 28, S&o
conhecidos agonistas seletivos dos recetores CB1 (ACEA), agonistas seletivos dos recetores
CB2 (AM1241 ou JWHO015) e agonistas ndo seletivos (CP55,940, HU210 ou WIN55,212-2)

(WIN) 8. Também induzem hipotermia secundaria®®.

As suas grandes vantagens consistem numa acdo multifatorial em multiplos pontos
fisiopatologicos de interesse e a capacidade de atravessar a BHE pelo seu carater lipofilico 8.
Estes compostos demonstraram efeitos neuroprotetores in vitro e in vivo*!®, com reducéo da
leséo cerebral, da morte celular tardia e da lesdo glial através da administragdo de WIN em
cordeiros'®, o que justifica a pertinéncia de mais estudos no sentido de os utilizar na pratica
clinica. No entanto, ¢ de ressalvar a possibilidade de causarem efeitos neurotdxicos #>18, pelo
que ainda se tem de determinar o tipo e dose de canabinoide a administrar, a janela terapéutica’®

e a farmacocinética®.
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Agonistas dos adrenorecetores-az

A sedacdo € necessaria para obter o beneficio maximo da hipotermia, sendo usualmente
obtida pela administracdo de morfina>*3. No entanto, os opidides podem aumentar os efeitos
deletérios neuronais da HI'3, pelo que se tentaram encontrar outros farmacos com propriedades
sedativas que se apresentem como alternativas, idealmente com atividade neuroprotetora

prépria.

A dexmedetomidina € um agonista dos adrenorecetores-a, altamente seletivo com
propriedades sedativas, anti-inflamatorias, analgésicas, simpaticoliticas e protetoras de 6rgéao
(cardiaca, renal e neuronal) >4, Para além disso, tem efeitos neuroprotetores demonstrados em
modelos de lesdo HI*** (diminui a secrecio de epinefrina induzida pela isquémia, aumenta a
expressio de cinases de adesdo, modula a libertacio de glutamato e diminui a entrada de Ca?*

na célula e a apoptose)** e uma agdo anti-inflamatoria superior a outros sedativos*®.

Da experiéncia prévia em cuidados intensivos, sabe-se que a sedacdo em criancas é
obtida com concentracgdo sérica de 0.4-0.8 pg/L, tendo sido verificados efeitos cardiovasculares
dose-dependentes, nomeadamente bradicardia/hipotensdo (efeito simpaticolitico) e hipertenséo
(estimulacdo periférica de adrenorecetores-aos pOs-sinapticos e adrenorecetores-ai), que

permitem inferir a necessidade de monitorizago e titulagdo de dose apertadas®.

Um estudo de farmacocinética em leitdes mostrou que devido a diminuig&o da clearance
deste farmaco condicionada ndo so6 pela hipotermia terapéutica, mas também pela prépria lesdo
HI, a administracdo de doses que se consideravam ser adequadas ao recém-nascido, calculadas
a partir das doses ja utilizadas em individuos adultos, levou a obtencdo de concentragdes séricas
supra-terapéuticas (acima de 1ug/L) com efeitos cardiovasculares adversos, nomeadamente

hipotens&o, bradicardia, hipertensdo e paragem cardiaca®®.
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A metabolizacdo da dexmedetomidina é hepatica, pelas vias de glucoronidacdo (5-
difosfoglucoronosil-transferase (UGT)) e por enzimas do citocromo P450 (CYP450)*3, ambos
potencialmente imaturos no recém-nascido. Em combinacdo com a possivel disfuncédo
multiorganica decorrente da EHI, principalmente se houver disfuncao hepética e diminuigéo do
débito cardiaco, e com a influéncia da hipotermia na reducao da atividade da UGT e CYP450,

o0 impacto destas alteracdes da clearance pode vir a ser superior em recém-nascidos humanos*2.

Assim sendo, apesar do apelo deste farmaco, sdo necessarios mais estudos para conhecer
qual a dose a administrar'®. Estima-se que um bolus de 2pg/kg em 20 minutos seguido de
perfusdo de 0.028ug/kg/h durante a hipotermia levara a concentracdo plasmatica terapéutica de

0.5-0.6 pg/L™3.

A sua associagdo com Xe em ratos recém-nascidos mostrou uma significativa reducao
da lesdo cerebral e melhoria da funcéo neuroldgica 30 dias apds a lesdo comparavel a observada

nos controlos saudaveis’ 4.

Condicionamento

O condicionamento consiste na inducédo de tolerancia a isquémia através de diferentes
estimulos stressores subletais para os neuronios*®'42* nomeadamente hipertermia, hipoxia
hipobarica/normobaérica ligeira, varios episodios de isquémia cerebral breve ou farmacos®. Se
feito antes da lesdo HI, é conhecido como pré-condicionamento; contrariamente, apds o insulto
passa a designar-se pos-condicionamento +°. Atualmente nfo tém ainda aplicabilidade clinica,

encontrando-se em estudo®.

Quanto ao pré-condicionamento, uma op¢do de pré-condicionamento tem base na
inducdo da producdo de quantidades subletais de espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen

species (ROS)) através da hipoxia®?. O estimulo hipdxico é insuficiente para lesar os
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neuronios, mas ativa a SOD e a GPx e aumenta a expressdo de HIF-1a, de EPO e dos seus

recetores, que impedem a apoptose ou necrose neuronais*?4,

Dentro das opg¢des farmacologicas, a memantina e o (+)MK-801, ambos antagonistas
ndo-competitivos dos recetores NMDA, revelaram induzir tolerancia em modelos in vitro de
isquémia cerebral®. A memantina é um antagonista de baixa-afinidade utilizado no tratamento
da deméncia na Doenca de Alzheimer moderada/grave e em testes clinicos em criangas com
alteracdes do desenvolvimento incluindo autismo, 0 que nos permite ter dados quanto a sua
seguranga no humano®. O (+)MK-801 é um antagonista de alta afinidade®. O estudo da sua
aplicabilidade in vivo num modelo animal de asfixia perinatal mostrou que uma administracao
Unica intra-peritoneal de 5mg/kg de memantina (dose terapéutica) ou 3mg/kg de (+)MK-801
(alta dose) as 48, 72 ou 96 horas pré-insulto induz tolerancia a HI em ratos neonatais com efeitos
neuroprotetores semelhantes & hipdxia normobdrica ligeira®. A hipdxia normobarica ligeira e a
memantina administrados 24 horas antes ndo foram eficazes, mas o (+)MK-801 ja mostrava
efeito neuroprotetor significativo®. Estas diferencas temporais permitem inferir que o pré-
condicionamento obtido é tardio (delayed preconditioning), ou seja, € necessario um intervalo
de tempo no qual se induz a sintese de proteinas envolvidas na neuroprotecdo®. O grande travio
a utilizacdo préatica destes farmacos prende-se com a sua neurotoxicidade no cerebro em
desenvolvimento através da inducéo de apoptose constitucional®. In vivo, (+)MK-801 potencia
significativamente a apoptose constitucional, sendo este efeito menos pronunciado com a
memantina, mas ambos tém igual e importante capacidade inibitdria da apoptose induzida por

isquémia, o que leva a crer que a memantina tem maior potencial pratico®.

O Xe também tem aplicabilidade no pre-condicionamento, uma vez que atravessa
rapidamente a placenta'® e altera a atividade de poros permeaveis a nivel mitocondrial”*:
quando aplicado 4 horas antes da inducdo de asfixia fetal em ratos gestantes, houve reducéo da

apoptose neuronal’.
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Para ja, o pré-condicionamento tem utilidade limitada®, uma vez que é dificil antever

quando ocorrera a lesio, ou seja, prever quando se deve iniciar a terapéutica®®,

Assim, o pos-condicionamento parece ser, pelo menos em teoria, mais vantajoso. O
condicionamento hipoxico tardio tem sido estudado como potencial agente ndo invasivo**?4, O
seu principal mecanismo de acdo é semelhante ao do pré-condicionamento. A hipdxia pode ser
obtida através da substituicdo de O por azoto na mistura gasosa do ventilador, de modo a obter
concentragfes de Oy inferiores (< 8%) — hipdxia normobarica, ou através da diminuicdo da
pressdo de ar de modo a obter o equivalente a 5% ou 10% do oxigénio normobarico — hipoxia

hipobérica severa (0,21-0,23 atm) ou moderada (0,47 atm), respetivamente®*,

Um estudo em modelo animal de asfixia neonatal (rato), com inducédo de hipdxia as 1,
3 e 6 horas ap0s a lesdo HI, repetido nos 2 dias seguintes a intervalos de 24 horas?*, mostrou
efeito neuroprotetor significativo, com menor producéo de ROS e aumento da atividade de SOD
e GPx, obtendo-se concentracbes de glutationa semelhantes aos controlos saudaveis, com
melhores resultados quanto mais precoce for a terapéutica (1 hora apos insulto)?. A repeticio
das administragcdes permite atuar ndo sé na fase aguda da resposta a lesdo HI, mas também na

fase secundaria®*.

Também tem sido estudada a possibilidade de submeter um érgdo ndo vital a distancia
(por exemplo, um membro) a periodos intermitentes de hipoxia de forma a desencadear o
mesmo tipo de resposta neuroprotetora, no chamado pés-condicionamento remoto*!4. A
isquemia transitéria age como estimulo a formacgédo de mediadores humorais enddgenos que se
disseminam de forma sistémica, atingindo o cérebro e exercendo ai a sua agao neuroprotetora:
aumento do fluxo sanguineo cerebral, atenuacdo da neuroinflamacdo, reducdo das necessidades
metabolicas, ativacdo de vias pro-sobrevivéncia celular e promo¢do de mecanismos de

reparacdo”. Os estudos realizados em modelos animais roedores e porcinos mostram uma janela
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terapéutica grande de até cerca de 24 horas com melhoria dos resultados funcionais a longo
prazo, o que lhe confere uma grande vantagem*. Em humanos, o seu uso € seguro e bem
tolerado, mas falta ainda perceber a sua aplicabilidade na populacdo neonatal, 0s mecanismos
exatos de atuacdo, a sua interagdo com a hipotermia e a sua “dose” (quantos ciclos de isquémia

transitdria e qual a duracéo da terapéutica)**4.

Glucocorticoides

Os glucocorticoides desempenham um papel de destaque na resposta do organismo ao
stress, sendo também importantes para o desenvolvimento cerebral®®. S3o-lhes atribuidos
efeitos neurodegenerativos e neuroprotetores, que variam consoante a concentracao e duracdo
do tratamento?®. A sua acdo é mediada através de recetores de glucorticéides, cuja expressio

esta aumentada no cérebro em desenvolvimento®.

Um estudo que pretendia avaliar o efeito do stress hipdxico fetal na vulnerabilidade a
lesdo HI no recém-nascido mostrou que em ratos recém-nascidos ocorre diminuicdo da
expressao destes recetores, aumentando a vulnerabilidade®®. A administracdo de dexametasona,
um glucocorticoide sintético, 1pl/min a nivel cerebral (via intraventricular) antes do tratamento
da EHI reduziu a leséo cerebral de forma dependente da concentragéo, ou seja, a ativacao dos

recetores é neuroprotetora®®.

Estes farmacos j& sdo utilizados nesta populacdo em variadas situagdes clinicas, pelo

que se tornam atrativos na terapéutica neuroprotetora da EHI.

Acidos gordos

Os efeitos antioxidantes dos &cidos gordos ricos em Omega-3 sdo largamente
conhecidos, sendo atualmente considerados parte integrante de uma alimentacdo saudavel.
Tendo em conta que um dos principais mecanismos lesivos da lesdo HI passa pela produgéo de

ROS, colocou-se a hipotese de que estes compostos poderiam influenciar a sua evolucao.
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O acido docosahexandico (docosohexanoic acid (DHA)) é um é&cido gordo
polinsaturado de cadeia longa rico em Omega-3 proveniente da dieta, com efeitos
neuroprotetores conhecidos, nomeadamente na modulacdo da neuroinflamacdo, stress
oxidativo e apoptose®. E capaz de atravessar a BHE, ¢é seguro e pode ser administrado por via

parentérica®.

Sabe-se que o pré-tratamento com DHA é neuroprotetor em modelo roedor neonatal de
HI e que uma injecdo Unica pré-insulto melhora a funcdo sensoriomotora e reduz o dano
cerebral®®. Sabe-se também que filhos de mées com suplementagdo dietética cronica de DHA
ou 6leo de peixe enriquecido em DHA no periodo pré-natal e de lactacdo tém menos lesdes
cerebrais®®. No entanto, no caso especifico da EHI, causada por asfixia intraparto (usualmente
esporadica e imprevisivel), estas abordagens s&o limitadas®. Quando administrado apds a lesdo

em monoterapia, embora melhore a funcdo neuroldgica, ndo reduz o dano tecidual®®.

Assim, estudou-se a associagdo de DHA (2,5mg/kg) e hipotermia em modelo neonatal
de rato de asfixia®, com melhoria marcada da func&o sensorimotora e redugio modesta do dano
tecidual quando comparada com hipotermia, sem reacdes adversas de nota®®. Através da
reducdo da peroxidacao nao enzimatica da DHA e/ou da sua conversao enzimatica preferencial
via 15-lipooxigenase no metabolito neuroprotetor 10,17S-docosatrieno (neuroprotetina D1), a
hipotermia parece aumentar a eficacia do DHA®®. A discrepéncia entre os resultados funcionais
e 0 dano cerebral parece sugerir que 0 DHA promove mecanismos neuroplasticos (por exemplo,
aumento da producdo de neurotrofinas e/ou estimulacdo da neurogénese) que permitem a

recuperacéo de fungio®.

S&o ainda necessarios mais estudos em modelos animais maiores, pré-clinicos, de forma
a perceber se esta terapéutica combinada tem de facto efeito aditivo ou sinérgico e determinar

a dose e via de administracdo 6timas®.
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Etil-piruvato

O etil-piruvato (EP) é um derivado lipofilico estavel do piruvato com efeitos
neuroprotetores demonstrados in vitro e in vivol’. Considera-se que a sua agao protetora decorre
de duas vertentes: protecdo direta dos neurdnios através da inibicdo da ativacdo da calpain
(cisteina-protease dependente de Ca®* reguladora de vias de morte celular) e protecio indireta

através da supressdo da resposta inflamatéria mediada pela microglia’.

Um estudo em modelo animal de asfixia neonatal (ratos) revelou alguns factos que
favorecem o seu uso como farmaco neuroprotetor!’. Em primeiro lugar, a injecdo
intraperitoneal de EP em diferentes doses (30, 50, 100, 250 e 500mg/kg) uma hora apds a leséo
HI e 30 minutos antes da hipotermia resulta em neuroprotecdo prolongada, com eficacia
méaxima na dose de 50mg/kg*’. Em seguida, a injecdo de 50mg/kg 10, 30, 60 ou 90 minutos
apos a lesdo mostrou melhores resultados aos 10 ou 30 minutos, sendo ineficaz ap6s os 60
minutos, o que leva a especular que a sua administracdo deve ser feita antes ou imediatamente
apos a ocorréncia da lesdo!’. Houve também diminuicdo da lesdo com menor perda tecidual

cerebral e melhores resultados funcionais até aos dois meses®’.

A nivel molecular, apresenta acdo multifatorial: inibicdo da ativacdo da caspase-3 e do
AIF; menor ativacdo de calpain, promotor da atividade da caspase-3, que por sua vez cliva a
calpastatina, o inibidor enddgeno da calpain; correcdo da desregulacio da homeostasia do Ca®*;
aumento da producdo de Akt e reforgo da via PI13-K/Akt de forma indireta; atenuagdo do
aumento de mediadores pro-inflamatérios (TNF-a, IL-1a, IL-1p, COX-2 e iNOS, restaurando-
0s a niveis inferiores ou iguais aos individuos saudaveis e supresséo da ativagdo da microglia

com grande capacidade de sequestro de ROS intracelular?’.

Assim, uma vez que o cérebro imaturo beneficia grandemente de terapéuticas anti-
apoptdticas'’, a EP parece ser uma boa alternativa para estudos futuros em modelos animais

maiores e eventualmente humanos.
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Creatina-monohidrato

A creatina e a PCr sdo compostos moleculares importantes na transmissao e
armazenamento de energia ligada a fosfato®. A creatina tem efeito neuroprotetor in vivo com
diminuicdo do stress oxidativo, melhoria da funcdo cerebral e reducdo da desintegracdo
neuronal®®. Dado que 98% da creatina corporal total provém da alimentagdo (abundante em
carne e verduras), colocou-se a hipotese de fazer suplementacédo alimentar para exacerbar a sua

neuroprotecio®,

A suplementacao dietética com creatina-monohidrato (Cr) a 2% em ratinhos apds asfixia
neonatal levou a um aumento gradual da concentracao de IL-6 sérica, tanto mais elevada quanto
maior a duracdo do tratamento, bem como da IL-18. Estas citocinas tém acGes aparentemente
opostas®. A I1L-6 é uma citocina derivada de células T que regula o crescimento e diferenciacéo
de celulas B com efeito neurotrofico e neuroprotetor, estando envolvida em variadas reacfes
inflamatdrias, contribuindo para a reparago celular e inibicdo da morte celular ap6s lesdo HI%,
A 1L-18 € uma citocina pro-inflamatéria com efeito ativador de células T e natural killer,
estando envolvida em fendmenos neuroinflamatdrios e neurodegenerativos, nomeadamente na
lesdo HI tardia . E um fator negativo na recuperacéo cerebral ap6s asfixia, dado o atraso da

resposta inflamatdria por ele motivado®.

Assim sendo, sdo necessarios mais estudos que permitam perceber qual o equilibrio
entre as acdes destas duas citocinas, que idealmente sera no sentido de neutralizar a lesao

cerebral®8,

Transplante de células estaminais

O transplante de células estaminais tem sido estudado enquanto terapéutica
regenerativa. A sua acdo neuroprotetora é multifatorial, através de imunomodulagdo®,
substituicdo de células danificadas por células exdgenas'*?®, inducdo de mecanismos

reparadores enddgenos pela libertacio de fatores troficos>141°% e ativacdo de mecanismos anti-
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apoptdticos>*. Parece ser vantajosa em relacdo a administracio de fatores de crescimento®®,

como a EPO, uma vez que tem efeitos a longo prazo através de uma administracdo Unica: a
secrecdo de fatores de crescimento ocorre durante toda a vida Util da célula transplantada e as
células estaminais tendem a migrar para locais de lesdo onde h& maior necessidade destes

fatores®.

Tém sido estudadas células estaminais neuronais, mesenquimatosas e hematopoiéticas
em modelos de roedores?. As células estaminais neuronais renovam-se e diferenciam-se em
qualquer linhagem celular da glia ou neuronal®. Por outro lado, as células mesenquimatosas
sdo facilmente recolhidas a partir da medula 6ssea, tecido placentar ou estroma do cordao
umbilical*>%, disponiveis no contexto clinico®. Em ratos, a sua administragéo intracraniana 3 a

10 dias apds HI resultou numa diminuicdo do dano cerebral e melhoria funcional®®.

Para além das diferentes fontes, também se coloca a hipdtese de usar células autlogas
ou alogénicas'®®: enquanto as autélogas tém menor risco de rejeicdo de enxerto, as alogénicas
podem ser vantajosas uma vez que o sistema imune do hospedeiro é imaturo, diminuindo a

probabilidade desta reacdo adversa, e sio capazes de segregar fatores anti-inflamatdrios®®.

Assim, esta parece ser uma boa opcao de futuro, tanto a nivel de neuroprote¢do como
de regeneracdo, mas ainda ha muito a descobrir antes de as introduzir na clinical. S&o
necessarios mais estudos de seguranca, eficacia que determinem o seu mecanismo de acao, via,
dose e tempo de administracdo apds o diagnéstico de EHI e o impacto da associacdo com

hipotermia®.

Discussao
A maioria dos estudos de novos agentes neuroprotetores é desenhada para avaliar a
eficAcia das terapéuticas na EN, ndo sendo especificos para diferentes etiologias,

nomeadamente para a asfixia. Embora seja prioritario o seu tratamento no geral, o facto de
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haver diminuicdo da eficacia da hipotermia quando ocorre infecdo (por exemplo,
corioamniotite)®>*** faz com que se questione a adequabilidade e eficacia de diferentes farmacos

de acordo com a etiologia.

Apesar do crescente recrutamento de novos agentes com potencial beneficio no
tratamento da EHI, nenhum deles é atualmente utilizado na pratica clinica, com exce¢édo da
hipotermia. As grandes limitacdes éticas subjacentes aos estudos clinicos em recém-nascidos e
a baixa incidéncia de EHI em paises desenvolvidos fazem com que a maioria dos estudos seja
limitada por um reduzido nimero de participantes, sem atingir conclusdes significativas que
permitam a translacdo destes farmacos para a pratica clinica. H& também grande dificuldade
em diagnosticar com precisdo um quadro hipéxico®'*8 uma vez que muitos dos marcadores
de asfixia utilizados sdo inespecificos, tais como: presenca de mecénio no liquido amniético,
bradicardia fetal abaixo de 100 batimentos por minuto, padrdes anormais de frequéncia
cardiaca, acidose da artéria umbilical, défice de bases, anomalias em estudos do fluxo sanguineo
ou neuroimagem e indice de Apgar baixo® embora possam estar presentes, ndo sdo exclusivos
deste contexto. A baixa diferenciacdo clinica entre EHI e outras causas de EN nos primeiros
minutos a horas de vida constitui outro obstaculo®. A monitorizacdo fetal eletronica, que se
esperava Vvir a ultrapassar estes fatores, tem baixo valor preditivo positivo no diagndstico de

asfixia intraparto®*?,

O processo de translacdo da fase experimental para a clinica é lento, tendo demorado
cerca de 15 anos no caso da hipotermia®®. A melatonina, a eritropoietina e o alopurinol parecem
ser 0s mais proximos de uma eventual passagem a pratica clinica, uma vez que ja estao a ser
estudados em recém-nascidos humanos. Os gases nobres, em particular o xénon e o argon,
apesar de ainda estarem a ser estudados em modelos animais, tém mostrado resultados
promissores no que diz respeito a eficacia e perfil de seguranca. De todos os tratamentos

abordados, a melatonina foi considerada como o agente de mais provavel aplicabilidade clinica.
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Adicionalmente, varios farmacos sdo em teoria bons candidatos para terapéutica
combinada com a hipotermia, o que dificulta a selecdo dos agentes a submeter a ensaios

clinicos'**®, pois ndo ha recursos para avaliar todos*®.

Uma vez que, até agora, nenhum agente confere protecédo absoluta, o uso de adjuvantes
permitiria atuar em mais do que uma via de lesdo, com potenciais beneficios”, mas sio
necessarios mais estudos no sentido de aprovar os agentes ja em estudo, bem como estudos de
farmacocinética para determinar a influéncia da hipotermia sobre eles, antes de avancar para

estudos pré clinicos e clinicos>1:1314,

Em suma, apesar dos grandes avancos verificados nos Gltimos 5 anos, ainda nao foi
possivel acrescentar mais nenhuma abordagem terapéutica contra a EHI para além da
hipotermia. Para todas as outras, sdo necessarios ainda mais estudos que permitam determinar
a sua eficacia e seguranca, a posologia, tempos e vias de administracdo mais eficazes, bem

como a sua farmacocinética e a interagdo com a hipotermia.
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