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Resumo

Uma vez que o sistema nervoso em desenvolvimento € particularmente vulneravel a
inimeros fatores e mecanismos patogénicos, a lesao cerebral perinatal pode surgir em diferentes
momentos (durante o parto, mas também antes ou apds), associada a etiologias que variam
desde episodios de hipdxia-isquémia a distarbios genéticos ou doencas infeciosas, assumindo-
se assim como importante causa de mortalidade neonatal, sobretudo nos paises
subdesenvolvidos. Com o0s avancos nos cuidados obstétricos e neonatais e a consequente
reducdo da mortalidade neonatal em idades gestacionais mais precoces, a morbilidade e os
riscos de sequelas neurolégicas a longo prazo (como a paralisia cerebral) aumentaram, exigindo
novas estratégias e agentes neuroprotetores eficazes, dado o seu impacto socioeconémico
substancial. Neste sentido, a investigacdo desenvolvida para reduzir o impacto da lesdo cerebral
permitiu definir o sulfato de magnésio antenatal (em contexto de parto pré-termo iminente ou
planeado) e a hipotermia induzida (na encefalopatia hipdxico-isquémica em recém-nascidos de
termo) como medidas de neuroprotecdo. Apesar da franca melhoria dos resultados clinicos com
as intervencOes descritas, muitas sdo as suas limitacGes e critérios de exclusdo, pelo que
continuamos longe de eliminar a morbimortalidade associada a estes eventos patoldgicos.
Assim, outras estratégias tém vindo a ser investigadas ao longo dos ultimos anos ainda sem

aplicacdo clinica instituida.

Com este trabalho pretende-se esclarecer os fendmenos fisiopatolégicos subjacentes a
lesdo perinatal do cérebro imaturo e discutir as estratégias de neuroprotecdo desenvolvidas e

em estudo, apresentando ainda os desafios e inovacdes emergentes que se afiguram nesta area.

Palavras-Chave: neuroprotecdo; farmacos neuroprotetores; feto; recém-nascido; doencas do
sistema nervoso central; prematuridade; hipoxia-isquémia encefalica; hipotermia induzida;

sulfato de magneésio; melatonina.



Abstract

As the developing nervous system is particularly vulnerable to several factors and
pathogenic mechanisms, perinatal brain injury may occur at different moments (frequently
intrapartum but also ante or post-partum) and its etiologies vary from hypoxia-ischemia to
genetic and metabolic disorders or infectious diseases, thus making it an important cause of
neonatal mortality, especially in developing countries. The advances in obstetric and neonatal
care and the resulting reduction in neonatal mortality in lower gestational ages led to increased
morbidity and risk of long-term neurologic sequels in this population, such as cerebral palsy.
Given its substantial socio-economic impact, it requires the development of new
neuroprotective strategies and specific, effective agents. Therefore, the investigation developed
to reduce perinatal brain injury allowed the establishment of antenatal magnesium sulfate (in
the context of imminent or planned preterm delivery) and induced hypothermia (in hypoxic-
ischemic term newborns) as neuroprotective measures. Despite the subsequent improvement in
clinical outcomes, the described measures have important limitations and exclusion criteria,
emphasizing how far we still are from ending the morbimortality associated with these
pathological events. As a result, other strategies have been investigated over the last few years,

still without clinical application.

This article aims to clarify the pathophysiology underlying perinatal brain injury and
reviews neuroprotection strategies’ evolution, presenting the challenges and emerging

innovations in this area.

Keywords (MeSH terms): neuroprotection; neuroprotective agents; fetus; newborn; central
nervous system diseases; prematurity; hypoxia-ischemia, brain; hypothermia, induced;

magnesium sulfate; melatonin.



Introducéo

A encefalopatia neonatal (EN) é definida como o conjunto de manifestac6es clinicas
resultantes de uma alteracdo da funcdo neuroldgica em recém-nascidos de termo durante o
periodo neonatal precoce!®, que compreendem a diminuicao do estado de consciéncia, do tonus
muscular e reflexos, com dificuldade respiratoria e frequentemente convulsdes'>°8. Enquanto
definicdo puramente clinica, ndo informa sobre a etiopatogenia implicada na lesdo cerebral.
No recém-nascido pré-termo, a lesdo neuroldgica associada e as suas complicacdes designam-

se por encefalopatia da prematuridade.®

Mundialmente, constituem as causas mais comuns de incapacidade por défice
neuroldgico na infancia® e assumem um importante impacto socioecondmico?, tornando
prioritaria a ado¢do de medidas de neuroprotecdo perinatal a fim de garantir a prevencédo e

reducdo das suas consequéncias a longo prazo®®.

Atendendo a natureza complexa e multifatorial da EN, estdo descritas diversas

etiologias™>*® (Tabela 1) e fatores de risco'® (Tabelas 2 e 3).

Etiologias da encefalopatia neonatal

Asfixia intraparto

Sépsis neonatal

InfecBes congénitas (virais, toxoplasmose)

Alteracdes da migracao neuronal

Doencas miotdnicas congeénitas

Doengas pulmonares ou das vias aéreas

Disturbios metabodlicos

Trauma com perda sanguinea e/ou diminuicdo da pressdo arterial significativas

Doencas genéticas associadas a alteragdes tromboticas ou trombofilicas

Tabela 1 — Etiologias da EN. Baseado em Robertson, 2012, “Hypoxic-ischaemic brain injury”’; Hassell,

2015, “New horizons for newborn brain protection: enhancing endogenous neuroprotection”’; Pimentel-



Coelho, 2012, “Umbilical cord blood mononuclear cell transplantation for neonatal hypoxic-ischemic

encephalopathy”; e Fleiss, 2015, “Inflammation-induced sensitization of the brain in term infants”.

Fatores de risco antenatais para EN Fatores de risco
(ordenados quanto ao risco relativo) intraparto para EN
Doenca tiroideia (maior risco) Evento intraparto agudo
|dade materna avancada Posicdo occipitoposterior
Tratamento de infertilidade persistente
Mae Hemorragias Febre materna
Infecdo viral na gravidez Parto vaginal
Histéria de convulsdes instrumentado
Baixa paridade Cesariana de emergéncia
Recém- . . . Rutura prolongada de
. Peso abaixo do terceiro percentil
nascido membranas

Tabelas 2 e 3— Fatores de risco antenatais e intraparto para EN, respetivamente. Baseado em Robertson,
2012, “Hypoxic-ischaemic brain injury” e Fleiss, 2015, “Inflammation-induced sensitization of the brain

in term infants”.

Embora frequentemente usada indistintamente como EN, a designacao de encefalopatia
hipoxico-isquémica neonatal (EHI) apenas se aplica perante evidéncia de hipdxia-isquémia
(diminuicdo do aporte de oxigénio e da perfusdo sanguinea cerebral, respetivamente) no periodo
perinatal como causa da lesdo neurolégica.l®*>"! No entanto, dada a inexisténcia de definicdes
universalmente aceites, que variam frequentemente entre os estudos epidemioldgicos, a

identificagdo e comparacéo da incidéncia e de fatores de risco entre estas entidades ¢ dificil.

A EHI contabiliza 30 a 60% dos casos de EN* nos paises desenvolvidos e
subdesenvolvidos, respetivamente’*?. Tem uma incidéncia anual estimada variavel, em média
de 1 a 3 para 1000 nados-vivos*>%1%1® mas que pode chegar a 26 em paises
subdesenvolvidos®®, devido ao acesso limitado a servicos médicos'®, maior risco de lesdo

intraparto e infegOes graves e taxas mais elevadas de parto pré-termo®. Os recém-nascidos



prematuros apresentam maior risco de EHI, com uma incidéncia 60% superior a populacdo

geral .2

Ao contrario dos paises em desenvolvimento, em que os fatores intraparto
desempenham um papel causal mais relevante na EN, apenas numa minoria dos casos nos
paises desenvolvidos é possivel identificar a presenca de um evento agudo causador de lesdo
cerebral por hipoxia-isquémia®® (Tabela 4), pelo que o diagndstico de EHI é habitualmente

presuntivo®,

Causas agudas de lesdo cerebral — eventos sentinela

Prolapso do corddo umbilical

Rutura uterina

Descolamento da placenta

Embolia de liquido amniético

Hemorragia materna aguda

Diminuicdo subita do débito cardiaco materno e fluxo sanguineo fetal

Hemorragia neonatal aguda (vasa prévia, perda sanguinea pelo corddo umbilical ou
transfusdo feto-materna)

Tabela 4 — Eventos sentinela. Baseado em Robertson, 2012, “Hypoxic-ischaemic brain injury” e Fleiss,

2015, “Inflammation-induced sensitization of the brain in term infants™.

A presenca de indices de Apgar reduzidos e acidose metabdlica (no sangue arterial do
corddo umbilical ou no recém-nascido) acompanhando a disfuncdo neurolégica sugerem
fortemente EHI.>%® Também a lesdo concomitante de outros 6rgdos, com elevagdo dos
marcadores de lesdo hepaética, renal ou cardiaca, e os padrdes de lesdo tipicos na ressonancia

magnética nuclear (RMN) cranio-encefélica auxiliam este diagndstico.®

Com vista a uniformizar os critérios para definir asfixia intraparto como causa de leséo
neuroldgica, e particularmente paralisia cerebral, varios consensos tém sido publicados, dos

quais o mais recente é apresentado na Tabela 5.2



American College of Obstetricians and Gynecologists Taskforce, 2003

Acidose metabolica (pH < 7,0 + défice de base > 12 mmol/L)
Critérios Encefalopatia moderada a grave
el Paralisia cerebral com tetraplegia espastica ou de tipo discinético
Exclusdo de outras etiologias (trauma, disturbios genéticos,
coagulopatia, infecdo)
Evento sentinela presente
Critérios Bradicardia stbita e mantida
auxiliares indice de Apgar entre 0-3 ap6s 5 minutos
(inespecificos) Faléncia multissistémica em 72 horas apds o nascimento
Evidéncia imagiologica

Tabela 5 — Definicdo de asfixia intraparto, segundo American College of Obstetricians and
Gynecologists Taskforce (2003). Baseado em Robertson, 2012, “Hypoxic-ischaemic brain injury” ¢
Hankins, 2003, “Defining the pathogenesis and pathophysiology of neonatal encephalopathy and
cerebral palsy”.

Como em consensos prévios, também neste o diagnostico de EHI depende da presenca
de critérios essenciais e auxiliares.*’ No entanto, os tipos de paralisia cerebral referidos
dificilmente poderao ser utilizados enquanto critério diagnostico obrigatorio para uma condi¢édo
aguda como a asfixia intraparto, uma vez que, tratando-se de sequelas neuroldgicas da lesdo,

podem por vezes levar varios anos até serem confirmados.*

Embora descrita maioritariamente em contexto agudo durante o parto, a hipoxia-
isquémia pode desenvolver-se aguda ou cronicamente, durante 0s periodos pré-natal
(hipotenséo ou hipdxia grave materna, infecdo), intraparto (eventos sentinelas) ou pds-natal
(paragem cardiorrespiratdria, choque).®? Além disso, é consensual que n&o existe um padrao
simples, totalmente reprodutivel, de lesdo associada a EHI, uma vez que inimeros fatores
contribuem para as consequéncias finais desta, nomeadamente a etiologia, extensdo e
localizagdo da area atingida, idade gestacional e estado maturativo do sistema nervoso central

(SNC) e de satde geral aquando do insulto.
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Assim, apesar dos avangos medicos e na compreensao da sua fisiopatologia, a EHI
mantém-se uma das principais causas de mortalidade em recém-nascidos!®912131516.18
quantificando 23% dos 4 milhdes de mortes anuais no periodo neonatal mundialmente?, e de

morbilidade a longo prazo por disfuncdo neurolégica moderada a grave em

crian(;as4'5'9'13'15'16'18'19.

As consequéncias clinicas a longo prazo da lesdo neuroldgica na EN e na encefalopatia
da prematuridade sdo muito variaveis. Incluem défices motores, sensitivo-sensoriais, cognitivos
e do neurodesenvolvimento®?2! entre os quais se destacam a paralisia cerebral®>%!221
(registada em 10 a 20% dos sobreviventes com EHI°), défices visuais e auditivos®®*? (em 40%
dos sobreviventes com EHI®), epilepsia>®'?2!, dificuldades de aprendizagem®'?, défice de
atencdo e hiperatividade>!?, entre outras. Mesmo nos casos de lesdo cerebral ligeira, as
avaliacdes neuroldgicas a longo prazo encontram frequentemente défices cognitivos subtis e
alteracOes neurocomportamentais.* Genericamente, a prevaléncia destes défices neuroldgicos
varia inversamente com a idade gestacional, tendo o Institute of Medicine norte-americano
estimado, em 2007, que até 47% dos casos de paralisia cerebral sdo atribuiveis a parto pré-
termo, bem como 37%, 27% e 23% dos défices visuais, cognitivos e auditivos em criangas,

respetivamente.°

Para estimar o risco de sequelas neuroldgicas associado a leséo cerebral e ponderar o
progndstico, foram desenvolvidas classificacdes consoante o tipo de lesdo em causa, de que €
exemplo a de Sarnat, aplicada perante a suspeita de EHI neonatal e dividindo-a em ligeira,
moderada ou grave, com base na clinica e avaliagdo eletroencefalografica.>%1422 A EHI grave
estd associada a um risco muito elevado de morte (até 85%) ou de paralisia cerebral entre os
sobreviventes, enquanto na moderada predominam os défices motores grosseiros e tambem

alteragBes da motricidade fina, disfuncdo cognitiva e défices visuais, entre outros.'42?
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Este trabalho visa sintetizar o conhecimento cientifico atual sobre os modelos
fisiopatoldgicos de lesdo cerebral perinatal, particularmente 0s mecanismos e potenciais alvos
terapéuticos envolvidos na patogénese das encefalopatias hipdxico-isquémica e da
prematuridade, e as estratégias de neuroprotecdo em aplicacdo na pratica clinica e que tém

vindo a ser desenvolvidas, destacando as que se mostram mais promissoras para o futuro.

Materiais e Métodos

Para a elaboracgdo deste artigo de revisao, realizou-se a pesquisa de artigos nas bases de
dados MEDLINE, através do motor de busca PubMed, e Embase, usando os seguintes
descritores em linguagem MeSH: “neuroprotective agents” ou “neuroprotection” cruzados com
“newborn”, “fetus” e “perinatal care”. Ao total de 371 artigos obtidos, sob a tipologia de
revisao simples, revisao sistematica, revisdo integrativa ou meta-analise, foram excluidos os
anteriores a janeiro de 2012, ndo publicados em inglés, portugués ou espanhol e sem informacéo
relativa a estudos em humanos. Da analise dos 126 artigos, foram selecionados 67 de acordo
com a adequacdo do conteido ao objetivo do trabalho. Posteriormente, pela sua relevancia,
foram acrescentados 7 artigos, incluindo o Consenso Nacional de Hipotermia Induzida no
tratamento da EHI e o registo da experiéncia do Servi¢co de Neonatologia do Hospital de Santa
Maria, e 2 capitulos de Rennie & Roberton's Textbook of Neonatology, num total de 76

referéncias.

Fisiopatologia da lesdo cerebral perinatal

Atendendo a etiologia complexa da EN*28 e a dificuldade em, por exemplo, identificar
um evento sentinela consistente com EHI8, embora conhecidas as principais vias de lesido

cerebral implicadas na disfuncdo neurologica, foi proposto um modelo de lesédo cerebral
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perinatal (Figura 1). Este modelo realca a importancia de fatores de sensibilizacao, eventos ndo
suficientemente graves para gerar diretamente lesdo significativa mas que aumentam a
suscetibilidade e potenciam o dano causado por outro insulto no cérebro em desenvolvimento®,
contribuindo para resultados heterogéneos e diferentes graus de encefalopatial®. Este potencial
deletério tem sido relacionado com varios fatores, incluindo febre maternal??,

inflamacéo/infecdo fetal ou maternal2®13, fatores genéticos'?, stresse materno crénico na

gravidez® e restricdo de crescimento fetal (RCF)8*3.

Independentemente da evidéncia de infecdo, a febre materna intraparto (temperatura >
37.5°C) mostrou aumentar o risco de lesdo cerebral perinatal®® e convulsdes no recém-nascido
de termo?!, apesar de ndo se correlacionar com défices neuroldgicos a longo prazo®. A
corioamnionite clinica, embora dificilmente definida devido a sua apresentacdo heterogénea
que inclui febre materna, dor a palpacdo uterina, secrecdes de cheiro fétido e elevacdo dos
marcadores inflamatdrios maternos®, apresenta-se como fator de risco independente para

paralisia cerebral em recém-nascidos de termo ou quase-termo?.

Também polimorfismos de genes envolvidos na inflamacdo, trombose/trombdlise e
funcéo endotelial ttm mostrado influenciar a resposta do cérebro imaturo aos insultos e fatores

de sensibilizacgéo, atuando como moduladores da leso.*8

Uma vez que epidemiologicamente uma percentagem significativa dos recém-nascidos
com EN apresenta sinais concordantes com lesdo antenatal por RCF, esta condicéo € descrita
como fator de sensibilizacdo, quer na presenca quer na auséncia de etiologia hipdxico-

isquémical.

Para além destes, outros eventos, descritos na Figura 1 e que ocorrem apos o insulto

principal, podem exacerbar a leséo.®
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Sensibilizacéo - Insulto perinatal -

Fatores antenatais Fatores perinatais Fatores pés-natais
Inflamagéo Hipoxia-isquémia
Dor
Stresse materno Glutamato )
.. n Farmacos
Hipoxia Inflamacéo Infl ~ tid
Malnutricdo Stresse oxidativo nflamacaoc mantida

Fatores genéticos Fatores genéticos FEIETED G SiED

Figura 1 - Modelo de multiple-hit com fatores envolvidos na sensibilizagdo e exacerbacdo da leséo
cerebral perinatal. Adaptado de Fleiss et al., 2015, “Inflammation-induced sensitization of the brain in

term infants”.

Devido a sua imaturidade estrutural e funcional, o cérebro do recém-nascido, sobretudo
pré-termo?, é especialmente suscetivel a lesdes>>122324 Para este estado de vulnerabilidade
contribuem a deficiéncia de moléculas'??® e enzimas antioxidantes!'>?324 o consumo elevado
de oxigénio'??*, as necessidades energéticas que ultrapassam a capacidade metabolica
aerdbia®®?* e a alta concentracéo de &cidos gordos polinsaturados facilmente oxidaveis'1?2?* e
de ferro livrel1?232%  que criam um ambiente pro-oxidante, promovendo o stresse
oxidativolt22*24 Também a sensibilidade neuronal aumentada dos recetores NMDA (N-metil-
D-aspartato) de glutamato no cérebro do recém-nascido>?>%, a vasoconstri¢do induzida por

hiperoxia'??* e a mielinizagdo limitada'? expde-no a maior risco de danos.

A lesdo cerebral perinatal e as suas manifestacdes clinicas evoluem progressivamente,
na dependéncia dos niveis energéticos, cuja diminuicdo tem um papel chave e habitualmente
iniciador da disfuncéo neuroldgica, e das reagdes neuroquimicas decorrentes do insulto inicial.?
Multiplos mecanismos, nomeadamente o défice energético, a excitotoxicidade, o stresse

oxidativo, a inflamagdo, a morte celular e as alteracdes no fluxo sanguineo cerebral, séo
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transversais as diversas etiologias, resultando por isso em sequelas neurologicas e

consequéncias funcionais idénticas.*

Encefalopatia da prematuridade

O parto pré-termo é definido como o que ocorre antes das 37 semanas de gestacdo. A
sua incidéncia varia de 5 a 18%!° com taxas tipicamente superiores em paises
subdesenvolvidos'®, mas trata-se de uma complicagdo comum da gravidez, contabilizando

globalmente cerca de 11% dos nascimentos®?’.

Face a melhoria das condi¢des socioeconomicas e dos cuidados perinatais nas ultimas
décadas, a sobrevivéncia dos recém-nascidos prematuros é hoje substancialmente superior'%2>
29 especialmente nos paises desenvolvidos, observando-se taxas de mortalidade inferiores a
10% antes das 28 semanas de gestacio'® e ainda um aumento de nascimentos de grandes

prematuros®’, com idade gestacional inferior a 32 semanas.

Embora a transicdo entre os periodos fetal e neonatal precoce seja 0 momento de maior
vulnerabilidade para lesdo cerebral perinatal, os recém-nascidos pré-termo mantém-se em risco
de lesdo neuroldgica ap6s o nascimento devido a interrup¢do do aumento rapido de volume,
forma e complexidade do cérebro fetal, carateristicos do terceiro trimestre de gravidez.®*3!
Neste periodo, os pré-oligodendrdcitos, cuja maturagio ocorre entre as 24 e 32 semanas'®30-32
sdo as células mais suscetiveis. Quando lesados, a interrupcdo maturativa e consequente morte
celular®® impedem a mielinizacdo cerebral normal®***, que evolui habitualmente de forma
progressiva e regulada até aos 2 anos de idade®®. A lesdo da substincia branca é portanto
carateristica da prematuridade, constituindo o principal padréo de lesdo cerebral nos recém-

nascidos pré-termo.%20.26,303233
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A substancia branca imatura nos prematuros é altamente suscetivel a insultos,
particularmente hipdxia-isquémia?®%°-3* e inflamagao/infecdo'®2830-3 (corioamnionite, sépsis,
meningite), que resultam na ativacdo da microglia®?-*, processos excitotoxicos*-3* e formagao

de radicais livres®0-32-34,

A infecdo intra-amniotica ascendente e a infecdo materna precedente correlacionam-se
inversamente com a idade gestacional e estdo fortemente associadas a ocorréncia de parto pré-
termo espontaneo, registando-se corioamnionite histologica em > 85% dos partos antes das 28
semanas de gestacdo.'® Neste contexto, pode desenvolver-se a chamada sindrome de resposta
inflamatoria fetal, caraterizada por alteracdes na autorregulagio cardiovascular fetal®* que

potenciam a lesdo cerebral, aumentando a morbilidade neonatal 1034

Também a RCF e alteragbes genéticas®®, enterocolite necrotizante, doenca pulmonar
cronica e ventilagdo mecanica prolongada® se apresentam como fatores de risco. Ainda que a
sua incidéncia tenha vindo a diminuir®®, a lesdo da substancia branca é responsavel por grande

parte das alteracdes cognitivas e sensoriomotoras observadas®?>® neste grupo.

A leucomalécia periventricular (LPV) constitui a sua forma mais comum*®*! e engloba
um espetro de lesdes quisticas/focais, mais graves®?23, e ndo-quisticas/difusas'®?%32-3 Na LPV
quistica ou focal observam-se areas macroscopicas de necrose de coagulacéo e liquefacdo na
substancia branca periventricular, que evoluem para quistos!®®, identificados por
ultrasonografia®34, Apesar da maior gravidade, gracas aos avangos na abordagem dos recém-
nascidos de alto risco?8, a sua incidéncia tem diminuido drasticamente'®28:3233 correspondendo
atualmente a apenas 5% dos casos?®®. A LPV n3o-quistica ou difusa, atualmente mais
comum?®2831 carateriza-se por necrose microscopica isquémica ou hemorragica®, ocorrendo
devido a morte celular de oligodendrécitos em desenvolvimento, astrogliose e

microgliose!®?2®  Ap6s a 322 semana de gestacio, a vascularizagdo dos locais
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predominantemente atingidos pela LPV aumenta significativamente, reduzindo a sua
ocorréncia a partir desta idade gestacional.®* Por isso, os grandes prematuros apresentam maior

risco de lesdo primaria e alteracdes secundarias na maturacéo cerebral 202

A hemorragia peri ou intraventricular (HIV) é outra das lesbes tipicas no cérebro do
prematuro e, tal como a LPV, pode atingir os feixes piramidais, complicando-se por exemplo
por paralisia cerebral espastica dos membros inferiores.®* Com a reducéo da incidéncia da LPV
quistica, a hemorragia intracerebral é a principal causa de paralisia cerebral em prematuros.®?
Surge devido a fragilidade e rutura dos vasos pelas flutuacdes do fluxo sanguineo cerebral nos
periodos pré e pds-parto no leito vascular da matriz germinativa subependimaria, area cerebral
que desaparece quase totalmente com a maturacéo fetal.>>3* Habitualmente, causa ndo apenas
destruicdo da matriz germinativa, mas também hidrocefalia, enfarte periventricular
hemorragico da substancia branca®>** e convulsdes®, podendo coexistir com LPV?° e sendo o

seu risco maximo durante a primeira semana de vida®.

Ainda que mais frequentemente descrita, a lesdo cerebral da prematuridade néo se limita
a substancia branca, englobando também lesdo neuronal (nomeadamente no cértex, talamo e
nicleos da base'®2%%) e alteracdes na dendritogénese®!, que no conjunto se designam por

encefalopatia da prematuridade!®?°,

Apesar da reducdo marcada da mortalidade em recém-nascidos prematuros a que se tem
assistido, as complicagGes da prematuridade a longo prazo, nomeadamente as sequelas
neuroldgicas que variam de défices cognitivo-comportamentais ligeiros a incapacidades
graves'®2>263L35 constituem um importante problema de satde pablical®?3!, pelo que vérias
estratégias tém sido desenvolvidas para as reduzir®?°. As principais incluem a prevencéo do
parto pré-termo e a neuroprotecdo do cérebro em desenvolvimento.l® No entanto, a instituicdo

generalizada de medidas para prevencao de parto pré-termo, cuja descri¢cdo nédo se inclui no

17



ambito desta tese, reduziu apenas ligeiramente a sua taxa global'®, mantendo-se atual a
necessidade de desenvolver intervencGes neuroprotetoras, pré e pos-natais, preventivas das

complicacdes da prematuridade®>?,

No presente, apenas o sulfato de magnésio, apresentado adiante, estd instituido

clinicamente enquanto agente neuroprotetor antenatal neste contexto,810:132025.27-29,31,34-44

Encefalopatia hipdxico-isquémica

Uma vez que a circulacdo cerebral é terminal, a disrupcdo da autorregulacdo do fluxo
sanguineo na dependéncia de um insulto hipdxico-isquémico em conjunto com as
caracteristicas de suscetibilidade do cérebro do recém-nascido levam a que, embora global, a
lesdo ocorra predominantemente em localizacdes especificas.! Os padrdes de lesdo cerebral
mais frequentes na EHI incluem o talamo, os nucleos da base e a lesdo cerebral parassagital,

habitualmente causada por hipoxia cronica devida a hipotensdo materna ou infegdo.>6:%31

Quanto a fisiopatologia da EHI, é atualmente aceite que os mecanismos de leséo cerebral
ocorrem ndo apenas durante o insulto hipdxico-isquémico efetivo, mas também na reperfusao
e reoxigenacdo®®, podendo prolongar-se temporalmente apds a agressdao®®. Descrevem-se
vérias fases sucessivas>>®911122231 (Fijgura 2): fase primaria com deplecdo energética aguda;

fase latente; fase secundaria mediada por excitotoxicidade, stresse oxidativo e inflamacéo,

conduzindo a apoptose; e fase tercidria com inflamacdo mantida e alteracGes epigenéticas.
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Hipoxia-isquémia
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Figura 2 — Fisiopatologia da encefalopatia hipoxico-isquémica. Adaptado de Davidson, 2015,
“Therapeutic Hypothermia for Neonatal Hypoxic-Ischemic Encephalopathy - Where to from Here?”.

A fase primaria (Figura 2) inicia-se com o insulto hipdxico-isquémico e interrupgdo do
fluxo sanguineo cerebral. A privacdo subita de oxigénio e glicose, que constitui o substrato
energético primario do cérebro, conduz rapidamente ao consumo da energia celular disponivel
sob a forma de adenosina trifosfato (ATP)12511.1214.223145 & cessacio do metabolismo aerdbio
cerebral e fosforilagio oxidativa®'?, com consequente acumulacio de lactato>222, por

ativacdo do metabolismo anaerébio, menos eficiente®,
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Embora o lactato exerca inicialmente um efeito fisiolégico ao atuar no musculo liso
vascular aumentando o fluxo sanguineo cerebral, e por estimular a atividade da creatina cinase,
responsavel pela sintese rapida de ATP a partir da fosfocreatina, a sua acumulagdo conduz a

acidose tecidular grave, com perda dos mecanismos de autorregulacio e lesdo neuronal.*

Assim, perante a deplecdo subita inicial de ATP que depende da intensidade e duracao
do insulto, um nGmero variavel de células sofre precocemente morte celular por necrose®?*2
devido a disfuncdo das bombas Na'/K* dependentes de ATP membranares e consequente

influxo macico de sodio, cloro e 4gua, que conduz a edema e lise celular'1422,

Nas células que sobrevivem ao evento agudo, as bombas Na*/K" dependentes de ATP
falhnam  progressivamente}>111231 - provocando  despolarizagdo  das  membranas
neuronais}?>11121422 ¢ |ibertacdo do glutamato contido nos terminais nervosos pré-sinapticos,
que se acumula nas fendas sinapticas!->11:121418192231 ' Tamhém a recaptagio glutamatérgica,

dependente de energia, estd comprometida, condicionando maior acumulagéo extracelular.}1419

Enquanto principal neurotransmissor excitatorio do SNC, os 3 principais tipos de
recetores de glutamato (NMDA, acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico —
AMPA e cainato) estdo distribuidos ubiquitariamente pelas células cerebrais; assim, este exerce
acdo em numerosas Vvias neuronais, envolvidas em fungdes cognitivas, sensoriais e
somatosensoriais.! Os efeitos neuroprotetores registados com a administragdo de agentes
inibidores destes recetores, mesmo apos o insulto, corroboram o papel central do glutamato e

da excitotoxicidade na lesdo cerebral perinatal, nomeadamente na EHI.!

Para além da ativagdo dos recetores NMDA, particularmente sensiveis no cérebro
imaturo®?>2 o influxo de célcio ocorre através de outros transportadores membranares. E ainda
libertado dos locais de armazenamento intracelular por dano fisico?, conduzindo & elevagio

marcada do célcio citosOlicol2511.141518192245 o 3 ativagcdo de cascatas de eventos
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neurotoxicos2, que condicionam morte celular tardia com maior expressdo na fase secundaria

da EHIL.

Inimeros processos implicados na leséo cerebral, descritos na Tabela 6, sdo mediados

pelo aumento do célcio citosolico, maioritariamente através da ativagio enzimatica.-2>14151822

Acoes diretas do célcio citosolico Efeitos

Interrupcao da fosforilacdo oxidativa o .
pe ¢ Diminuicdo da producéo de ATP

mitocondrial
Ativacdo de mecanismos de extrusao Consumo de ATP, perpetuando o défice
celular de célcio dependentes de energia energético

Lesdo membranar por hidrolise dos
fosfolipidos; formacéo de radicais livres e
eicosanoides (como as prostaglandinas),
levando a inflamacéo

Ativacdo de fosfolipases

Prote6lise com disrupcdo do esqueleto
Ativacéo de proteases celular; ativagéo de caspases, iniciando a
apoptose celular

Ativacdo de nucleases Lesdo nuclear

Aumento do glutamato e das indolaminas Excitotoxicidade

Ativacédo da protease que converte a

. i . . Producdo de &cido urico e radicais livres
xantina desidrogenase em xantina oxidase

Ativacdo das isoformas dependentes de
calcio (neuronal e endotelial) e indutivel da
sintetase do Oxido nitrico

Producéo de 6xido nitrico e radicais livres,
nomeadamente peroxinitrito

Tabela 6 — Ag¢des do célcio citosolico. Baseado em Hassell, 2015, “New horizons for newborn brain
protection: enhancing endogenous neuroprotection”; Dixon, 2015, “Neuroprotective Strategies after
Neonatal Hypoxic Ischemic Encephalopathy”; Lobo, 2013, “Hypothermia and xenon: novel noble
guardians in hypoxic-ischemic encephalopathy?””; Shankaran, 2015, “Therapeutic hypothermia for
neonatal encephalopathy”; Bel, 2016, “Drugs for neuroprotection after birth asphyxia: Pharmacologic
adjuncts to hypothermia”; e Wu, 2015, “Neuroprotective agents for neonatal hypoxic-ischemic brain

injury”.
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A producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) observa-se durante a fase aguda da
lesdo hipoxico-isquémica e, particularmente, apos o periodo de reperfusdo numa leséo
grave'??4 dado que o aumento da disponibilidade de oxigénio potencia a sua génese. Por esta
razdo, as recomendacdes atuais propdem que a ressuscitacdo de recém-nascidos no contexto de

EHI deve evitar estados de hiperoxia, que agravam as sequelas a longo prazo.t?®

Neste processo de stresse oxidativo celular, as ROS e também o oOxido nitrico
(NO)+21L15 cuja sintese depende da ativagdo de isoformas da sintetase de 6xido nitrico (NOS),
reagem com varios componentes celulares, gerando novos radicais livres, que ampliam os seus
efeitos e conduzem a lesdo irreversivel® por peroxidacéo lipidica e nitrosilagdo proteica?, lesdo
membranar e necrose celular, ativacdo de genes especificos envolvidos na apoptose, entre
outros mecanismos. Para anular os efeitos do stresse oxidativo, que ocorre naturalmente no
individuo saudavel, o organismo é dotado de sistemas antioxidantes endogenos, que, no

entanto, ndo estdo geralmente totalmente desenvolvidos no cérebro do recém-nascido. 22324

Para além de atuar enquanto fator de sensibilizacdo na EN e potenciar a leséo mesmo
com insultos abaixo do limiar, a ativacdo de vias envolvidas na inflamacgao ocorre na EHI®! por
ativacdo da microglia, responsavel pela sintese de citocinas, e dos macréfagos e quimiotaxia e
acumulacdo de neutréfilos no cérebrol. A investigacio pré-clinica com agentes contra a
microglia demonstrou resultados neuroprotetores, sublinhando a importancia destas vias na

instituicdo da lesdo neuroldgica.t

Devido a acidose e ao aumento de prostaglandinas e NO, na EHI ocorre vasodilatacao
vascular méaxima e hiperémia cerebral, com aumento do volume e fluxo sanguineo cerebral e
diminuicdo da resisténcia vascular.’® Embora ndo seja claramente reconhecido como

mecanismo adaptativo ou causa adicional de leséo, este aumento do fluxo sanguineo cerebral,
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em conjunto com a diminuicéo da reatividade vascular ao dioxido de carbono, correlaciona-se

diretamente com o grau de lesio e agravamento do prognéstico.*

Por fim, todos os mecanismos de leséo cerebral descritos podem culminar na ativacéo
de vias de morte celular.>>* Embora se julgue a necrose predominante face a insultos graves
na fase aguda (desorganizada, com perda da integridade celular e extravasamento do contetdo
citoplasmatico para o espaco extracelular), e a apoptose como modelo principal na fase tardia
(altamente controlada e dependente de um programa genético regulado), em insultos de menor
intensidade; considera-se hoje que o fenotipo de morte celular € um continuum dependente da
disponibilidade de energia, necessaria para a conclusdo dos mecanismos de apoptose com

sucesso. 1251445

Ap0s a fase primaria e com o inicio da reperfusdo, observa-se recuperacdo breve do
metabolismo aerdbio e reducdo do edema celular citotdxico durante 30 a 60 minutos, 2111346
Segue-se a fase de laténcia, descrita como um periodo de janela terapéutica*314212246 cyja
duracdo em modelos animais demonstrou ser de aproximadamente 6 horas”1421:2246 g durante
0 qual estratégias neuroprotetoras podem prevenir ou reduzir as consequéncias do dano
cerebral>t31% que se institui progressivamente apos a lesdo estabelecida pelo insulto inicial.
Esta fase carateriza-se por uma reacao inflamatoria pos-isquémica que envolve a libertacdo de
citocinas, interleucinas e alguns fatores de transcricdo, exercendo efeitos neuroprotetores,

antioxidantes e antiapoptoticos.!18

A extensdo temporal da inibicdo endégena dos fendmenos oxidativos, e 0 aumento da
oxigenacdo tecidual nesta fase, esta inversamente relacionada com a gravidade do insulto,

podendo durar até 24 horas, segundo estudos de espetroscopia de ressonancia magnética.?

A fase secundaria (Figura 2), também designada faléncia energética secundaria®®??,

sucede a fase latente na EHI moderada ou grave® 6 a 48 horas apds o evento hipoxico-
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isquémico®®3! e é descrita por um estado de hiperperfusdo relativa? com faléncia do

metabolismo aerdbio e da fungio mitocondrial?®:11:13:31:46,

Apesar da recuperacdo parcial com a reperfusdo, a deplecdo das reservas de
fosfocreatina e ATP mantém-se?. No entanto, ao contrario da primeira fase, a diminui¢do dos
substratos energéticos nio é acompanhada de acidose cerebral®??, estando a elevagdo do pH
intracelular nos primeiros dias ap6s 0 nascimento associada a maior risco de mortalidade e
sequelas neuroldgicas?. Clinicamente, é na fase secundaria que tém inicio as convulsdes®34®,

resultantes do edema cerebral citotdxico.211:13:31.46

A producédo de citocinas pro-inflamatérias pelas células da microglia € notavel nesta
fase e a disfuncdo mitocondrial ¢ carateristica®1®, sendo responsavel pela libertagdo citosdlica
de sinais mitocondriais pro-apoptéticos. De facto, a manutencdo da excitotoxicidade, stresse
oxidativo, inflamacdo e, por fim, da apoptose estdo na base da faléncia energética

secundaria.>111422

A apoptose (considerada 0 mecanismo mais importante de morte celular na EHI em
resposta ao stresse oxidativo e excitotoxicidade)'® ocorre por vias caspase-dependentes
(intrinseca ou extrinseca) ou independentes™?23147 A via intrinseca, mitocondrial ou mediada
pelo citocromo c, depende do aumento da permeabilidade mitocondrial e da consequente
libertacdo citoplasmatica de fatores pro-apoptéticos, nomeadamente o citocromo c, a caspase-
9 e o fator indutor de apoptose (AIF).! Nas primeiras 3 a 24 horas ap6s o insulto da-se a ativagio
da caspase-9, que, pela sua atividade proteolitica, cliva e converte a procaspase-3 em caspase-
3 ativa, 6 a 48 horas ap06s o insulto. A caspase-3, efetora, promove a protedlise de proteinas do
citoesqueleto e enzimas fundamentais a sobrevivéncia celular, iniciando a fragmentacao nuclear
e outras alteraces citomorfoldgicas tipicas da apoptose.! A via extrinseca ndo depende de sinais

mitocondriais, sendo antes regulada pela ligacdo de citocinas pré-inflamatorias ao recetor
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membranar de morte celular Fas.! Desta ligac&o resulta a ativacio da caspase-8, que leva por
sua vez a ativagio da caspase-3, com um curso posterior comum & via intrinseca.>'® A via
independente de caspases € mediada pelo AlF, que, enquanto regulador intrinseco positivo da
apoptose, migra para o nlcleo e induz a condensacdo da cromatina e fragmentacdo do acido

desoxirribonucleico (ADN).!

Tém sido descritas diferencas importantes dependentes do género entre estas vias, que
se refletem na compreenséo dos mecanismos de les&o cerebral.>! Enquanto no género feminino
a apoptose depende maioritariamente da via intrinseca, a excitotoxicidade parece exercer um
papel lesivo mais preponderante nos neuronios de individuos do género masculino, sendo
responsavel pela ativacdo preferencial de vias associadas ao AIF.14" Estes dados influenciam
necessariamente o desenvolvimento de estratégias de neuroprotecdo dirigidas e a interpretacdo
da sua eficcia, podendo no futuro traduzir-se em protocolos distintos e necessidade de

otimizago das terapéuticas entre géneros.1:3147

Embora na literatura fossem classicamente consideradas apenas duas fases na
patogénese da EHI, ha evidéncia de que, apesar da recuperacao parcial do metabolismo aerébio,
existem mecanismos patoldgicos, denominados coletivamente por faléncia energética ou fase
terciaria (Figura 2), que se mantém ativos semanas a anos ap6s o insulto hipdxico-
isquémico.2>%12 Nestes incluem-se a ativacdo persistente de recetores das vias de
inflamac&o?>!2, gliose*® e alteragBes epigenéticas®>>!2. Na dependéncia da inflamagéo
mantida?, ha nesta fase perpetuacdo da lesdo por disfuncdo da neurogénese®!?, crescimento

axonal>'? e sinaptogénese®*?, com remodeling das areas atingidas®.
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Tratamentos neuroprotetores

SO compreendendo intimamente as vias moleculares envolvidas na lesdo cerebral
perinatal é possivel delinear intervenc@es terapéuticas capazes de atuar especifica e eficazmente
sobre 0s mecanismos lesivos.>*>4 Exemplo particular da aplicabilidade clinica do
conhecimento fisiopatologico é o aproveitamento da resposta neuroprotetora enddgena na fase
de laténcia da EHI como janela terapéutica para a instituicdo de medidas neuroprotetoras no

periodo pos-natal.

Apresentam-se de seguida as principais intervencdes e agentes farmacoldgicos usados

na préatica clinica para neuroprotecéo perinatal ou em estudo para aplicacdo futura.

Hipotermia induzida

Desde os anos 60 do século XX"!, a hipotermia tem sido estudada como estratégia
neuroprotetora na lesdo cerebral neonatal com o objetivo de potenciar a resposta endogena? e
limitar a neurotoxicidade da hipoxia-isquémia’??, demonstrando-se segura e eficaz na redugéo
da mortalidade e sequelas neuroldgicas em recém-nascidos de termo com EHI moderada a
gravel3679.111418202146 perante esta evidéncia em estudos pré-clinicos e clinicos e dada a
inexisténcia de outras intervencgdes disponiveis para além dos cuidados de suporte, a hipotermia
induzida é atualmente a Unica terapéutica neuroprotetora p6s-natal disponivel, assumindo-se

como tratamento de eleicdo nestas condigdes em paises desenvolvidos,!911.12.15.16.20,31,40,46.47.49

O programa pioneiro de hipotermia induzida na EHI em Portugal foi iniciado em 2009
no Hospital de Santa Maria, em Lisboa, seguindo um protocolo (Tabela 7) de acordo com 0s
critérios de inclusdo e exclusdo aplicados nos estudos multicéntricos que determinaram a
eficacia deste tratamento®®, & semelhanca dos apresentados no Consenso Nacional de

Hipotermia Induzida publicado em 20123, Nos primeiros dois anos de experiéncia deste
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programa, a incidéncia combinada da mortalidade e sequelas neuroldgicas nos recém-nascidos
tratados foi de 50%, dos quais 38% apresentavam encefalopatia grave a admissédo. As taxas de

mortalidade global e de sequelas neuroldgicas foram de 15 e 41%, respetivamente.®

Critérios para tratamento com hipotermia induzida

Avaliacao Recém-nascido > 36 semanas de gestacéo e < 6 horas de vida na altura
inicial da referenciagdo

Evidéncia de asfixia perinatal (pelo menos 1 de):
indice de Apgar <5 aos 10 minutos; necessidade de manobras de
reanimacao aos 10 minutos; pH < 7,0 na primeira hora de vida; défice
de bases > 16 mM na primeira hora de vida
Critérios de +
incluséo Clinica de encefalopatia moderada/grave ou convulsdes:
Alteracdo do estado de consciéncia; hipotonia generalizada ou focal;
diminuigdo dos reflexos primitivos; convulsdes
+
Alteragéo na atividade de base ou convulsdes no aEEG

Critérios de Malformacdes congénitas major
exclusao Necessidade de cirurgia nos 3 primeiros dias de vida
(relativos) Auséncia de vaga nos centros de tratamento

Tabela 7 — Critérios para tratamento com hipotermia induzida. Baseado em Robertson, 2012, “Hypoxic-
ischaemic brain injury”; Graga et al,, 2012, “Hipotermia induzida no tratamento da encefalopatia
hipoxico-isquémica neonatal. Consenso Nacional”; e Sampaio et al., 2012, “Hipotermia induzida na
encefalopatia hipoxico-isquémica: experiéncia do Servigo de Neonatologia do Hospital de Santa Maria”.

aEEG - eletroencefalograma de amplitude integrada.

Estdo descritas duas metodologias de aplicacdo de hipotermia: seletiva, com
arrefecimento craniano exclusivo (selective head cooling - SHC), e global, dirigida a todo o
corpo (whole body cooling - WBC), tendo ambas se mostrado eficazes.®* Contudo, a
hipotermia global é mais frequentemente usada'®, dado o seu custo reduzido e facilidade de

aplicagdo em comparagio com a seletiva®.
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Conforme esquematizado na Figura 3, a fase de inducdo corresponde ao inicio da
hipotermia induzida, recomendado nas primeiras 6 horas de vida.}®°%2! Mantém-se depois
uma temperatura média retal ou esofagica de 33,5°C'* por 72 horas (fase de manutenco), a
que se segue o reaquecimento durante pelo menos 4 horas, habitualmente a 0,1 a 0,4°C por hora,
até a temperatura atingir os 36,5 a 37°C, independentemente da evolucéo clinica® (fase de
reaquecimento)®>®®. A monitorizacdo da temperatura deve ser assegurada para evitar
temperaturas demasiado baixas durante o tratamento e garantir a auséncia de febre apds o

reaquecimento.t
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Figura 3 — Fases da hipotermia terapéutica — indugdo, manutencdo e reaquecimento. Adaptado de

Robertson, 2012, “Hypoxic-ischaemic brain injury”.

Para além disso, por exigir sedacdo, suporte cardiovascular e ventilagdo mecanica, entre
outras medidas?, trata-se de uma técnica invasiva e implica portanto a existéncia de centros

diferenciados de cuidados intensivos neonatais?.
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Ainda que seja uma estratégia terapéutica estabelecida e com resultados comprovados,
muitos dos mecanismos moleculares subjacentes ao uso da hipotermia induzida ndo estéo

esclarecidos.” 12! Contudo, sdo-lhe atribuidos diversos efeitos, resumidos na Tabela 8.

Efeitos da hipotermia induzida

Antiapoptdticos Diminuigdo dos niveis de caspase-3

Ativacao de células da glia e producgéo de

Anti-inflamatori itoci
t amatorios citocinas e NO

Aumento da afinidade da hemoglobina para

Antioxidantes 0 oxigénio; inibicio da formagio de ROS

Modulacdo da sintese, libertacdo e
recaptacdo de neurotransmissores
excitotoxicos; reducdo da fosforilacdo e
ativacdo do recetor NMDA

Anti-excitotoxicos

Manutencdo dos niveis intracelulares de
fosfocreatina e ATP; diminuicdo de 5-7% do
consumo energético por cada grau de
temperatura corporal reduzido

Reducdo do metabolismo cerebral

Tabela 8 — Efeitos terapéuticos da hipotermia induzida. Baseado em Hassell, 2015, “New horizons for
newborn brain protection: enhancing endogenous neuroprotection”; Ma, 2012, “Therapeutic
hypothermia as a neuroprotective strategy in neonatal hypoxic-ischemic brain injury and traumatic brain
injury”; Fleiss, 2015, “Inflammation-induced sensitization of the brain in term infants”; Yildiz, 2017,
“Neonatal hypoxic ischemic encephalopathy: an update on disease pathogenesis and treatment”; Lobo,
2013, “Hypothermia and xenon: novel noble guardians in hypoxic-ischemic encephalopathy?”;
Sampaio, 2012, “Hipotermia induzida na encefalopatia hipdxico-isquémica: experiéncia do Servico de
Neonatologia do Hospital de Santa Maria”; Rees, 2011, “The biological basis of injury and
neuroprotection in the fetal and neonatal brain”; Pietrini, 2012, “Neuroprotection and hypothermia in
infants and children”; Shea, 2015, “What can you do to protect the newborn brain?”; Colver, 2014,
“Cerebral palsy”; e Titomanlio, 2015, “Pathophysiology and neuroprotection of global and focal

perinatal brain injury: lessons from animal models”.

A hipotermia induzida, como a maioria dos agentes pos-natais estudados neste trabalho,
é iniciada durante a fase latente, habitualmente até as 6 horas apds o insulto hipdxico-isquémico,

por este constituir o periodo de oportunidade Otimo para potenciar os seus efeitos
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neuroprotetores, conforme exposto previamente,’ 141521224647 De facto, na presenca de
convulsdes, carateristica clinica da fase secundaria da EHI, estd demonstrada menor eficacia da
hipotermia.® Registam-se efeitos mais positivos no neurodesenvolvimento quando a hipotermia
é iniciada nas primeiras 3 horas apés insulto hipéxico-isquémico®®, sugerindo maior efeito

neuroprotetor quanto mais precoce o seu inicio®.

Inimeros estudos publicados corroboram o potencial neuroprotetor da hipotermia,
demonstrando a sua seguranca'*?! e eficacia, com reducéo significativa do risco de morte e
sequelas neurologicas aos 18 meses de idade nas criancas com EHI moderada a
gravel®7914202146 porém o estudo CoolCap, aplicando SHC, apresentou resultados benéficos
apenas na EHI moderada, tendo sido observados resultados equiparaveis noutros estudos com

aplicacdo de WBC e efeitos positivos extensiveis a EHI grave.®!!

Quanto aos efeitos terapéuticos da hipotermia a longo prazo, surgem dados
contraditérios. Um estudo ndo registou diferenca significativa nas alteracdes do
neurodesenvolvimento em criangas aos 6-7 anos de idade tratadas com hipotermia induzida no
contexto de EHI.%! No entanto, outros demonstraram recentemente que o tratamento da EHI
com WBC se associa a melhoria dos resultados cognitivos aos 6-7 anos de idade, sugerindo a
manutenco dos efeitos benéficos desta estratégia a longo prazo.***® Também o estudo TOBY
(TOtal Body hYpothermia) revelou reducéo do risco de paralisia cerebral aos 18 anos de idade,
com melhoria dos indices de neurodesenvolvimento no grupo tratado com hipotermia

induzida.®!

Embora controversas, a infecdo sistémica grave, coagulopatia pré-existente e faléncia
multiorgénica sdo consideradas contraindicagdes a instituicdo de hipotermia induzida.?! Porém,
a Ultima ndo deve ser considerada nestes doentes, dada a elevada frequéncia de faléncia

orgénica no contexto da sindrome pos-asfixia.?
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Quanto aos efeitos adversos da hipotermia, a maioria € apenas referida teoricamente,
incluindo aumento do risco de infecdo?!, hipovolémia®!, distdrbios hidroeletroliticos?,
particularmente  hipocaliémia®,  trombocitopenia e  coagulopatia  ligeiras:>"?140,
insulinorresisténcia com hiperglicémia?!, aumento da amilasémia®® e alteracdes na excrecgéo e
metabolismo de farmacos®?!. Alguns destes farmacos (nomeadamente inotrépicos, opiaceos e
anticonvulsivantes) sdo frequentemente administrados aos recém-nascidos em unidades de
cuidados intensivos (UCI), pelo que as suas doses devem ser ajustadas. Para tal, € necessario
investigar a sua farmacocinética e dinamica e criar guias de tratamento adaptados a hipotermia

induzida.?

A hipotermia pode induzir bradicardia sinusal”?° e diminuic&o do débito cardiaco, no
entanto a reducdo da taxa metabdlica associada permite habitualmente equilibrar de forma
compensatoria o aporte dos substratos e as necessidades dos tecidos?:. Assim, na presenca de
hipovolémia corrigida com administracdo adequada de volume, a temperatura atingida na
hipotermia induzida ndo influencia a contratilidade miocardica nem causa hipotensdo, ao

contrario do que ocorre com temperaturas corporais inferiores a 30°C.%

As complicaces descritas sdo no geral facilmente ultrapassaveis em UCI* e com a

elevagéo lenta da temperatura em 1 ou 2°C3?, exigindo no entanto controlo apertado.

Apesar dos claros beneficios da hipotermia induzida, sdo inimeras as limitacdes desta

estratégia terapéutica que restringem o seu uso a uma populacgéo selecionada.

Estudos clinicos em adultos e modelos pré-clinicos neonatais descrevem-na como
ineficaz, e possivelmente prejudicial, na presenca de inflamagc&o/infecdo.2®4° Também nos
recém-nascidos com < 36 semanas de gestacio, a hipotermia esta contraindicada.>2%°051 Além
disso, 0s riscos mesmo com hipotermia ligeira em grandes prematuros podem superar

significativamente os beneficios hipotéticos.*°
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O uso da hipotermia terapéutica em paises subdesenvolvidos, nomeadamente na Africa
Subsaariana, associou-se a maior mortalidade neonatal, provavelmente pela incidéncia elevada
de intercorréncias infeciosas nas criangas com EN e pela inexisténcia de unidades diferenciadas

que apliquem e monitorizem corretamente esta técnica.?

Assim sendo, embora a hipotermia induzida constitua um avanco significativo no
tratamento da EHI em recém-nascidos de termo nos paises desenvolvidos, um ndmero muito
elevado de casos de EHI moderada a grave (40 a 50%) ndo sobrevive ou mantém défices
motores, sensoriais e cognitivos importantes.1-212131518-204647 Dada a necessidade pertinente
de outras opc¢oes terapéuticas, varios agentes potencialmente neuroprotetores tém vindo a ser
testados em conjunto com a hipotermia com vista a potenciar mutuamente os seus efeitos.>
6.9.11,12,14,15,18-204046-50 Entre as intervencdes em estudo, destacam-se a melatoninal->1215:18:40.50

e a eritropoietinal->1214.1518.20233140.48.52 "antre gutras abordadas posteriormente.

Atendendo a variabilidade reduzida dos protocolos de hipotermia aplicados nos ensaios
clinicos publicados, o inicio, intensidade e dura¢do Otimos, bem como a seguranca da
hipotermia em recém-nascidos quase-termo, ndo estdo estabelecidos.!>"112147 Encontram-se,
por isso, em curso varios estudos para avaliar e otimizar a eficacia da hipotermia: com inicio
entre as 6 e 24 horas ap6s o parto, de longa duracdo (durante 96 a 120 horas) e maior intensidade
(temperaturas de 32°C)1%, e em recém-nascidos com EHI entre as 33 e 35 semanas de gestagao®.
Contudo, um ensaio clinico recente foi interrompido precocemente devido ao aumento de
mortalidade possivelmente associado a hipotermia mais profunda ou prolongada ou ambas.*°
Sao ainda importantes estudos de seguimento para comparar os beneficios e efeitos adversos

da hipotermia de corpo inteiro face a seletiva a longo prazo.?**
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Sulfato de magnésio

O magnésio € o quarto catido mais abundante no corpo humano® e o segundo no meio
intracelular®. Principalmente presente no o0sso, células musculares e tecidos moles, é
minoritariamente representado no fluido extracelular, sob as formas ionizada, ativa, e nao-

ionizada, sendo a nutricio a sua fonte principal 3>

Estd envolvido em diferentes processos celulares, nomeadamente na sintese
proteica? 2635365335 = gjchlise?>2526:3536:55 - fosforilagdo oxidativa?> 226365 metabolismo
lipidico?® e dos &cidos nucleicos?32>26353655  manutencdo da integridade da membrana
plasmatica®®2°26353655 @ excitabilidade neuromuscular®¢, e as suas concentracdes estdo
sujeitas a um controlo homeostatico estreito, cujos mecanismos, embora pouco conhecidos,
julga-se envolverem a paratormona e a modulagédo da sua absorcéo gastrointestinal e excrecéo

renal®.

Utilizado como agente terapéutico em varias especialidades médicas'?3®, também no
ambito da obstetricia 0 magnésio, na forma de sulfato de magnésio (MgSQa.), foi usado durante
décadas na prevencdo da progressdo de pré-eclampsia para eclampsia?®35385657  como
anticonvulsivante de primeira linha no contexto de eclampsia?%232934-36:5657 o como
tocolitico?®3436:42:48.56 ac30 que hoje ndo Ihe é reconhecida, embora continue a ser prescrito em

VArios pal'se523,35—37,42,44,54,56_

Ensaios clinicos que pretendiam avaliar a eficacia do MgSQOa na tocolise e no tratamento
da pré-eclampsia foram os primeiros a assinalar o seu efeito neuroprotetor3#3¢5:5 confirmado
em estudos posteriores que conduziram ao desenvolvimento de indicagfes formais para a sua
administracdo com este intuito. Assim, a neuroprotecdo constitui atualmente um dos usos

obstétricos mais relevantes do MgSQ,.810:13.20.27-29,31,34-44
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Ao atravessar rapidamente a placenta, a concentracdo fetal sérica de MgSO4 aumenta
na primeira hora apos administracido materna®>%-374055 o que o torna um agente terapéutico

viavel para neuroprotecdo antenatal.

O seu modo de agdo n3o é, contudo, totalmente compreendido®10:15:18:37.:44,51.57

, uma vez
que as concentragdes in vivo necessarias para a neuroprotecdo sao inferiores as responsaveis
pela ativacdo de alguns dos mecanismos que estdo na base destes efeitos e que sdo descritos de

seguida®™>e,

Sabe-se que 0 MgSO4 tem efeitos em varios tipos celulares®’ e diversos mecanismos
podem explicar o seu potencial neuroprotetor na lesdo cerebral perinatal. Atua no SNC como
antagonista ndo competitivo dos recetores NMDAS810.12,1518,23.25.26,34,36,37,40.47:48,53,56
aumentando o limiar convulsivo e prevenindo convulsdes®**®3 razdo pela qual é o agente de
escolha na prevencdo e tratamento da eclampsia®®®’. Ao diminuir a ativagdo destes e por
bloguear também os recetores membranares de calcio dependentes da voltagem, reduz o influxo
de célcio nas células cerebrais e os processos deletérios associados®?3:25:26:3537.40.47,53,55,56
levando consequentemente a vasodilatacdo, aumentando o fluxo sanguineo cerebral e anulando
ou atenuando os efeitos da hipoxia-isquémia nestes tecidos®2>:2934:35.37.405155 " Qutros dos seus
efeitos hemodindmicos incluem a estabilizacdo da pressdo arterial no feto e recém-
nascido.>3-°157 Por apresentar efeitos anti-inflamatérios, ao inibir a producéo de citocinas
inflamatorias®818.25:36374051.5557 "o antioxidantes, ao reduzir os radicais livres®925:3436375557
diminui a apoptose nos cérebros fetal e neonatal®®%’, na EHI e nas doencas inflamatérias da
gravidez®>*. O MgSOys inibe ainda a agregacio plaquetar'®3’ e aumenta a deformabilidade dos
globulos vermelhos, permitindo o aumento do fluxo sanguineo na artéria umbilical e nos vasos
cerebrais fetais®’. Para além disso, inibe a produgio de NO nos neurdnios apds privagio de

oxigénio e glicose®***" e reduz a ativacio da caspase-312.
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Em modelos animais de leséo cerebral hipoxico-isquémica foi demonstrado que os pré-
oligodendrdcitos expostos a MgSO4 apresentam maior resisténcia ao insulto e maior taxa de
diferenciacdo em oligodendrdcitos, contribuindo para a mielinizagédo e protecdao da substancia
branca em desenvolvimento.>%2” Por outro lado, a auséncia de protecio do MgSO4 em
oligodendrocitos maturos ajuda a compreender a sua utilizacdo como agente neuroprotetor

apenas no parto pré-termo.®

Apesar de dados de 5 ensaios clinicos randomizados serem aparentemente
contraditérios (resumidos no Anexo 1), uma meta-analise mostrou que o tratamento antenatal
com MgSO4 em recém-nascidos pré-termo ndo apresenta efeito significativo na mortalidade
pediatrica total, uma vez que, nos estudos em que se registou aumento desta, 0 MgSQO4 era usado
como tocolitico (MagNET) ou anticonvulsivante materno (MAGPIE), estando estas mortes
relacionadas com condi¢Bes independentes do tratamento.'®** A mesma meta-analise revelou
que o MgSO; antenatal reduz significativamente a incidéncia de paralisia cerebral (reducéo
relativa do risco em 32%°°) e de disfungdo motora substancial em sobreviventes de parto pré-
termo antes das 32 semanas®1023252629.34-37.434448515557-59 " nmero médio de doentes
necessario tratar para prevenir um caso de paralisia cerebral foi de 63262435155 varigvel entre
estudos®®3” e consoante a idade gestacional®*%’, e para prevenir combinadamente morte ou

paralisia cerebral foi de 42,

Com base nestes ensaios clinicos, foram introduzidas em 2010 as primeiras
recomendacdes internacionais, norte-americanas (publicadas pelo American College of
Obstetricians and Gynecologists — ACOG) e australianas, para o uso de MgSOs4 como
neuroprotetor em grandes prematuros, 1029337404357 No entanto, enquanto as recomendagdes
do ACOG ndo definem uma dose ou idade gestacional para a instituicdo desta

terapéutical®?®363" as australianas restringem o uso de MgSO4 a mulheres em risco de parto
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iminente antes das 30 semanas de gestacdo, contestando os seus beneficios nas gestacdes mais

tardias®®.

Mais recentemente, organismos de outros paises, como o Reino Unido, adotaram as

recomendacdes australianas®, apresentadas na Tabela 9.

Australian Clinical Practice Guidelines for antenatal magnesium sulphate prior to

preterm birth for neuroprotection of the fetus, infant and child

Parto antes das 30 semanas de gestacdo, planeado (se possivel iniciar a
administracdo 4 horas antes do parto) ou esperado em 24 horas,
independentemente da causa, pluralidade, paridade, tipo de parto ou
corticoterapia antenatal.

Indicacao

Infus&o intravenosa de MgSQO4 — dose de carga de 4g (durante 20 a 30 minutos)
Regime + dose de manutencdo de 1g/h até ao parto ou durante 24 horas.
Se o0 parto ndo ocorrer em 24 horas, mas continuar iminente, considerar repetir.

Se necessario parto urgente por comprometimento materno ou fetal, ndo adiar o parto para
administrar MgSOa.

Tabela 9 — Recomendagdes australianas da administragdo antenatal de MgSO4 para neuroprotecéo
perinatal. Baseado em Doyle, 2012, “Antenatal magnesium sulfate and neuroprotection”; Oddie, 2015,
“Antenatal magnesium sulfate: Neuro-protection for preterm infants”; Jacquemyn, 2015, “The use of
intravenous magnesium in non-preeclamptic pregnant women: fetal/neonatal neuroprotection”; e
Crowther, 2013, “Working to improve survival and health for babies born very preterm: the WISH

project protocol”.

As recomendacdes da Organizacdo Mundial da Saude®®* e da Society of Obstetricians
and Gynaecologists of Canada'®?®%" para a prevencdo da morbimortalidade devido a
prematuridade sdo sobreponiveis as anteriores, mas, em vez das 30 semanas, recomendam 0
uso de MgSO4 antes das 32 semanas de gestacdo perante parto iminente ou planeado. As
recomendacdes canadianas estabelecem ainda a necessidade de interromper a tocélise quando

se inicia a administracdo de MgSOa, enquanto as restantes nao excluem esta combinagéo.®’
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Numa tentativa de esclarecer em que idades gestacionais 0 MgSQO4 exerce maior efeito
neuroprotetor eficaz®, a posologia ideal'®2°%:3’ a duracéo 6tima de administragdo e o melhor
acompanhamento das gravidas e recém-nascidos estdo em desenvolvimento diversos ensaios
clinicos (IRIS, AMICABLE e MAGENTA)®. Também o estudo MASP se encontra em curso para
determinar a magnitude do efeito do MgSO4 na lesdo cerebral perinatal.®” E ainda essencial
reavaliar os sobreviventes dos ensaios atuais com MgSOgs, pelo menos na idade escolar, para
investigar os seus efeitos motores e cognitivos a longo prazo, ndo devidamente

conhecidos.2°:36:44

Quanto aos efeitos adversos da administracdo sistémica de MgSOQs, estdo descritas
reagbes maternas, facilmente controlaveis®, que dependem sobretudo do seu efeito
vasodilatador periférico?>26:°5% e incluem sensacéo de calor?>26:3655%8 flyshing facial®®26:36:54-
%638 sudorese?6:345556 ¢ jrritacio cutanea e dor no local de administragdo intravenosa?:343¢,
Néusea325'26'34'54'56'58, vémit0525*26'34*55~56'58, cefaleia325*26'54'58, palpita96e325'55'58 e visio turva26'54
sdo efeitos dependentes da dose e velocidade de infusdo?>®°. Também se regista um aumento
de 50% no risco de hipotensdo e taquicardia.?®**° Para além destas, ndo estdo descritas outras
complicacdes como mortalidade materna, hemorragia pos-parto grave ou aumento da taxa de
cesarianas?*; apesar disso, em doses elevadas, como as usadas na pré-eclampsia®’, o magnésio

pode causar fraqueza muscular e depresséo respiratoria?>36-55°6:8

Nos recém-nascidos, a hipermagnesiémia pode teoricamente provocar hipotonia e
depress&o respiratdria por bloqueio da entrada de calcio nas células.?263740%6 No entanto, ndo
se regista maior risco de mortalidade fetal ou neonatal®’, de depressdo respiratoria ao
nascimento, nem aumento da necessidade de ressuscitacdo em grandes prematuros apos

exposicao antenatal a MgSO4%.
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Por outro lado, a administracdo materna prolongada de MgSO. intravenoso reduz o
calcio sérico e causa consequentemente osteopenia e fraturas 6sseas na mée e na crianca, razao
pela qual ndo é atualmente recomendado o seu uso por mais de 5 a 7 dias.'>¥ O ACOG
aconselha a sua administragio nas menores dose e duragdo possiveis® e uso continuo durante
48 horas no maximo®’, atendendo ao aumento da mortalidade neonatal por HIV associado ao

tratamento prolongado, com doses elevadas, da pré-eclampsia ou na tocolise®”.

Ainda que o tratamento com MgSOs seja por vezes desnecessario, dado o diagndstico
incerto de parto pré-termo, e a sua administracdo exija maior monitorizacdo hospitalar, esta
constitui uma terapéutica altamente custo-efetiva na prevencéo da paralisia cerebral e melhoria

da qualidade de vida em grandes prematuros.*

Apesar da terapéutica antenatal com MgSOs estar atualmente estabelecida no parto pré-
termo, também a eficacia e seguranca do seu uso poés-natal tém sido estudadas na
EH1.513151923405359 yma meta-analise recente que avaliou o tratamento com MgSOs em
recém-nascidos com > 35 semanas de gestacdo na EHI durante as primeiras 24 horas apds o
nascimento ndo reuniu dados suficientes para concluir sobre beneficios nos resultados
neuroldgicos a longo prazo ou na mortalidade, ainda que se verifigue uma tendéncia para
aumento da mortalidade nos grupos tratados com magnésio (provavelmente devido aos efeitos
adversos associados).>181940 Observou-se ainda risco de hipotensdo grave, com interrupgao
precoce de alguns destes estudos.!®1>2 Apesar de ndo ter sido ainda possivel avaliar se o
MgSO; altera a gravidade da EHI, alguns resultados positivos a curto prazo nos exames de
neurodesenvolvimento, neuroimagem e neurofisioldgicos indicam a importancia de estudos

futuros para determinar corretamente os seus beneficios a longo prazo.>!8:19.53

Uma vez que a hipotermia € hoje o tratamento de elei¢do nos recém-nascidos com EHI

moderada a grave, ndo € possivel, por razdes éticas, randomizar doentes para avaliar a
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terapéutica isolada com MgSO4*°, sendo indispensavel desenhar cuidadosamente protocolos

para os estudos futuros nesta area.

No ambito da investigacdo desenvolvida sobre o uso de MgSO4 como adjuvante em
associacdo com hipotermia induzida>®234%5% um estudo recente comparando a terapéutica
combinada com a hipotermia isolada em recem-nascidos de termo e quase-termo com EHI
moderada a grave ndo revelou diferencas significativas a curto prazo entre 0s grupos
(mortalidade, convuls@es, coagulopatia, insuficiéncia renal, hemorragia pulmonar, enterocolite
necrotizante, entre outros). Por outro lado, uma meta-analise descreveu aumento do risco de
mortalidade por hipotensdo e depressdao respiratéria aquando do uso conjunto das duas
estratégias neuroprotetoras®, sobretudo durante infusbes de MgSO4 em bdlus®. Assim, para
compreender se esta associacdo podera acompanhar-se de resultados positivos a longo prazo

s30 necessarios mais ensaios clinicos.?%2

Clampagem tardia do cordédo umbilical

A clampagem tardia do corddo umbilical, também conhecida como transfusao
placentaria, tem sido alvo de interesse cientifico e a sua definicdo sofreu ja alteragGes.>
Atualmente considera-se clampagem precoce ou imediata do corddo umbilical a que ocorre nos
primeiros 15 segundos ap6s a expulsdo fetal durante o parto, variando o tempo da clampagem

tardia entre os 30 segundos e 0s 5 minutos de vida, consoante os autores.>!

Sabendo que o volume sanguineo dos recém-nascidos ao nascimento pode ser
significativamente influenciado pelo momento em que se realiza a clampagem do cordao
umbilical®, o seu adiamento tem sido associado a prevencio da anemia da prematuridade®?,
reduzindo a necessidade de transfusdes de globulos vermelhos®+5:%° e melhorando a pressio

arterial®!, e a diminuicdo da incidéncia de HIV em prematuros até ao primeiro ano de

39



idade®***%°1, Observou-se também reducdo da ocorréncia de sépsis nos recém-nascidos pré-
termo em que foi aplicada esta estratégia.>* Os efeitos neuroprotetores registados em modelos
animais dependem ainda do aumento dos fatores de coagulagio®“° e do niimero de células
estaminais circulantes®*, que poderdo conferir efeitos imunoldgicos e regenerativos adicionais,

proveitosos em morbilidades neonatais diversas®..

No entanto, apesar destes efeitos benéficos, a clampagem tardia do corddo umbilical
aumenta o risco de policitémia®* e hiperviscosidade sanguinea® e de hiperbilirrubinémia3*%?,
com maior necessidade de fototerapia®. Face a estes efeitos adversos, foi realizado um estudo
prospetivo comparando a clampagem imediata e tardia, 30 a 45 segundos apds o0 nascimento,
em prematuros com < 32 semanas de gestacdo, que revelou diminuicdo franca de hemorragia
cerebral e de sépsis no Gltimo grupo, sem alteragdes nos niveis de bilirrubina ou quantidade de
sangue transfundida.®* Outros estudos e meta-analises confirmaram por sua vez os efeitos
benéficos hematoldgicos e fisiologicos da clampagem tardia do corddo umbilical, sem se

associarem a baixos indices de Apgar ou acidose.>

Com base nestes resultados, o ACOG recomenda a clampagem tardia do cordao
umbilical, até 60 segundos, em todos os recém-nascidos pré-termo nascidos antes da 32% semana
de gestacdo.>* Este procedimento deve ser realizado ap6s o inicio das respiragdes, permitindo
o enchimento do leito vascular pulmonar.®® Durante 0 mesmo, o recém-nascido deve
permanecer ao nivel da placenta para otimizar o fluxo gravitacional 3! O ACOG destaca ainda
a investigacdo adicional necessaria para otimizar o momento de clampagem consoante o tipo
de parto (vaginal ou cesariana) e determinar os seus riscos e beneficios na prematuridade

extrema (< 28 semanas de gestacéo).>!

A sua principal limitacio como estratégia neuroprotetora em recem-nascidos

hipoxémicos e com compromisso do estado geral é a frequente necessidade emergente de
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ressuscitagdo, que obriga a clampagem imediata do corddo para atuacio da equipa médica.*
Os efeitos a longo prazo da clampagem tardia em prematuros estdo ainda poucos estudados,
mas num estudo clinico em recém-nascidos de termo e de baixo risco registaram-se melhorias

nos dominios social e motor fino aos 4 anos, particularmente no sexo masculino.®

Melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é uma indolamina enddgena produzida
principalmente pela glandula pineal®®121323242850 o que estqd envolvida na regulacdo e
manutencdo dos ritmos circadianos organicos?8122324285059 " de acordo com a fisiologia de
multiplos sistemas. A sua sintese, envolvendo a transformacdo de triptofano em
serotonina®?3?8, e secrecdo ritmica ocorrem consoante os ciclos de luz-escuriddo ambiental,

atingindo um nivel maximo durante a noite e menores concentracdes diurnas?.

Embora a sua producao tenha apenas inicio no periodo po6s-natal, sendo especialmente
lenta e arritmica nos primeiros 3 meses de vida?, a melatonina materna atravessa facilmente a
placenta, por ser uma molécula lipofilica>'®?8% e atinge a circulagio fetal, expondo o feto
durante a gravidez a concentragdes noturnas elevadas e baixas durante o dia>?®. Ao longo da
gravidez normal, os niveis maternos noturnos de melatonina aumentam progressivamente,
sobretudo das 26 as 32 semanas de gestacdo, normalizando em 48 horas ap6s o parto.?® Nos
recém-nascidos pré-termo, a secrecdo de melatonina sofre um atraso que persiste ap0s correcao

da idade gestacional até aos 8 a 9 meses de idade.?®

As acdes da melatonina relacionadas com o ritmo circadiano sdo mediadas por recetores
especificos (MT1 e MT2)?, mas a mesma hormona exerce outras fungdes de forma dependente

ou independente de recetores, apresentando efeitos
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antiOXidante32'5’6'9’10’12'13’15'18'20'23'24'28'40*48'50’59, antiapoptétiC052’5*9*13'15*18'24’28'40'48'50 e anti-

i anamatéri082’5'8'9'12'15'18'23'24'28'40*47'48'59

Enquanto antioxidante direto, a melatonina, como alguns dos seus metabolitos?,
neutraliza radicais livres?>6:910.12.151820.24.47.50 "antre os quais 0 anido superoxido e o peroxido
de hidrogenio, protegendo as células do stresse oxidativo. No entanto, esta acdo € ampliada
gracas a capacidade da melatonina melhorar a eficiéncia da cadeia transportadora de eletrdes
mitocondrial®®12232448 reforcar a atividade antioxidante da glutationa e das vitaminas C e E?*,
e estimular a expressdo genética?'?2024%8 e ativagdo das mais importantes enzimas
antioxidantes no tecido cerebral, incluindo a superoxido dismutase, catalase, glicose-6-fosfato
desidrogenase e glutationa redutase e peroxidase®°1%1820232428 = Aq contrario de outras
moléculas antioxidantes, a melatonina ndo apresenta efeitos pro-oxidantes paradoxais e ndo

interfere com as agBes tromboliticas ou neuroprotetoras de outros farmacos.?®

A melatonina atua também reduzindo a morte celular por apoptose??4%8, ao limitar a
libertagdo mitocondrial de citocromo ¢, smac e AIF824%° o processamento de pro-IL-1p8 e a
ativacdo das caspases-1 e 31824, Promove o aumento dos niveis de ATP® e a ativaco de vias de
sinalizacio prd-sobrevivéncia celular'®?* gracas a expressdo aumentada de proteinas
antiapoptoticas (Bcl-2 e Bcl-xL) e diminuida de proteinas pro-apoptdticas (Bad e Bax)?.
Exerce o seu efeito anti-inflamatorio, prevenindo a ativacdo e translocacdo do NF-kB para o
nicleo!®>?3242859 a9 [igar-se ao recetor MT12%, preservando a permeabilidade da barreira
hemato-encefalica (BHE)!®?, diminuindo a expressdo de moléculas de adesdo e consequente
migracdo de células inflamatorias circulantes para o tecido lesado?823 e reduzindo os niveis
de citocinas inflamatorias®19?4?8 malondialdeido e NO cerebrais®8202324 a0 inibir as
isoformas neuronal e indutivel da NOS?*. No SNC, a melatonina regista ainda efeitos anti-
excitotoxicos?®, com diminuicdo das concentragbes intracelulares de calcio através da

modulac&o dos recetores neuronais de glutamato e acido gama-aminobutirico (GABA)?.
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Atendendo a estes efeitos biologicos, sabe-se que a transmissdo materna e a producao
enddgena de melatonina sdo fundamentais para o normal desenvolvimento e protecdo do
cérebro imaturo, observando-se elevacao dos niveis plasmaticos de melatonina, 6 a 15 vezes

superiores ao normal, apds um insulto hipéxico-isquémico em modelos experimentais.?

Durante os ultimos anos, a melatonina tem por isso sido considerada uma opgéo
terapéutica para minimizar as sequelas neuroldgicas da lesdo cerebral perinatal e, neste sentido,
varios estudos demonstraram os seus efeitos promissores no tratamento da EH|%581213.1824.50
mas também em condicdes de inflamacio/infecdo perinatal>81318.285059 " ng

prematuridade®%228 ou na sindrome de dificuldade respiratoriat®28,

Para além de poder ser administrada por via intravenosa ou em formulagdes orais®®, a
melatonina atravessa facilmente as barreiras fisiologicas, nomeadamente hemato-placentaria e
encefalica?>9101320.23.2428 - atingindo os compartimentos celulares onde exerce a sua agao.
Apresenta elevada eficicia e, mesmo em concentra¢des supra-fisiologicas (com um largo
intervalo de doses, desde 1,5 a 50 mg/kg®) ou administrada em diferentes momentos (horas a
dias, antes ou depois do evento lesivo®), observa-se baixa toxicidade, ndo estando associada a
efeitos adversos?>913.15.18.202324.284048 o que torna a sua utilizagdo segura. De facto, nenhum
estudo com administracdo ante ou pds-natal de melatonina indicou qualquer complicacao

associada.>?®

Estudos realizados em modelos animais demonstraram a eficicia neuroprotetora da
melatonina na lesdo hipoxico-isquémica, quer administrada antes ou apds o insulto?, com
reducdo do volume do enfarte, da perda neuronal e da peroxidacgdo lipidica, blogueio de vias
apoptdticas, inibicdo da producéo de radicais livres e diminuico da inflamacéo localt220:2440,
com efeitos positivos a longo prazo, observados até a idade adulta®. Também os niveis de ferro

livre, isoprostanos e neuroprostanos, envolvidos no stresse oxidativo e na inflamacao, foram
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reduzidos nos grupos tratados com melatonina?®2¢ limitando a lesdo cerebral secundaria?.
Para além dos efeitos mencionados, a melatonina mostrou reduzir significativamente a ativacéo
da microglia®®+?848 a neoformagcéo de processos astrociticos e a gliose reativa, assinalada pela
reducio da proteina glial fibrilar 4cida®*, e preservar a mielinizacio normal>*24¢ evitando a

lesdo da substancia branca?®, carateristica da prematuridade.

Em modelos experimentais de infecdo perinatal, a terapéutica antenatal com melatonina
(5 mg/kg), prévia a administracdo de lipopolissacarideo (LPS), atenuou significativamente as
respostas inflamatorias associadas ao aumento das citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e
IL-6; a administracdo de melatonina pos-natal (20 mg/kg), 5 minutos apds a de LPS, apresentou
também resultados neuroprotetores ao reduzir a morte de oligodendrdécitos, a lesdo axonal na
substancia branca, a ativacdo das células da microglia e o stresse oxidativo, e ao melhorar a

performance sensoriomotora do grupo tratado.>®

Por ser bem tolerada pela gravida e dadas as suas carateristicas bioquimicas, a utilizagdo
da melatonina enquanto terapéutica neuroprotetora antenatal tem sido ponderada.?>1320.28:48
Para além disso, ndo Ihe sdo conhecidos efeitos teratogénicos.®® Estudos em modelos animais
demonstraram que a administragdo materna de melatonina em baixa dose (0,1 mg/kg/dia) por
mais de 7 dias na fase final da gravidez'®?°, ou apenas administracdo Ginica uma hora antes do
insulto hipoxico-isquémico®?, protege o feto dos efeitos lesivos que possam ocorrer durante o
parto. Também em estudo esta a suplementacdo materna de melatonina com vista a determinar
a sua eficacia na prevencdo de lesdo cerebral em contexto de RCF.248%° No &mbito da
encefalopatia da prematuridade, entre outros estudos, estd em curso um ensaio clinico que
pretende identificar a eficacia e seguranca da administracdo diaria de melatonina durante 7 dias

a recém-nascidos pré-termo para reduzir a lesdo cerebral associada. 28480
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Contudo, atendendo a complexidade da fisiopatologia da lesdo cerebral perinatal,
estratégias sinérgicas (como a associagdo entre hipotermia e outros agentes terapéuticos) tém
sido testadas com vista a otimizaco da neuroprotecio.®?+314050 A este respeito, a terapéutica
combinada de hipotermia induzida com a administracé@o intravenosa de melatonina, testada em
recém-nascidos com EHI moderada a grave, mostrou potenciar o efeito da WBC, otimizando o
metabolismo de energia cerebral'>?**® e reduzindo o stresse oxidativo, e melhorou a
sobrevivéncia, com resultados favoraveis no neurodesenvolvimento aos 6 meses®>%1840 Esta
associacdo demonstrou ainda diminuir as alteracdes da substancia branca cerebral e a incidéncia

de convulsdes nos recém-nascidos tratados.*°

Também a combinacdo de melatonina com outros potenciais agentes neuroprotetores,
nomeadamente topiramato>'® ou sulfato de magnésio'®?, tem sido avaliada em modelos

animais apo6s insulto hipdxico-isquémico, mostrando limitar o volume da area lesada.

Gragas a sua aparente eficacia em recém-nascidos pré-termo?>10132839.40485059 o (g
termo?>13:394850 3 melatonina surge como um agente neuroprotetor atrativo, natural e n&o
toxico, atendendo aos resultados favoraveis enquanto terapéutica isolada®°1218.20.23404850 g
combinada?®>91218.20.2324404850 " No entanto, a sua absorcdo oral variavel® (sobretudo em
condicBes de asfixia ou hipotermia), a rapida metabolizacdo e as diferencas no seu perfil
farmacocinético?24+?® (a meia-vida da melatonina em recém-nascidos ¢ de 15 horas, enquanto
em adultos varia de 45 a 60 minutos?¥), destacam a relevéncia da investigagdo clinica antes da
entrada da melatonina na prética diaria, de forma a obter informacdo concreta quanto a via,
duracdo da administracdo e dose Otimas®>'>24%0 para atingir um efeito maximo sem

dessensibilizar os recetores de melatonina?.

Entre todos os agentes em estudo, a melatonina € o que relne maior interesse e €

considerado o mais promissor?12131848 ne|a sua eficacia neuroprotetora independentemente da
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idade gestacional e perfis farmacocinético e de seguranca adequados a administracdo ante e

pos-natal, sendo expectavel o seu uso clinico no futuro breve.

Eritropoietina

A eritropoietina é uma glicoproteina enddgena, mais conhecida pela sua acdo central na
eritropoiese®910:123031,51.5257.59-63 produzida primariamente pelas células de revestimento dos
capilares peritubulares renais®® ap6s o nascimento, a sua sintese no periodo fetal é
maioritariamente hepatica®3°2, A eritropoietina é também sintetizada no pancreas® e no
cérebro, por neurdnios, astrocitos, oligodendrocitos e células da microglia®®1223:31:47.5263
estando descrito o seu papel como fator de crescimento e agente neuroprotetor no SNC em
desenvolvimento?1218.30314851,5257.6364 - para além das células capazes de sintetizar
eritropoietina, também as células endoteliais expressam variavelmente recetores membranares
de eritropoietina (EpoR), 0 que suporta a sua funcdo como hormona com ac¢do autdcrina e

paracrina no SNC.23052

E atualmente usada como terapéutica segura e eficaz na anemia da

prematuridade®20:5159-6163 diminuindo as necessidades transfusionais®!°.

A hipodxia atua como principal estimulo para a sintese de eritropoietina.®! No cérebro,
este processo é mediado pelo fator de transcricdo hypoxia-inducible factor 1 (HIF-
1)25121518315284  que aumenta simultaneamente a expressio dos EpoR nas varias
células>>6:1215.23304864 " HIF-1 promove ainda a ativagio de genes que codificam enzimas
glicoliticas®, transportadores membranares de glicose*®®? e fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF)!213184852 responsaveis pela adaptagdo metabolica e aumento do aporte
celular de oxigénio em condicdes de disponibilidade reduzida®. No SNC, para além da hipoxia,

outros estimulos como hipoglicémia, insulina, ROS e citocinas pré-inflamatorias ativam o HIF-
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1.5284 O papel do HIF-2, que atua como principal fator regulador noutros tecidos, é pouco claro

no SNC.%

Habitualmente, a acdo da eritropoietina depende da sua ligacdo a dois recetores com
formacdo de um homodimero que ativa a tirosina cinase (JAK2) associada ao recetor e
subsequentemente multiplas cascatas de sinalizacdo intracelular, incluindo a ativacdo de
STAT5>13304852 o NF-kB'*%2 que se deslocam para o nicleo e atuam como fatores de
transcricdo para genes antiapoptoticos (nomeadamente Bcl-2183164 ¢ Bcl-xL3Y), e reducio da
expressio de fatores pro-apoptoticos (como o Bax'®). Para além do efeito antiapoptotico, a via
mediada pelo NF-kB é responsavel pela producdo de células estaminais neurais.>?> Contudo,
embora controverso, pensa-se que o efeito neuroprotetor da eritropoietina é mediado por um
recetor distinto, heterodimérico, com menor afinidade para a eritropoietina que o recetor

homodimérico, presente maioritariamente nos precursores eritroides.>>%

Estudos in vivo e in vitro revelaram que a eritropoietina melhora a sobrevida celular por
exercer a(;ﬁes antiapoptétiCa82'5'6'9'10'12'13'18'20'23'30’31'41'47’48'51'52'57'59'63'64 anti-
inﬂamatéri3.52'5'6'9’10’12’15’18’20’23’30’31’41’48'51'52’57’61’63’64, antiOXidante52'5'12*15*18'23*30'31'48'51'52'57'59'64 e
neurotréficast®1%20:31.5257.59 "a nor promover o normal desenvolvimento e recuperacéo da lesdo

cerebral a longo prazo, através da estimulagio da oligodendrogénese?31405264

neurogénese?56:9,10.13152023.3031 404147485152 ¢ angiogénese?591315.2030314047485261 (Figura 4),

A eritropoietina atua como antioxidante estimulando a expresséo e ativacdo de enzimas,
como a superoxido dismutase, catalase, glicose-6-fosfato desidrogenase e glutationa
redutase.'®%® Diminui também o ferro livre circulante®23393148 enyolvido na producédo de
radicais livres, ao promover a sua utilizacdo na eritropoiese, apresentando um efeito

antioxidante indireto. Gracas as suas propriedades anti-inflamatorias, previne a elevacao tardia
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de citocinas pro-inflamatorias'®233964 e a infiltragdo lesional por neutréfilos®®. Para além dos

efeitos antiapoptoticos descritos, a eritropoietina inibe a ativagdo das caspases. 84

Os seus efeitos neurotrdficos sdo evidentes ao estimular o crescimento axonal*®%2%4 e g
formacdo de dendrites, modular os niveis intracelulares de calcio e a sintese e libertacdo de

neurotransmissores e promover a diferenciagdo neuronal de células progenitoras®?.

Efeitos agudos

Neurotrofico ‘ ‘ Anti-inflamatério ‘ ‘ Antiapoptético ‘ ‘ Antioxidande
Aumento da A'r:{ iy a8
sobrevida celular E&'s

\<. & 74

Efeitos a longo prazo

Eritropoiese Angiogénese Oligodendrogénese || Neurogénese
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Figura 4 — Efeitos neuroprotetores da eritropoietina. Adaptado de Juul et al., 2015, “Erythropoietin and

Neonatal Neuroprotection”.

Apesar da elevacdo dos niveis de eritropoietina surgir como resposta tecidular
neuroprotetora enddgena a hipdxia?, é necessario que o estimulo se prolongue durante horas
para que este mecanismo opere®!. Assim, atendendo a que a interrupgdo breve da perfusio
cerebral pode ser insuficiente para ativar a sua producao enddgena, a administracdo exdgena de
eritropoietina, ou formas recombinantes, comegou a ser estudada como estratégia de

neuroprotecéo perinatal 312

Uma vez que a eritropoietina ndo atravessa a placenta, a terapéutica antenatal ndo é uma
opcao.r>2%48 por outro lado, apesar de cruzar a BHE, cuja permeabilidade aumenta no contexto
de EHI, fa-lo em quantidades reduzidas, exigindo doses de eritropoietina superiores as usadas

na anemia da prematuridade para se verificar efeito neuroprotetor3®48,
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Sabendo que, conforme referido anteriormente, a expressdo de eritropoietina e seus
recetores € necessaria para o desenvolvimento cerebral normal?121830.31.48525763 = foj
inicialmente sugerido que a administracdo exdgena de analogos inibisse a producdo e agédo
endogenas, com efeitos deletérios nos progenitores celulares multipotentes® e reducdo da
proliferacdo de celulas estaminais neurais. No entanto, apesar da variabilidade das
metodologias aplicadas, os estudos em modelos animais apresentaram consensualmente efeitos
benéficos na histologia da lesdo cerebral e nas avaliagbes neurocomportamentais com a
administragdo de eritropoietina. 21912233148 por exemplo, o tratamento com eritropoietina
humana recombinante em modelos experimentais de lesdo induzida por LPS mostrou reduzir a
lesio axonal?®, a resposta inflamatoria microglial?®, a morte celular de oligodendrdcitos®, a
desmielinizacdo® e a expressdo de proteina precursora de amiloide-p?°, marcadora de stresse
neuronal, revelando ainda efeitos protetores noutros 6rgaos expostos a insultos inflamatorios,
nomeadamente na retina, figado e placenta?’. Contudo, o efeito angiogénico da eritropoietina
pode ser contraproducente em recém-nascidos pré-termo em risco de retinopatia da

prematuridade.®

Inimeros ensaios clinicos tém sido realizados na ultima década em populacdes
neonatais distintas, nomeadamente prematuros e recém-nascidos de termo com EHI, acidente
vascular cerebral isquémico, lesdo cerebral trauméatica ou cardiopatia congénita
cianotica.3+°26163 A avaliacdo das propriedades farmacocinéticas e perfil de seguranca da
eritropoietina nestes estudos sugerem o uso de 500 a 3000 unidades/kg como dose eficaz e
segura em recém-nascidos, independentemente da idade gestacional.3**® Dada a durac&o
reduzida do tratamento nestes grupos, nenhum estudo publicado relatou efeitos secundarios
como policitémia, trombose ou hipertenséo, habituais com a utilizagdo de agentes estimuladores

da eritropoiese em adultos. 13203052
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Quanto ao seu uso em recém-nascidos pré-termo, um estudo de fase I11 demonstrou que
a eritropoietina aumenta a integridade da substancia branca para a idade equivalente a
termo.2030:31:486384 Qutro, usando repetidamente baixas doses de eritropoietina recombinante
intravenosa (300 ou 500 unidades/kg 48 horas apds o nascimento e diariamente durante 2
semanas), apresentou diminuicdo da mortalidade e da incidéncia de incapacidades aos 18 meses
apenas em recém-nascidos de termo com EHI moderada, sem melhoria na EHI
grave, 5111520233059 Tambhém a administracio de eritropoietina em dose Gnica (3000
unidades/kg) nas primeiras 42 horas ap6s 0 nascimento se associou a reducdo do risco de lesao

cerebral detetavel por RMN em recém-nascidos pré-termo.?%5

Tal como outros agentes neuroprotetores, também a eritropoietina tem sido estudada
como adjuvante da hipotermia induzida na EH|°71214182223.31.404547.48 nor exemplo na dose de
1000 unidades/kg®®3+%°, mostrando-se eficaz, obtendo concentracdes plasmaticas otimas, e
sem efeitos adversos relatados'?!®3%31 O momento de administracdo tem particular
importancia, uma vez que em alguns estudos ndo se evidenciou sinergismo, observando-se

resultados sobreponiveis individualmente e na modalidade combinada.*’

Outros agentes recombinantes, como a darbopoietinal®?231.4045:51,52606264  caraterizados
por menor afinidade pelos EpoR dos precursores eritroides, e por isso sem estimulacdo
consideravel da eritropoiese®131>%280 e maior permeabilidade nas barreiras bioldgicas®®, tém
sido desenvolvidos, demonstrando efeitos neuroprotetores idénticos aos apresentados pela
eritropoietina  em recém-nascidos pré-termol>31:48526084 A principal vantagem da
darbopoietina é a semivida mais longa, que permite reduzir o nimero de administracdes
necessarias.t>40526064 Est3o em desenvolvimento ensaios clinicos para avaliar a eficicia da

hipotermia induzida combinada com darbopoietina na EHI em recém-nascidos de termo.*8°
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Também a combinacéo de eritropoietina e transplante de células estaminais do sangue
do cordio umbilical tem sido estudada com vista a reduzir a incidéncia de paralisia cerebral®®,
tendo apresentado melhores resultados em termos de neurodesenvolvimento aos 6 meses

comparativamente a administragdo isolada de eritropoietina®®.

Ainda que os dados disponiveis sejam extremamente encorajadores, € essencial, antes
da sua instituicdo na pratica clinica, conhecer os resultados dos ensaios a decorrer, mas também
desenvolver estudos futuros com vista a otimizar as doses e duracdo do tratamento com
eritropoietina ou analogos em cada patologia individualmente?!331485283 ¢ para melhor
compreender a sua seguranca e eficacia a longo prazo®®, nomeadamente o efeito reparador na

fase terciaria da EHI2.

Corticoides e esteroides neuroativos

A administracdo materna antenatal de corticoides constitui atualmente a principal
medida terapéutica de prevencao e reducdo da morbimortalidade neonatal em contexto de parto
pré-termo*044545967.68 tando demonstrado reduzir o risco de HIV%445467 e de LPV quistical®®.
Contudo, a sua administracdo po6s-natal em prematuros, bem como o uso antenatal de doses
repetidas**, mostrou associar-se a alteragGes neuroldgicas significativas a longo prazo,
nomeadamente aumento da incidéncia de paralisia cerebral®®, alertando para os potenciais

efeitos adversos dos corticoides na funcdo e desenvolvimento cerebrais.

Sdo reconhecidas acBes importantes dos corticoides enddégenos no SNC durante o
desenvolvimento fetal, idade adulta e envelhecimento®®, gracas aos seus efeitos
imunossupressor, particularmente da imunidade inata®®, e neuroprotetor, por prevenir a

sobreproducéo de moléculas inflamatérias®’:5°,
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No SNC, os seus niveis sdo estreitamente regulados pela inibi¢ao tonica do hipocampo
sobre a atividade do eixo hipotalamico-hipofisario-supra-renal, cuja ativacdo depende de
eventos stressantes. O tempo e a intensidade da ativacdo deste eixo determinam o efeito
neuroprotetor ou neurotdxico dos corticoides, uma vez que a sua sobre-exposi¢do estimula vias
oxidativas e diminui a atividade das enzimas antioxidantes, levando a degeneracdo neuronal
relacionada com a idade e declinio cognitivo.®® Isto ¢, a exposicdo cronica a corticoides
promove respostas pré-inflamatorias contrarias a atividade anti-inflamatoria classica descrita

com a exposicao aguda.®’

Além da sua acdo atraves de recetores especificos (tipo | e Il) que controlam o eixo
hipotalamico-hipofisario-supra-renal consoante o seu padrdo de ativacdo, os corticoides
apresentam efeitos metabolicos e influenciam a metilacdo do ADN e modificacdo das histonas
e acidos ribonucleicos (ARN) ndo codificantes, com efeito na regulacdo epigenética. Séo
também conhecidas as suas propriedades antioxidantes, envolvendo principalmente a producéo
de NO.%° Ao aumentarem a sobrevivéncia dos neuroblastos, acelerarem a migragao e maturac&o
neuronais, induzirem a diferenciacdo dos pré-oligodendrocitos e promoverem a sinaptogénese

e plasticidade cerebral, exercem efeitos neurotroficos, de particular relevo na neuroprote¢io.®’

Em determinadas condicdes e concentracfes, 0s corticoides podem, contudo, induzir a
despolarizacdo membranar, ativar os recetores NMDA e promover o aumento do célcio
intracelular, ativando uma cascata de eventos neurotoxicos que culmina na morte celular.%® Por
outro lado, a exposicdo fetal cronica a corticoides frena o normal aumento de esteroides
neuroativos?®%®, entre os quais a alopregnanolona, responséavel pela modulagéo da atividade
inibitdria gabaérgica cerebral durante a gestacéo tardia e pela protecdo do cérebro fetal contra
a inflamacdo e a excitotoxicidade, mantendo niveis normais de apoptose e promovendo a
proliferacdo celular e a mielinizacdo'®®, Por isso, para além da investigacdo do potencial

neuroprotetor dos corticoides, tambem varias terapéuticas de substituicdo de esteroides
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neuroativos, nomeadamente progesterona e alopregnanolona, tém vindo a ser exploradas, no

parto pré-termo e na EHI.1068

Estudos em modelos animais demonstraram o efeito neuroprotetor dos glicocorticoides,
com supressdo da ativacao da microglia e da perda de sinaptofisina, quando administrados no
periodo antenatal, antes da instituicdo de inflamacao/infecdo. O momento da administracdo é
de particular importancia, porque na presenca de inflamacdo/infecdo estabelecida os
glicocorticoides agravam a lesdo por aumento da infiltracdo microglial e da apoptose.*®
Também o seu uso pos-natal, apos injecdo intracerebral de LPS, diminuiu a lesdo cerebral ao
reduzir a expressdo da forma indutivel da NOS, a ativacdo da microglia, a morte celular de
oligodendrdcitos e os défices mielinicos.>® Em modelos animais de EHI com sensibilizacéo
induzida por LPS, a administracdo po6s-natal de glicocorticoides limitou a lesdo cerebral e 0s

défices de aprendizagem e memoria associados.>®

Embora as recomendagfes para o0 uso de corticoides tenham sofrido alteragdes,
propondo a administracdo em idades gestacionais cada vez mais inferiores, um estudo
prospetivo em recém-nascidos com 22 a 25 semanas de gestacdo tratados com corticoides
antenatais mostrou reducdo significativa da mortalidade ou comprometimento neuroldgico.
Uma meta-analise recente avaliou o estado neuroldgico a longo prazo de recém-nascidos
sujeitos a administracdo antenatal Gnica de corticoides, demonstrando diminuicdo do risco de
paralisia cerebral, de alteracbes no desenvolvimento psicomotor e incapacidades graves. Por
sua vez, o uso antenatal de doses repetidas aumentou a taxa de outras condi¢fes adversas,
nomeadamente baixo peso ao nascimento, restricdo de crescimento cerebral e perturbacéo de

hiperatividade.*

A realizacdo de mais estudos para compreender exatamente de que forma os efeitos

neuroprotetores dos corticoides podem ser potenciados é fundamental. No entanto, sendo ja
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utilizados na populagdo em causa, assumem-se como agentes particularmente interessantes

nesta area.

Creatina

A creatina é um composto guanidinico simples®®, ubiquitario no corpo humano e
também presente no cérebro®®, que apresenta um importante papel no armazenamento, sob a
forma de fosfocreatina, e disponibilidade de energia, particularmente para consumo energético
imediato ou em anaerobiose?®3®, Sob acio da creatina cinase, a fosfocreatina é convertida em
creatina, numa reacao que permite a transformacao rapida de adenosina difosfato (ADP) em
ATP, usada como principal molécula energética.?%° A mesma enzima catalisa a reagdo inversa,

possibilitando a reserva energética.

Embora sintetizada no figado, rins e pancreas a partir dos aminoacidos glicina, arginina
e metionina®®®, a creatina é maioritariamente obtida de forma exdgena pela ingestio de

laticinios, carne e peixe®%3°7°,

As suas propriedades antioxidantes e neuroprotetoras tém sido descritas, sugerindo o
beneficio da suplementacdo com monohidrato de creatina’™® ndo apenas em doencas
neurodegenerativas ou na lesdo cerebral traumatica no adulto, mas também na leséo cerebral

perinatal mediada por hipoxia ou excitotoxicidade3%°,

A sua importancia fisiolégica no desenvolvimento do SNC foi inicialmente observada
em criancas com deficiéncia congénita de creatina que, pela sintese enddgena ineficaz,
desenvolviam défices neuroldgicos durante o 1° ano de vida, preveniveis com suplementagéo
oral precoce.?® A morbilidade neuroldgica associada a estas sindromes ndo se observa logo apds

o nascimento, confirmando o aporte materno e reserva fetal de creatina durante a gravidez.?°
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De facto, em estudos animais, a sintese fetal de creatina demonstrou ser limitada até a
fase final da gestacdo, dada a baixa expressdo hepatica fetal da enzima N-metiltransferase, pelo
que o feto depende de creatina materna durante quase toda a gravidez.?® Assumindo que o
mesmo se verifica em humanos, os recém-nascidos pré-termo sdo particularmente suscetiveis
ao défice de creatina, uma vez que 0s 0rgaos que a sintetizam sdo imaturos e a sua absor¢édo

intestinal é pouco significativa, para além do risco de enterocolite necrotizante.?°

O aumento do pool intracelular de creatina, e associadamente fosfocreatina, pela
suplementacédo protege os tecidos fetais (neste caso o SNC) de lesdo hipdxica, preservando 0s
niveis energéticos celulares e protegendo a fungdo mitocondrial.® A creatina atua ainda
prevenindo a peroxidacio lipidica e apoptose.3® Aumenta por isso a sobrevida das células
neuronais perante necessidades energéticas elevadas e deplecdo rapida de ATP, ou quando

expostas a niveis toxicos de glutamato ou beta-amildide.?

Por outro lado, enquanto “tampao energético”, a creatina apresenta-se como
antioxidante, evitando a formagao de radicais livres.>>’® Melhora além disso a recuperagdo do

fluxo sanguineo cerebral apds a cessacio da isquémia e reduz o edema cerebral.*®

A investigacdo pré-clinica registou diminuicdo da mortalidade e melhoria da taxa de
crescimento poés-natal e dos défices neuroldgicos na EHI quando a dieta materna era
suplementada com creatina durante quase toda a gravidez, confirmando a necessidade de

suplementagdo prolongada para serem observados resultados benéficos.?

Para além destas acdes, a suplementacdo materna de creatina demonstrou, em modelos
animais, prevenir o dano renal e reduzir o risco de lesdo diafragmatica no recém-nascido, por

atrofia muscular ou disfuncio contratil, devido a evento hipdxico intraparto.
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A suplementacédo prolongada durante a gravidez parece ser bem tolerada, sem impacto
nas vias de sintese, armazenamento e transmissao desta fonte energética nos recém-nascidos,

nem consequéncias adversas para a mae, mesmo quanto a funcio renal em diabéticas tipo 2.%°

Embora, atendendo a evidéncia atual, a suplementacdo de creatina na gravidez pareca
exercer efeitos neuroprotetores fetais sem efeitos adversos, é fundamental prosseguir com mais
investigacdo clinica para definir solidamente o regime terapéutico mais benéfico e seguro e
esclarecer se a sua acao permite efetivamente reduzir o risco de paralisia cerebral, défices e

incapacidades derivadas da les&o cerebral perinatal.*

N-acetilcisteina

Sendo a sobreproducao de ROS uma das consequéncias da hipoxémia cerebral grave e
da acidose metabolica, varias estratégias para reduzir o stresse oxidativo tém sido propostas

com vista a neuroprotecdo, entre as quais a administracio de N-acetilcisteina

(NAC).6’9’10’12’13’15’18’20’23’28’47’48’59'71

Enquanto precursora da glutationa'?!3 e gracas a sua capacidade de interagir diretamente
com ROS livres®12132023 '3 NAC exerce agles antioxidante!%1213.20.2859 g gntj-inflamatdria®°.
Para além disso, reduz a producgdo de citocinas pro-inflamatorias’?>?® e de NO pela NOS
indutivel®122023  aumenta os niveis intracelulares de glutationa®'#1323 e reduz o dano celular
associado a reperfusio®t323 e a morte celular por apoptose!2®3, pela diminuicdo dos niveis de
caspase-3. Estd também envolvida na atenuacdo da resposta neuroinflamatoria fetal®®,
reduzindo os niveis intracerebrais de TNF-o e IL-B>%°® e prevenindo a

desmielinizagao?132359,

N&o Ihe sio atribuidos efeitos teratogénicos®® ou toxicidade importante®, pelo que a

NAC é considerada segura na gravidez humana®®. No entanto, algumas reacdes adversas
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(eritema, prurido, angioedema, broncospasmo, taquicardia e hipotensdo) estdo descritas, com
inicio habitualmente durante as primeiras 2 horas de infusdo, e limitam o seu uso.*>?* A NAC
é transportada facilmente através da placenta®!3, mas apenas uma percentagem reduzida
atravessa a BHE, pelo que se considera exercer o seu efeito neuroprotetor a nivel do leito

vascular®.

A eficdcia neuroprotetora antenatal da NAC estd demonstrada apenas em modelos
animais de inflamac&o/infecdo in Utero, nomeadamente em roedores sensibilizados com
administragdo intrauterina de LPS 2 horas apds pré-tratamento com NAC®?3, pela reducéo do
volume de enfarte cerebral associado a lesdo hipdxico-isquémica focal, quer isoladamente quer
em combinagdo com a hipotermia®*21320.2359 Estes resultados sustentam o potencial da NAC
em atenuar os efeitos negativos da resposta inflamatéria aguda a infecdo, antes desta se
estabelecer.*® No entanto, investigacio em fetos ovinos ja expostos a LPS, isto &, a um ambiente
inflamatdrio prévio, demonstrou agravamento da hipoxémia e hipotenséo fetais induzidas pelo

LPS com a administracido de NAC.20%°

Embora tenha sido proposto que a NAC possa atuar atrasando os mecanismos de
tolerancia a endotoxinas, os resultados contraditérios supracitados sublinham a importancia de
estudos futuros para esclarecer de que forma este tratamento afeta o estado fisioldgico do feto
com exposi¢do anterior a um ambiente inflamatério e como a NAC interage com o LPS
exacerbando os seus efeitos deletérios no feto, o que constitui um aparente efeito adverso

grave.?0:>®

A luz destes resultados, sugere-se que a NAC n3o seja um agente neuroprotetor seguro
e adequado para administracdo antenatal na presenca de inflamacao/infecéo estabelecida, como

na corioamnionite.2%>°
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Noutros estudos, em modelos de EHI moderada, a administragdo pos-natal de NAC (20
ou 100 mg/kg/hora) apds ressuscitacdo impediu 0 aumento dos niveis cerebrais de perdxido de
hidrogénio e de glutationa oxidada.'? Igualmente, quando administrada em bdélus de 3 mL/kg,
seguido de uma infusdo de 2 mL/kg/hora durante 4 horas, a NAC reduziu marcadamente a

acumulacio de lactato e o stresse oxidativo cerebral e melhorou a perfuséo cerebral.'?

Quanto a estudos clinicos, embora preliminarmente, um ensaio randomizado com
recém-nascidos pré-termo demonstrou que a administracdo continua de NAC durante 6 horas
ap6s o nascimento reduz a incidéncia de LPV.2° N&o ha ainda, no entanto, informagc&o clinica

quanto ao uso de NAC na EHI neonatal.®

A utilizacdo de métodos alternativos de administracdo e distribuicdo de agentes anti-
inflamatorios tem sido também discutida para a NAC, nomeadamente com recurso a
nanotransportadores de farmacos, como os dendrimeros de poliamidoamina, que se mostraram
capazes de atuar especificamente sobre células da microglia ativadas e astrocitos, reduzindo a
neuroinflamacdo e permitindo obter resultados equiparaveis aos da administracdo sistémica

com concentragBes muito inferiores, e necessariamente menos efeitos secundarios.*®

Alopurinol

O alopurinol é um composto quimico que, tal como o seu metabolito ativo
oxipurinol®*>% inibe a xantina desidrogenase®® e a xantina oxidase®%121315182340 " Apresenta
propriedades neuroprotetoras ao impedir a conversdo da hipoxantina acumulada durante a
anaerobiose em xantinal?, mediada pela xantina oxidase, e consequentemente a producéo de
radicais superoxido e peroxido de hidrogénio durante a reperfusdo cerebral®'22340, Para além
do efeito indireto descrito, o alopurinol atua por si s6 como agente antioxidante®*182% uma

vez que, quando em altas concentrages, remove diretamente radicais hidroxilo®>®21%18 auxilia
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na quelacdo de ides metalicos>>!>182 particularmente ferro livre, e inibe a acumulagdo de

neutrofilos®,

Dada a sua principal funcdo enquanto antioxidante, o alopurinol deve ser administrado
precocemente’®, o que é possivel uma vez que atravessa facilmente a placenta®!31540,
especialmente na forma de oxipurinol?®, e atinge a circulacio fetal em concentragoes
terapéuticas 20 minutos apds a administracio®. Porém, para neuroprotecdo antenatal s&o

necessarias doses elevadas.!®

Estudos em modelos animais de EHI demonstraram diminuicdo do edema e leséo
cerebral a longo prazo aquando da administracdo subcutanea de alopurinol 15 minutos apos
insulto hipoxico-isquémico!®!8 e preservacio do fosforo-31 cerebral apds pré-tratamento com
alopurinol, sugerindo que o seu efeito neuroprotetor pode também estar associado a preservagao
de metabolitos energéticos. Contudo, a administragdo tardia (24 horas apds lesdo hipoxico-
isquémica) ou em baixas doses ndo permitiu atingir os efeitos neuroprotetores esperados.® Para
além disso, os principais modelos usados (roedores) apresentam niveis circulantes de xantina

oxidase elevados, ao contrario dos humanos, dificultando a extrapolacdo de conclusdes.™

Apesar da reduzida investigacdo em modelos animais, o nimero de ensaios clinicos que
avaliam a eficacia do alopurinol na EHI é relevante. No entanto, os seus resultados sao em geral

contraditdrios e pouco claros.*?

Através da avaliacdo de biomarcadores de lesdo neuronal®213234048 (|actato arterial no
corddo umbilical e proteina S100B, derivada da glia) e de stresse oxidativo*® (isoprostanos e
radicais livres no sangue do corddo umbilical), a administracdo de 500 mg de alopurinol
intravenoso, durante 10 minutos®®, em gravidas com mais de 36 semanas de gestagdo e suspeita
de hipdxia fetal mostrou diminuir os niveis de proteina S100B e de ferro ndo ligado a proteinas,

envolvido na geragdo de ROS*1152 J4 a utilizacdo de alopurinol, seguindo um protocolo
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semelhante, em gravidas em risco de parto pré-termo por suspeita de hipdxia intrauterina néo
diminuiu os niveis de marcadores de lesdo neuronal fetal, ainda que tenham sido registados

resultados dependentes do género, mais positivos no sexo feminino.>15:18:40

Apesar da sua aparente indicacdo 6tima se relacionar com o uso antenatal em casos de
hipdxia fetal, o tratamento pos-natal com alopurinol intravenoso (20 mg/kg durante 10 minutos,
as 4 ou 6 horas ap0ds o0 nascimento, repetindo a dose ap0s 12 horas, ou a cada 12 horas num total
de 120 mg/kg, dependendo dos estudos'®) em recém-nascidos com EHI moderada apresentou
resultados favoraveis, sem efeitos adversos relevantes, diminuindo a taxa de mortalidade e de
incapacidade grave aos 4 a 8 anos de idade'®'®. Noutro estudo, observou-se reducéo
significativa de NO sérico no grupo tratado com alopurinol pos-natal nos 4 dias seguintes, e

melhoria do neurodesenvolvimento aos 12 meses.?1223

Esté atualmente em curso um ensaio clinico a nivel europeu, o estudo ALBINO (Effect
of ALlopurinol in addition to hypothermia for hypoxic-ischemic Brain Injury on Neurocognitive
Outcome), com participacao portuguesa atraves da Universidade do Porto. Este estudo, baseado
na aplicagdo conjunta de hipotermia induzida e de alopurinol, 30 minutos apds o nascimento e
12 horas depois, em recém-nascidos com EHI moderada a grave, pretende esclarecer os efeitos

desta metodologia combinada aos 2 anos de vida.>?34®

Topiramato

O topiramato é um anticonvulsivante que atua por diversos mecanismos®>®%°, entre os
quais se destaca a inibicao de recetores de glutamato, particularmente os recetores AMPA e de
cainato®®*®, Bloqueia ainda os canais de sddio>!>!8 os canais de calcio dependentes de
voltagem>®!8, as isoenzimas da anidrase carbonica e os poros de permeabilidade transitoria

mitocondrial®®. Como resultado, o seu efeito neuroprotetor reflete-se no aumento da sobrevida
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dos pré-oligodendrécitos®®, na diminuicio da disfuncdo mitocondrial® e da apoptose
neuronal®®, na inibicdo da astrogliose e da ativagdo da microglia® e na reducdo da atividade
convulsiva>®®18, principal indicacéo clinica para o uso de topiramato. Assim, a administragéo,
mesmo isolada, de topiramato mostrou reduzir o dano cerebral na EHI neonatal em estudos pré-

clinicos.®18

Em modelos animais, 0 uso combinado de topiramato e melatonina demonstrou
diminuir significativamente o volume de enfarte cerebral e a apoptose na EHI, sendo contudo
ainda necessario identificar as doses e tempos de administracdo destes agentes que permitam

obter o méaximo efeito neuroprotetor.>*®

Apesar de ndo estar demonstrada acdo aditiva ou sinérgica clara da combinacdo de
topiramato com hipotermia, um estudo em recém-nascidos que sofreram insulto hipoxico
cerebral descreveu melhoria da sobrevida e das anomalias detetadas a curto prazo na RMN
cerebral aquando da associacdo de hipotermia induzida e topiramato oral durante 3 dias
consecutivos (5 mg/kg no primeiro e 3 mg/kg dos dois dias seguintes).® No entanto, os
resultados de ensaios clinicos recentemente publicados, em particular do estudo NeoNAT], cujo
objetivo era avaliar a seguranca e a potenciacdo dos efeitos neuroprotetores da WBC com
topiramato oral (10 mg/kg na admisséo, no segundo e terceiro dias) como terapéutica adjuvante
na EHI>91415224572 - demonstraram ndo haver reducdo significativa da mortalidade ou dos
défices neuroldgicos graves aos 12, 18 e 24 meses'>’2. Para esclarecer o papel do topiramato

na prevencao de epilepsia subsequente s&o necessarios mais estudos.’2

Xénon e outros gases nobres

O xénon é um gas nobre inerte!!, usado como anestésico inalatrio>®1113151848 "com

baixo coeficiente de particdo sangue-gas®>'®, razdo pela qual atravessa facilmente a BHE e
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garante uma rapida inducéo anestésica>%®, Atravessa também a placenta!3>48

, Mas, gracas a
rapida depuracio plasmatica fetal', o seu efeito anestésico néo se observa no feto, podendo por
isso 0 xénon inalado assumir-se como potencial agente numa modalidade terapéutica

antenatal 11348,

Enquanto inibidor ndo competitivo dos recetores NMDAS911131518 " xénon reduz a
excitotoxicidade e as convulsdes associadas®*®. Outras das suas acdes incluem a inibicdo da
proteina cinase Il dependente de calcio-calmodulina®®, a ativacio de canais de potassio®® e de
mecanismos antiapoptoticos®t1131518 (Bcl-XL e Bel-2141318 via Akt e a expressio de HIF-
la, com aumento de eritropoietina e VEGF*!8, que interrompem a apoptose inerente a lesdo

cerebral.

De acordo com o conhecimento atual, o xénon ndo é teratogénico®® e embora seguro e
bem tolerado em adultos enquanto anestésico®, um estudo demonstrou que poderia desencadear
degeneracdo neuronal no cérebro em desenvolvimento®, pelo que o seu uso ndo seria
recomendado no recém-nascido. Contudo, investigacdo pré-clinica desenvolvida em contexto
de lesdo cerebral isquémica transitoria apresentou efeitos neuroprotetores in vitro®840 ¢ in
vivol1131840 associados ao xénon, mesmo no periodo neonatal em modelos animais, limitados
enquanto estratégia isolada, mas potenciados quando em associacdo com hipotermia

induzida®°,

Outros estudos pré-clinicos realizados posteriormente comprovaram que 0 Xénon € um
agente seguro® e que, quando administrado em condices de hipoxia no periodo neonatal e em
concentragbes ndo inferiores a 40%, diminui significativamente a lesdo cerebral®®. Ja
administrado 4 horas ap0s o insulto, apenas concentracdes superiores a 60% se mostraram
protetoras.'® Na terapéutica combinada de xénon, a 20% apenas, e hipotermia induzida durante

90 minutos foi descrita maior eficacia neuroprotetora do que em qualquer das estratégias
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isoladamente®, mesmo com o atraso de algumas horas até ao inicio da administragio de

xénont13,

Atendendo as suas carateristicas farmacocinéticas e apesar de teoricamente adequado,

n&o ha estudos sobre o potencial efeito neuroprotetor de tratamento antenatal com xénon.*>*°

As principais desvantagens da utilizacdo terapéutica deste gas relacionam-se com o
custo elevado®!113151840 3 necessidade de usar ventiladores especializados®t31°1840 ¢ g
limitagdo da administragdo de xénon quando necessaria coadministracio de oxigénio*®. No
entanto, 0 uso de xénon enquanto neuroprotetor é promissor, atendendo a sua poténcia de acao
e efeitos secundarios sistémicos minimos*!, tendo sido apenas reportada necrose gorda do
tecido subcutineo e dessaturacdo transitoria durante RMN®. De notar que concentragdes de
xénon superiores a 50% tém efeito sedativo e reduzem a frequéncia cardiaca em 10%, sem

hipotensdo ou alteracdo do débito cardiaco.’®

Outros gases nobres, como 0 argon®>4% e o hélio*°, tém sido estudados como agentes
neuroprotetores, também para evitar as desvantagens do xénon. Em modelos animais,
mostraram reduzir significativamente o volume do enfarte cerebral apds lesdo e associar-se a

melhores resultados funcionais.®

O protocolo de administracdo de xénon Otimo para neuroprotecdo perinatal é
desconhecido, havendo necessidade de definir o momento de inicio, concentracdo e duracéo,
assim como a temperatura a usar na terapéutica combinada, para que estas estratégias possam

ser testadas e possivelmente adotadas na pratica clinica diaria.'*®

Mais recentemente, um extenso ensaio clinico multicentro no Reino Unido (TOBY-Xe'®)
mostrou que o uso combinado de ventilagdo com xénon a 30% durante 24 horas e hipotermia
induzida néo apresenta vantagens em recém-nascidos de termo com EHI quando comparado

com a hipotermia terapéutica isolada®. A avaliacio dos efeitos clinicos neste estudo baseou-se
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na espetroscopia de ressonancia magnética, identificando biomarcadores cerebrais como a
proporcéo entre lactato e N-acetilaspartato, e na RMN, determinando a anisotropia fracionada,

medida da integridade tecidual nos feixes de substancia branca.”

Estes métodos, ja utilizados no estudo em animais, poderdo vir a ser aplicados no
desenvolvimento e avaliacdo precoces de outros agentes neuroprotetores, acelerando estes
processos e permitindo o planeamento de ensaios clinicos abrangentes e obtencéo de resultados
definitivos, e para prever resultados neuroldgicos apds EHI, inclusive em recém-nascidos apds
tratamento com hipotermia induzida.®’® O principal desafio nesta abordagem é a normalizac&o
e validacdo destes marcadores nos varios aparelhos de RMN de modo a obter resultados

comparaveis em termos de investigacio e nos estudos desenvolvidos em diferentes centros.”

Transplante de células estaminais

As células estaminais sdo designadas consoante a sua origem, como neurais,

mesenguimatosas ou hematopoiéticas, por exemplo.

As células estaminais mesenquimatosas (MSCs) constituem uma populagdo
heterogénea de progenitores celulares multipotentes ndo-hematopoiéticos com capacidade de
diferenciacdo nas varias linhagens mesenquimatosas, incluindo osso, cartilagem e gordura.’
Embora sem marcadores especificos identificados, exprimem inimeros antigénios de
superficie, como CD73, CD90, CD105 e CD200"4, que possibilitam o seu facil isolamento e
crescimento a partir da medula éssea ou tecidos extraembrionarios, como a placenta ou o cordao

umbilical, sendo atualmente as que retinem maior interesse clinico®.

A sua disponibilidade em grandes quantidades, colheita ndo invasiva e manipulagéo
facil, maior atividade proliferativa que as MSCs da medula 6ssea, menos problemas éticos em

comparacdo com as células estaminais embrionarias, baixa imunogenicidade na aplicacdo
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clinica, sem necessidade de imunossupressio®, e menor risco de contaminag&o viral tornam as
MSCs derivadas da geleia de Wharton®*"* ou do sangue do corddo umbilical nas mais
promissoras no &mbito da medicina celular regenerativa’. No entanto, embora rico em células
estaminais primitivas, o sangue do corddo umbilical contém um numero limitado de tipos
celulares, sobretudo células mononucleares, que mostraram menor pluripotencialidade que as

células estaminais embrionarias.®

Quanto a sua aplicacdo como terapéutica neonatal na lesdo cerebral, varios estudos
demonstraram os efeitos benéficos do transplante de células estaminais apds um insulto
hipoxico-isquémicol®345966.74-76 ' mas também no contexto de inflamacdo intrauterina®.
Contudo, ao contrario da nocdo inicial de que este efeito resultaria da multiplicacéo,
diferenciacéo e substituicdo do tecido lesado por estas células, sabe-se hoje que o mecanismo
de neuroprotecio subjacente ao uso de células estaminais ¢ mais complexo*34¢7> uma vez que
0 seu crescimento relativamente lento e reduzida taxa de diferenciacio apos transplante®* néo

explicam os resultados positivos observados.

Demonstrou-se entdo que as células estaminais aplicadas apresentam mdaltiplos efeitos
(Figura 5), atuando pela libertagdo de fatores que modulam vias de sinalizagdo celular
implicadas na  apoptose*347476 neurogénese*34+404L74.76  sinaptogénese*3+407% e

angiogénesg*3440.74-76
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Figura 5 — Efeitos neuroprotetores das MSCs. Adaptado de Castillo-Melendez et al., 2013, “Stem cell

therapy to protect and repair the developing brain: a review of mechanisms of action of cord blood and

amnion epithelial derived cells”.

De facto, as MSCs promovem a expressdo aumentada de fatores de crescimento e
neurotroficos*3440.7476 (BDNF, FGF-2, EGF e VEGF), induzindo a proliferacio de
progenitores neuronais*3* nas principais regides cerebrais neurogénicas apds o nascimento, 0
giro dentado hipocampal®3*' e a regifo subventricular®. Estas células progenitoras migram
entdo para a area lesada, onde se diferenciam em neurdnios®*’®, oligodendrocitos®*™® e
astrocitos®*747 sob influéncia das MSCs transplantadas. Envolvidas na proliferagio e
diferenciacéo de oligodendracitos*3*7, as MSCs s&o ainda responsaveis pela mielinizacio dos
axonios recem-formados. Adicionalmente, através da producdo de proteinas como as
neuropilinas e neuroregulinas, regulam o crescimento axonal*** e promovem a

sinaptogénese®*’®, estimulando a plasticidade cerebral®.
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Para alem das acdes descritas, o transplante de MSCs estimula a regeneracéo do tecido
cerebral lesado modulando a resposta imunologica fetal*°*"4, ao reduzir a ativacdo da microglia
M134%9 classicamente associada & inflamac&o e responsavel pela libertagdo de citocinas pro-
inflamatdrias, ROS e neurotoxinas, e ao promover alternativamente a ativacdo da microglia

M234 que através da sintese de IL-10, IGF-1 e TGF- exerce atividade anti-inflamatoria.

Enquanto estratégia neuroprotetora, a terapéutica com células estaminais tem como
objetivos primarios reduzir as respostas inflamatorias aguda e tardia ao insulto*, responsaveis
pelo agravamento da leséo estabelecida, e estimular a neurogénese®*#-:'>7¢. Embora a utilizacio
de MSCs, em particular de células mononucleares do corddo umbilical**°, seja a que retne
maior consenso, a escolha do tipo de célula, o protocolo de administracdo, os parametros de
seguranca e as técnicas de manipulacdo celular pré-injecdo para potenciar a expressdo dos
fatores neurotroficos®, assim como o tipo e distribuicdo das lesdes as quais esta estratégia deve
ser dirigida, ndo estdo ainda estabelecidos*, exigindo-se investigacdo e otimizacdo destes

critérios antes de planear ensaios em recém-nascidos humanos’®.

Entre os estudos pré-clinicos ja realizados, a colheita, preparacéo e infusdo aut6loga de
sangue do corddo umbilical mostrou-se viavel em modelos de EHI, melhorando os défices
sensoriais apds evento isquémico* e afirmando esta modalidade como potencial opcéo

terapéutica futura®>,

Embora ha muito considerada promissora em multiplas patologias, poucos sao
efetivamente os ensaios clinicos com aplicacdo do transplante de MSCs no contexto de doencas
neuroldgicas em idade pediatrica’, destacando-se a investigagio em doentes com perturbagdes
do espetro do autismo, acidente vascular cerebral, paralisia cerebral e leséo cerebral hipoxico-

isquémica®™ 4,
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Ensaios clinicos internacionais procuram ainda esclarecer a seguranca e eficacia do
transplante de células estaminais autologas, embrionarias ou pluripotenciais induzidas, ndo
havendo atualmente evidéncia estabelecida para a sua aplicacdo no contexto de paralisia

cerebral 4!

Uma vez que ndo existem também estudos in vivo que avaliem a sua eficacia em
combinacdo com hipotermia induzida na EN, € importante esclarecer se o transplante de células
estaminais pode ter o seu efeito potenciado com esta associagdo.*®® Do mesmo modo que a
hipotermia altera o curso de eventos fisiopatoldgicos iniciados pelo insulto lesivo primario e
modifica 0 metabolismo dos agentes administrados como terapias adjuvantes, a utilizacdo de
uma estratégia combinada de transplante de células estaminais com hipotermia deve considerar
que os sinais inflamatdrios que medeiam o homing das células para as areas lesadas e o efeito
paracrino dos fatores neurotréficos libertados pelas mesmas podem sofrer variacdes pelas
condicdes de temperatura corporal, exigindo adaptacGes aos regimes terapéuticos. Propde-se
que estas condicdes sejam superadas com a realizacdo do transplante celular ap6s a cessacédo da
hipotermia, mas, independentemente, esta combinacdo deve ser avaliada com rigor, como

estratégia terapéutica individual .

De notar que os métodos de neuroimagem tém tido um papel crucial na avaliacdo da
seguranca e da biodistribuicdo das células estaminais transplantadas ao longo do tempo em

investigagdo clinica e pré-clinica, bem como na apreciacdo da eficacia do tratamento.*

Para além do transplante de células estaminais, estdo também em curso estudos no
ambito da neuroprotecdo com fatores de crescimento, tendo a utilizagdo de fator estimulador
das colonias de granulocitos (G-CSF) e de glial-cell derived neurotrophic factor mostrado

resultados promissores.®
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Discussao e Conclusao

As encefalopatias neonatal e da prematuridade exigem mais do que nunca o
desenvolvimento e instituicdo de novas intervengdes neuroprotetoras seguras e eficazes, por se
manterem entre as mais importantes causas de morbimortalidade neonatal, apesar da melhoria
global dos cuidados de saude perinatais, e por serem limitadas, em termos quantitativos e

qualitativos, as opcdes disponiveis para a sua prevencdo e tratamento.

Atendendo ao enorme impacto destas entidades clinicas nos gastos nacionais em salde
e na qualidade de vida dos doentes e familias, a investigacdo nesta area tem-se mantido
constante, permitindo, com base no conhecimento fisiopatolégico cada vez mais profundo,
identificar e testar agentes farmacol6gicos e outras medidas terapéuticas com vista a prevenir,
reduzir, e até reparar, a lesdo no cérebro imaturo do recém-nascido. Estas estratégias sdo

apresentadas na Tabela 10, consoante aplicadas antes ou ap6s 0 nascimento.

Intervencdes neuroprotetoras ante e pés-natais discutidas neste trabalho

Neuroprotecdo antenatal Neuroprote¢do pds-natal
MgSOq4 Hipotermia induzida
Melatonina Clampagem tardia do corddo umbilical
Alopurinol Melatonina
N-acetilcisteina Eritropoietina
Corticoides N-acetilcisteina
Creatina Alopurinol
Xénon
Topiramato
Corticoides
MgSO4
Transplante de células estaminais

Tabela 10 - Intervengdes para neuroprotecdo perinatal (as usadas atualmente na prética clinica

apresentam-se sublinhadas).
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A maioria dos estudos publicados com estes agentes, em fases pré-clinicas, recorre a
modelos animais de lesdo cerebral de etiologias diversas. Contudo, existem diferencas
relevantes entre as respostas registadas nestes e as observadas no cérebro humano face a
insultos, bem como outras limitacdes metodoldgicas, o que complica a extrapolacdo de
conclusdes solidas, justificando a dificuldade da transicdo destes estudos para ensaios clinicos
controlados em recém-nascidos humanos, até a sua aplicagdo meédica. Surge assim a
necessidade de desenvolver biomarcadores de lesdo cerebral e aperfeicoar os existentes,
nomeadamente de neuroimagem, a fim de acelerar a instituicdo na clinica dos agentes em

estudo, e também facilitar a avaliagdo neurolégica dos doentes a longo prazo.l®

Atualmente, a melatonina é considerada o agente com maior aplicabilidade potencial,
seguida da eritropoietina,>*® ambas ja em estudo em recém-nascidos humanos com resultados

positivos, particularmente para neuroprotecdo pds-natal na EHI.

Por outro lado, perante a sua complexidade, cada vez mais se reconhece que a atuacéo
sobre uma unica via fisiopatolégica € insuficiente para impedir a lesdo cerebral perinatal, pelo
que os estudos mais recentes exploram o uso concomitante de agentes com acfes distintas,
procurando obter efeitos aditivos ou sinérgicos.'® Nesta I6gica, também a hipotermia induzida
na EHI tem sido avaliada em combinacdo com alguns dos agentes descritos na Tabela 9,
procurando melhorar os seus efeitos terapéuticos a curto e longo prazo, com resultados

encorajadores registados em diversos estudos, #6:911.12.14,15,18-20,40,46-50

Hé& todavia um longo caminho a percorrer para definir os protocolos de administracéo
(critérios de inclusdo, inicio, dose, duracdo e via) mais adequados para a maioria dos agentes
neuroprotetores referidos, nomeadamente em combinacéo, entre si e com hipotermia, e de
acordo com a etiologia em causa. De facto, ao longo dos ultimos 5 anos, a que se dedicou esta

revisao da literatura, muitos farmacos foram testados, viram 0s seus efeitos neuroprotetores
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confirmados em modelos animais e alguns iniciaram mesmo fases experimentais clinicas, mas
nenhuma nova intervencao para neuroprotecdo perinatal foi introduzida na pratica corrente. Até
ao momento, a Unica estratégia aplicada durante o periodo de janela terapéutica € a hipotermia
induzida em recém-nascidos de termo com EHI moderada a grave,!91112.1516.20,31.4046:47.49 o
ambito da encefalopatia da prematuridade, apenas a administragdo antenatal de sulfato de
magnésio, antes das 30 ou 32 semanas de gestacdo, consoante os paises, esta recomendada
como medida neuroprotetora,810132027-2931.34-44 A" clampagem tardia do corddo umbilical é
também pratica atual por se associar a menor risco de lesdo neuroldgica face a clampagem

imediata,. 344051

E esperado que uma ou mais destas estratégias neuroprotetoras promissoras, atualmente
nas fases iniciais dos ensaios clinicos, sejam em breve transferidas com sucesso para a clinica,
permitindo melhorar o futuro de milhGes de criancas com estas doencas neuroldgicas

incapacitantes.
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Trial
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Collaborative parto previsto nas . Sem aumento da ~ taxa de
. . minutos + 1g/h . alteracdes . .
Trial Of 24 horas seguintes ) mortalidade disfuncéo
. até 24 horas ou o nas taxas de
Magnesium com menos de 30 , pediatrica motora
ate ao PC .
Sulphate semanas de . (RR=0.81) substancial
x nascimento (RR=0.85)
(ACTOM(gSO4) gestacédo (RR=0.53)
Grévidas com
parto planeado ou Sem
esperado nas 24 Sem alteracGes
. Sem aumento da ~
horas seguintes 4q iv durante 30 mortalidade alteracbes | nas taxas de
PREMAG com menos de 33 g . . nas taxas de | disfuncéo
minutos pediatrica
semanas de (RR=0.85) PC motora
gestagio, o (RR=0.70) | substancial
independentemente (RR=0.78)
da paridade
Beneficial Gravidas com Dose de carga Reducéo da
Effects Of gravidez simples | de 6g durante 20 Mortalidade . taxa de
. A Reducéo da . x
Antenatal ou gemelar entre a 30 minutos + | pediétrica idéntica taxa de PC disfuncéo
Magnesium as 24 e 31 semanas infusdo de no controlo (RR=0.59) motora
Sulfate e alto risco de manutencgdo de (RR=1.13) e substancial
(BEAM) parto 2g/h (RR=0.53)
Maior A paralisia cerebral e a
Magnesium mortalidade disfuncdo motora for

extremame

subestimadas,

a vez que

as criancds ndo foram

devid

ente examinadas

por pediatras ou
neurologistas

Tabela 1 — Ensaios clinicos que avaliam o efeito neuroprotetor do sulfato de magnésio em recém-

nascidos prematuros com base nos dados de Doyle, 2012, “Antenatal magnesium sulfate and

neuroprotection”; Crowther, 2013, “Magnesium sulphate at 30 to 34 weeks' gestational age:

neuroprotection trial (MAGENTA)--study protocol”; Oddie, 2015, “Antenatal magnesium sulfate:

Neuro-protection for preterm infants”; Zeng, 2016, “Effects and Safety of Magnesium Sulfate on

Neuroprotection: A Meta-analysis Based on PRISMA Guidelines”; Dean, 2013, “Magnesium and the
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obstetric anaesthetist”; 2012, “Antenatal magnesium individual participant data international
collaboration: assessing the benefits for babies using the best level of evidence (AMICABLE)”; Berger,
2015, “Neuroprotection in preterm infants”; e Chang, 2015, “Preterm birth and the role of

neuroprotection”. RR — risco relativo.

82



