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RESUMO

OBJETIVOS: Descrever as caracteristicas do liquido cefalorraquidiano (andlise
bioquimica — proteina e glicose, e citometria) em recém-nascidos que apresentaram asfixia
perinatal, € comparar com um grupo controle de recém-nascidos ndo asfixiados.
METODO: Estudo caso-controle, realizado de agosto de 2004 a dezembro de 2005, na
Maternidade Darci Vargas, Joinville, SC, incluindo dois grupos de recém-nascidos a termo:
um com sete RNs com diagnéstico de asfixia perinatal, e um grupo controle formado por
sete recém-nascidos sem evidéncia de asfixia ao nascer. Dos dois grupos foram coletados
liquor através de puncdo lombar nas primeiras 48 h de vida para a determinacdo da
contagem total e especifica de células, proteina e glicorraquia. RESULTADOS: Os grupos
foram similares quanto aos dados antropométricos, idade gestacional e caracteristicas
maternas. A contagem média de leucdcitos no grupo de asfixiados foi de 2.28 células/mm’,
e 4.14 células/mm’ no grupo controle. A glicorraquia média encontrada no grupo de
asfixiados foi 55.57 mg/dl e 37.57 mg/dl no grupo controle. Encontrou-se diferenca
significativamente mais baixa ( p = 0,0087) nos valores médios de proteinorraquia no grupo
de recém-nascidos asfixiados (47.57mg/dl) quando comparados com o grupo controle
(88.57mg/dl). CONCLUSAO: A asfixia nio demonstrou ser um fator determinante para
que pudesse ocorrer diferenca no nimero de leucécitos e glicorraquia, ndo sendo
encontrada diferenca significativa na comparacao entre os dois grupos. Apesar das taxas de
proteinas encontradas revelarem uma diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos, serdo necessarios estudos futuros com um ndmero maior de casos para confirmar
estes achados.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To describe cerebral-spinal fluid (CSF) features in neonates after moderate
and severe birth asphyxia, and compare with a normal control group. These features include
biochemistry analysis (protein and glucose) and leukocyte (global and specific) count.
METHODS: This case-control study was performed from August /2004 to
December/2005, at the Darci Vargas Maternity Hospital in Joinville, Brazil. The study
group was composed of full term newborns who fulfilled the birth asphyxia criteria (n=7).
The control-group was design with full term newborn with no evidence of asphyxia (n=7).
The CSF was obtained prior to 48 hours of life from both groups. RESULTS: The two
groups were matched by anthropometric data, gestational age and maternal risks. The
asphyxiated group was classified according to the severity of the insult from moderate (4/7)
to severe stage (2/7). Leukocyte count was 2. 28 cells/mm’ in the asphyxiated group and
was 4.14 cells/mm? in the control group. The mean value of glucose was 55.57 mg/dl in the
asphyxiated group and 37.57 mg/dl in the control group. Protein content values was lower
(47.57mg/dl) in the asphyxiated group than in the control group (88.57mg/dl) (p = 0.0087).
CONCLUSION: Birth asphyxia did not appear to interfere in the CSF cell count and
glucose content. Although the protein value revealed a statistically significant difference
between the groups, future studies including higher number of cases will be necessary to
reassure this finding.



1. INTRODUCAO

A asfixia perinatal ainda representa um dos maiores desafios nos cuidados intensivos
neonatais, apesar do avanco tecnolégico das unidades de terapia intensiva e de estudos
esclarecendo a fisiopatologia desta condi¢do. E a maior causa de morbidade neurolégica, tanto
em prematuros quanto em recém-nascidos a termo .

Desde que LITLLE em 1862 ¢ FREUD % ? alguns anos mais tarde fizeram pela primeira
vez a correlacdo entre problemas do parto e o comprometimento do desenvolvimento
neurolégico, muitos avang¢os ocorreram, porém permanecem oS mesmos tipos de seqiielas
neuroldgicas, que estdo relacionadas a uma variedade de déficits motores, principalmente
espasticidade, distonia, coreo-atetose e ataxia. Estes déficits sao geralmente agrupados e
denominados Paralisia Cerebral e freqiientemente estdo acompanhados de deficiéncia mental,
convulsdes e transtornos comportamentais * .

A freqiiéncia da Paralisia Cerebral, secunddria a asfixia perinatal, permanece
praticamente a mesma nas ultimas duas décadas. Dados epidemioldgicos sugerem uma
incidéncia de paralisia cerebral de 2-3/1000 recém-nascidos (RNs) "3 A incidéncia de asfixia é
superior a 20/1000 recém-nascidos a termo, e pode chegar a cerca de 60% nos prematuros de
baixo peso ao nascer ~ '°. A incidéncia de encefalopatia neonatal, atribuida exclusivamente 2
hip6xia intraparto, é estimada em aproximadamente 1,6 por 10.000 nascidos vivos " ''. Entre 20
e 50% dos RNs asfixiados apresentardao sinais clinicos de encefalopatia neonatal, e dos
sobreviventes, aproximadamente 25% terdo seqiielas neuroldgicas permanentes 7810121314

CARTER " chama a atencdo para o fato de que grande parte dos artigos ajuda pouco a
esclarecer a confusdo gerada pela incorreta crenga de que hipoxia, acidose, isquemia, baixos
indices de Apgar e asfixia poderiam ser sindnimos, ou ainda nos conceitos de sindrome
hipoxico-isquémica (SHI), asfixia perinatal e encefalopatia hipdxico-isquémica (EHI) te. 17,
Virios autores enfatizam a necessidade de utilizar-se o termo EHI, apenas quando ha evidéncias
clinicas e laboratoriais suficientes da etiologia ser atribuida a hipdéxia / isquemia (ou asfixia), e
sugerem que o termo Encefalopatia Neonatal deve ser empregado sempre quando houver uma
sindrome com comprometimento neurolégico clinicamente bem definido, quase que

6, 18 - 20

invariavelmente em RNs a termo . Nesta pesquisa, utilizam-se as seguintes defini¢cdes e

conceitos:



Sindrome Hipoéxico-isquémica (SHI)

Doenca multissistétmica com acometimento generalizado, decorrente de uma
hipoperfussao tecidual significativa e diminui¢do da oferta de oxigénio o
Asfixia Perinatal

E a condicdo que ocorre quando a troca de gases pulmonares ou placentdrias é

interrompida, levando a uma progressiva hipoxemia, que € grave o suficiente para desenvolver
acidose ' "', A definicdo de asfixia pode ser inferida tomando como base os marcadores clinicos
indiretos (baixo Apgar, acidose em sangue de corddo, ou sinais clinicos no neonato de
encefalopatia neonatal), ou ainda, do ponto de vista fisiopatolégico, a asfixia é a condi¢dao na
qual o cérebro é submetido nao somente a hipéxia, mas também a isquemia e hipercarbia, que
resulta em outros numerosos efeitos metabdlicos (acidose) e fisioldgicos (aumento inicial no

. 10, 15, 20, 22, 23
fluxo sanguineo) .

Se puder ser definido o momento do insulto, deverd entdo ser
descrito como fetal ou pré-natal, intraparto, ou neonatal. O termo asfixia perinatal, devera ser
utilizado quando o momento exato do insulto é incerto . A Academia Americana de Pediatria **
reserva o termo asfixia para pacientes que preencham os seguintes critérios:
1. Acidemia metabdlica ou mista profunda (pH < 7.0) em sangue arterial do corddo
umbilical;
2. Escore de Apgar de 0-3 por mais de 5 minutos;
3. Manifestacdes neuroldgicas neonatais;
4. Disfuncdo organica multissistémica.
Encefalopatia hipéxico-isquémica (EHI)
Denomina-se EHI a conseqiiéncia neurolégica clinica, decorrente da asfixia perinatal'®"’.
Além dos exames complementares (parametros metabdlicos, eletroencefalograma, ultra-
sonografia, tomografia ou ressondncia magnética de cranio), VOLPE * considera que a
ocorréncia de um Sindrome Neurol6gico Neonatal (SNN) que acompanha a asfixia é uma
condic@o sine qua non para que se possa atribuir as lesdes cerebrais subseqiientes ao insulto
intraparto. Considera ainda que trés caracteristicas sdo necessdrias para que se possa definir a
existéncia de EHI: evidéncia de sofrimento fetal (alteracdo na freqiiéncia cardiaca, liquido
amnidtico meconial), depress@o ao nascer e presenca do SNN nas primeiras horas ou dias de
vida. Prefere-se o termo hipoxico-isquémico porque o significado e extensdao de cada insulto

individualmente (hipéxia e / ou isquemia) sdo dificeis definir precisamente > *>2°.



Encefalopatia neonatal (EN)

E uma sindrome clinicamente definida pelo distirbio do funcionamento neurolégico nos
primeiros dias de vida do RN a termo. Caracterizada por alteracdes da funcdo cortical (letargia,
estupor, com ou sem convulsio), fungdes do tronco (alteragdes de nervo craniano e pupilar),
alteracdo do tonus e reflexos & ' 171920,

Hipoéxia

Diminuicdo da quantidade de oxigénio no sangue. Hipdxia/an6xia denotam uma parcial
ou completa — respectivamente, auséncia de oxigénio em um ou mais tecidos do corpo, inclusive
no sangue (hipoxemia/anoxemia) '*?'.

Isquemia

Diminuicao da quantidade de sangue perfundindo um tecido, devido a obstrucdo arterial
ou hipoperfusdo sistémica. Ocorre freqlientemente em conjunto com hipdxia. A isquemia
prolongada nos tecidos cerebrais estd associada com infarto cerebral '**'.

O mecanismo bdsico das lesdes neuroldgicas e sist€micas € a asfixia, uma combinagao da
hipoxemia, com diminuicdo da perfusdo tecidual e posterior reperfusdo. Sdo descritos cinco
mecanismos principais da asfixia'":

1. Interrupg¢do do fluxo sangiiineo umbilical (compressao do corddo umbilical);

2. Troca de gases inadequada pela placenta (descolamento, placenta prévia, insuficiéncia
placentdria);

3. Perfusdo placentdria inadequada do lado materno (hipotensio materna, contragcdes
uterinas anormais, doenca cardiopulmonar ou anemia materna);

4. Feto comprometido que ndo tolera o estresse do trabalho de parto (retardo de crescimento
intra-uterino, infec¢cdes congénitas intra-utero);

5. Falha do RN em inflar o pulmdo ou uma inadequada transicio da circulacao
cardiopulmonar fetal para neonatal.

Os eventos iniciais no desenvolvimento da asfixia devem-se a diminuicdo de oxigénio na
circulacao arterial do feto (hipoxemia) e a um acimulo de diéxido de carbono (hipercarbia).
Estes eventos se desenvolvem naturalmente, durante a contra¢io uterina normal de um trabalho

de parto. O grande desafio é definir qual o limiar de asfixia que ird resultar em lesdo cerebral '*

27

O recém-nascido a termo tem maior possibilidade de desenvolver estratégias adaptativas
para combater a hipoxia, enquanto o cérebro prematuro ainda estd desenvolvendo a
diferenciagdo neuronal e possui uma aumentada vulnerabilidade vascular em certas dreas

cerebrais, especialmente a substincia branca periventricular ! %,



O aporte insuficiente de O, em nivel celular acarretard uma diminuicdo da producdo e
sintese de ATP (trifosfato de adenosina), que acarreta um funcionamento inadequado das
bombas de trocas na membrana celular, com alteracdo do gradiente idnico. Com a posterior
reperfusdo, ocorre restabelecimento de O, na mitocondria, desta vez, com formagdo excessiva de
substancias oxidantes, que acarretara lesao tecidual 21,23,29

A reperfusdo pds-isquemia também induz uma resposta local inflamatdria e citotoxica,
ativando leucdcitos e estimulando o endotélio dos vasos a produzirem citocinas proinflamatérias
(interleucinas IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral). O aumento da produgdo de radicais livres,
o6xido nitrico, lipidios bioativos e seus mediadores (dcido aracdonico, prostaglandinas,
leucotrienos, tromboxane e fator ativador plaquetdrio) também desempenham papel importante

PSP . 29-34
nesta cascata de eventos bioquimico em nivel celular ?

, além do importante e fundamental
envolvimento e ativacdo de neurotransmissores cerebrais. Glutamato, o principal aminodcido
excitatorio, que é citotoxico para as células neuronais, € acumulado no compartimento
extracelular e sua recaptacdo estd comprometida pela produgdo de radicais livre, fazendo com
que seus receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) e AMPA (amino-3-hidroxi-5-metil-4-
1soxazole 4cido propidnico) liberem os canais permitindo a excessiva entrada de calcio nas
células neuronais, sendo o acimulo de cdlcio citosdlico o principal fator causador da morte
celular 2% %,

A topografia das lesdes tende a ser focal ou regional, apesar da hipoperfusdo cerebral
aguda ser tipicamente generalizada B As caracteristicas neuropatoldgicas variam
consideravelmente conforme a idade gestacional, a natureza e intensidade do insulto ou tipo de
intervencdo, € os principais tipos neuropatolégicos que se observam sao: necrose neuronal
seletiva, status marmoratus, lesdo cerebral parassagital, leucomaldcia periventricular e necrose
cerebral focal ou multifocal **°.

Sao vdrios os critérios que se utilizam para o diagnéstico da asfixia perinatal. Atualmente
mais rigorosos, e levando em conta aspectos clinicos, bioquimicos e fisiopatoldgicos. Para um
diagndstico correto ha necessidade que haja uma adequada histéria clinica, um minucioso exame
neurolégico e parametros laboratoriais bioquimicos ou metabdlicos, e ainda evidéncia de
sofrimento fetal intraparto por meio da monitorizagdo cardiaca fetal ou da presenca de liquido
amni6tico meconial, exames de neuroimagem e eletroencefalografia > ' 13- 13 192325, 30.37. 38

Muitos marcadores bioquimicos podem detectar a ocorréncia da asfixia como lactato
sérico ou liquérico, hipoxantina, creatinofosfoquinase, beta-2 microglobulina, creatino-encéfalo
especifica (CK-BB) ou estudo da acidemia com pH de sangue de corddo umbilical ou sérico nas

primeiras horas de vida " '>***. Estudos mais recentes procuram definir outros marcadores, que



poderiam além de ser tteis no diagndstico precoce e preciso da asfixia perinatal e conseqiiente

da EHI, também teriam importancia no progndstico, como Activin A 31, atividades das enzimas

29,32

. . 4 . . . L. .
antioxidantes 5, citocinas proinflamatorias , monofosfato de adenosina (cAMP), tromboxane

. 1. 46 P 47, 48
A, e prostaciclina (PGl,)™, enolase neuro-especifica ™"

49,50

ou outras proteinas cerebrais
especificas

Em 1999, com uma revisao em 2003, um grupo de especialistas de diversas sociedades
médicas internacionais de obstetricia, pediatria € neonatologia, criaram uma forca-tarefa - The
International Cerebral Palsy Task Force, estabelecendo e publicando conceitos, terminologias e
critérios diagndsticos necessarios para que se pudesse definir uma relacdo causal entre a hipdxia
aguda intraparto e a paralisia cerebral ~ %. Estes critérios recomendados estio relacionados

abaixo:

Critérios essenciais: (os quatro devem estar presentes )

1. Acidose metabdlica: pH artéria umbilical (AU) ou arterial periférico pds-natal imediato
(primeiros 60 minutos de vida), com pH < 7,0 e BE > -12mmol/l;

2. Encefalopatia Neonatal moderada ou grave de inicio precoce em RN acima de 34 semanas de
idade gestacional;

3. Paralisia Cerebral do tipo tetraplégica espdstica ou tipo distonica;

4. Exclusdo de outras etiologias identificdveis, como trauma, distirbio da coagulacdo, infeccao
ou distdrbios metabdlicos ou genéticos;

Critérios adicionais, que juntos sugerem o insulto hipéxico ocorreu no momento do parto,
mas isolados nao sao especificos:

1. Um sinal sentinela de um evento hipéxico ocorrendo imediatamente antes ou durante o
trabalho de parto (ruptura uterina, descolamento da placenta, prolapso de cordao umbilical);

2. Alteragdo da freqiiéncia cardiaca fetal (FCF);

3. Apgar de 0 a 3 nos primeiros 5 minutos de vida;

4. Evidéncia de disfun¢do de multiplos 6rgaos;

5. Neuroimagem pds-natal com evidéncia de alteragcdo cerebral aguda.

De todos os critérios estabelecidos, cinco sao fundamentais, e aparecem associados, em
praticamente todos os estudos: acidemia, monitorizacdo cardiaca fetal, indice de apgar,
manifestacdes neuroldgicas e disfuncao de multiplos 6rgaos o

Além destes critérios, VOLPE e VANUCCI preconizam pun¢io lombar (PL) para todos

os RNs asfixiados. O estudo do liquido cefalorraquidiano (LCR) forneceria informacdes valiosas



que contribuiriam para avaliacdo diagnéstica e prognéstica ' . A investigacdo liquérica ainda
afastaria a possibilidade de outros diagndsticos, como a meningite neonatal, que pode mimetizar
clinicamente a encefalopatia hipéxico-isquémica.

Desde as primeiras publicacdes sobre os achados liqudricos indmeros artigos foram
publicados com o objetivo de definir o padrio de normalidade para as caracteristicas
bioquimicas e celulares do LCR dos RNs °* °* >* Porém, diferencas metodolégicas entre as
pesquisas, como o tempo de vida no momento da coleta do liquor, os critérios de inclusdo, ou
ainda o nimero de casos de cada pesquisa deixam algumas duvidas. Qual o padrdo de
normalidade que deve ser adotado para recém-nascido?

Utilizando-se os resultados de alguns dos estudos mais citados na literatura como padrao
de normalidade para o LCR dos RNs, observa-se que o nimero de leucdcitos considerado
normal variou de 0 até 130 células/mm”, no grupo de RNs a termo, ocorrendo a mesma variagdo
ampla para os indices de proteinorraquia e glicorraquia. Mais ampla variacdo pode ser observada
nos valores da proteinorraquia (65 a 370mg/dl) e glicorraquia (24 a 217 mg/dl) nos prematuros
5560 (Anexo III — Tabela 12).

Quais diferencas devem ser valorizadas entre RNT e PT? Ha diferenca entre idades
dentro do periodo neonatal (0-28dias)? Como valorizar a presenca de hemadcias? Infeccao
perinatal sist€émica modifica o LCR? A asfixia perinatal modifica os achados bioquimicos e
celulares do LCR? Quais os melhores marcadores bioquimicos?

Apesar das dificuldades que se possa ter para a interpretacido dos resultados do LCR no
periodo neonatal, deve-se analisar o conjunto dos parametros liquéricos, e esta anélise deve estar
focada no quadro clinico do RN. Meningite bacteriana em recém-nascidos frequentemente tem
uma evolugdo ruim, apresenta-se particularmente grave em RNPT e de baixo peso, porém pode
ter seu curso influenciado pela terapéutica adequada 2361 A incidéncia de meningite neonatal
(MN) varia de 0,22 a 2,66/1000 nascidos vivos, com taxas de mortalidade de até 30 % 2 0
diagnéstico precoce é fundamental para o progndstico, porém a MN apresenta poucos sinais e
sintomas neuroldgicos na fase inicial, com um quadro clinico inespecifico, que poderia sugerir
alguma outra infecc¢ao perinatal ou mesmo distirbio metabdlico, respiratdrio ou sepse 6266

BONADIO “’ fez andlise do perfil liquérico de RNs com MN em treze estudos diferentes,
e encontrou uma ampla variacao nos resultados. A contagem total de células brancas variou de
1975 a 10.987 células/mm’, proteinorraquia de 130 a 299 mg/dl e glicorraquia de 19 a 30 mg/dl.
No Brasil, SILVA RAMOS % estudando 109 casos de MN durante 10 anos, encontrou contagem

total de leucdcitos que variou de 33 a 78.000 células por mm® (com média de 4.839



células/mm?), proteinorraquia variou de 106 a 3280 mg/dl (média 627mg/dl) e glicorraquia
média de 56mg/dl (variacdo de 4 a 300mg/dl).

As pesquisas que definem os valores de referéncia para o padrao de normalidade do LCR,
foram todas realizadas a partir da coleta em criangas sauddveis 39.33.56.68 " Outras dividas sdo
levantadas quando estamos diante de uma crianga com doencga sist€émica (infecciosa ou nao).
Podem estas doencas modificar por si s6 o padrio liquérico? CARRACCIO e colaboradores®
analisaram o LCR de 345 criangas (95 menores de um més, com possivel sepse; 155 maiores de
um més, também com suspeita de sepse; 51 com infec¢do em local contiguo ao sistema nervoso
central (SNC); e 45 com crise convulsiva e febre), das quais nenhuma recebeu o diagndstico de
meningite, e seus resultados mostraram que a percentagem de neutrdfilos encontrada, foi
significativamente maior no grupo de criangas com doenca sist€émica e sem meningite quando
comparado ao padrdo utilizado como referéncia de normalidade.

Cerca de 40 % dos RNs admitidos nas unidades de cuidados intensivos neonatais sao
submetidos a PL para coleta de LCR °°. Na grande maioria dos casos, a PL é realizada quando ha
suspeita clinica de infec¢do do SNC. Uma interpretagdo acurada do perfil liquérico € baseada
nos conhecimentos da fisiologia do LCR e associacdo com processos patoldgicos especificos o7,
As dificuldades existentes em interpretar um LCR normal ou o liquor com suspeita de meningite
neonatal (MN), serdo ainda maiores diante de um liquor de um RN asfixiado, que pouco se
conhece sobre suas caracteristicas quanto a citometria e andlise bioquimica convencional.
Acredita-se que a barreira hemato-encefélica € menos efetiva em RNs que em criancas maiores
ou adultos, e que a permeabilidade desta barreira estard alterada em condicdes de estresse, como
hipéxia ou acidose ' " 7* . Além disso, é especialmente dificil definir clinicamente quais destes
RNs que sofreram asfixia ao nascer, e estdo evoluindo com sintomatologia neuroldgica propria
do evento hipdxico-isquémico, deveriam ser submetidos a PL. E, uma vez coletado o LCR,
como interpretar e valorizar as alteragdes encontradas?

Muitos estudos identificam marcadores bioquimicos no liquor ou sangue, que servem
como parametros para o diagndstico ou progndstico da asfixia perinatal como lactato, relacao
lactato/piruvato, xantina e hipoxantina, citocinas proinflamatdrias, fracdo especifica cerebral da
creatinoquinase (CK-BB), proteinas cerebrais especificas (proteina dcida dos filamentos da glia),

enzimas especificas do citoplasma (enolase-encéfalo especifica), entre outros '+ 2! 2> 323343 45.

47.49.30.73 =77 Porém, a maioria destes marcadores é cara e estdo somente disponiveis em centros
de referéncia ou de pesquisa, especialmente nos paises desenvolvidos.
Tomando-se como exemplo a dosagem sérica ou liquérica do lactato, que é um exame

de custo reduzido, quando comparado a outros parametros bioquimicos, cerca de nove reais por



exame, e é um dos parAmetros indicados para o diagnéstico da asfixia perinatal > ** 78,

encontram-se dificuldades técnicas para sua realizacdo rotineira, tanto do ponto de vista da
coleta do sangue do cordao umbilical ao nascimento, quanto da realiza¢do pelos laboratorios.
Nas principais maternidades publicas das oito maiores cidades do nosso estado (Florian6polis,
Joinville, Blumenau, Sdo José, Criciima, Lages, Itajai e Chapecd) somente em trés maternidades
sao feitas a dosagem de lactato pelos seus laboratérios de andlises clinicas, sem que seja feita
uma solicita¢do especial, ou tenha que ser terceirizado o servigo para um laboratério de apoio
(informagdo pessoal).

Durante a realizacdo desta pesquisa, ndo foi encontrada nenhuma publica¢do que defina
qual o padrio bioquimico e citométrico do LCR em RN asfixiados. A andlise bioquimica
convencional e rotineira, ou seja, a dosagem da glicorraquia e proteinorraquia, bem como a
contagem celular total e especifica poderia estar alterada, sendo que este é um exame de fécil
execugao, de baixo custo e realizado por qualquer laboratoério.

Existe um padrao diferente nos achados bioquimicos e celulares do liquor dos recém-
nascidos asfixiados? E se existir, estes achados podem contribuir para o diagndstico ou
progndstico da asfixia perinatal? Poderiam auxiliar no diagndstico diferencial entre as

meningites neonatais de RNs com ou sem asfixia perinatal?



2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Descrever os achados bioquimicos (glicorraquia e proteinorraquia) e celulares
(citometria total e diferencial) do liquido cefalorraquidiano nos RNs que apresentaram
asfixia perinatal, nascidos na Maternidade Darci Vargas, Joinville, SC, e comparar com um

grupo-controle de recém-nascidos ndo asfixiados.

Objetivos Especificos

1. Descrever o perfil da populagado estudada;

2. Identificar a homogeneidade nos dois grupos;

3. Identificar se existe um padrao diferente daqueles citados como valores de referéncia de
normalidade para o liquor de RNs ndo asfixiados

4. Identificar a relevancia do liquor no diagnéstico da asfixia perinatal.



3. METODO

Trata-se de um estudo caso-controle, realizado no setor de neonatologia da
Maternidade Darci Vargas de Joinville, SC, durante o periodo de agosto de 2004 a
dezembro de 2005, incluindo todos os recém-nascidos a termo, com diagndstico de asfixia

perinatal.

Selecido dos pacientes - Os casos foram selecionados de acordo com os critérios de
inclusdo / exclusdo listados a seguir. Foram incluidos no estudo recém-nascidos a termo,
que tiveram liquor coletado através de pun¢do lombar, dentro das primeiras 48 horas de
vida, e que apresentaram evidéncias de asfixia perinatal. Para o diagnéstico de asfixia
perinatal, os RNs deveriam ter pelo menos cinco critérios relacionados abaixo, sendo os
trés primeiros obrigatérios, conforme uma associacdo de critérios recomendados pela
Academia Americana de Pediatria (AAP), Colégio Americano de Obstetricia e
Ginecologia (ACOG), Sociedade Canadense de Obstetricia e Ginecologia (SCOG) e
Consenso Internacional 722+ 7

a) indice de Apgar menor que seis no 5°. minuto de vida;

b) acidemia, com pH abaixo de 7.20, e/ou excesso de bases maior ou igual a -
12mEqg/L - colhido do sangue arterial periférico, logo apds o nascimento (dentro dos
primeiros 60 minutos de vida);

¢) presenca de sindrome neuroldgica neonatal nas primeiras horas ou dias de vida,
conforme definida por VOLPE 23;

d) evidéncia de sofrimento fetal intraparto (cardiotocografia anormal e/ou liquido
amniotico meconial);

e) lactato do sangue do corddo umbilical superior a 3,0 mmol/L;

f) necessidade de ventilacdo com pressao positiva ao nascer;

g) alteracdes eletroencefalograficas ou neuroimagem, sugestivas de encefalopatia

hipéxico-isquémica.



Foram excluidos os RNs asfixiados, que: a) apresentavam alguma evidéncia de
hemorragia intracraniana por ultra-som transfontanelar ou tomografia de cranio, ou ainda
liquor hemorragico por acidente de puncdo, com contagem total de hemacias acima de 500
hemécias/mm’; b) liquor com bacterioscopia ou cultura positiva; ¢) RN com evidéncia
clinica ou laboratorial de infec¢ao congénita intra-ttero; d) presenca de sepse ou meningite;
e) uso de drogas pela mae ou medicagdo intraparto depressora do sistema nervoso central;

f) presenca de malformagdes cerebrais detectadas por tomografia de cranio.

Grupo controle - Foi formado um grupo controle, para comparagao dos resultados
do LCR. Este grupo foi formado por recém-nascidos a termo, nascidos na mesma
Maternidade, durante o periodo desta pesquisa, que foram submetidos a puncdo lombar
pelo pediatra neonatologista assistente por suspeita de infeccdo do SNC ou sepse, ou por
alguma outra indicacdo definida por ele, que ndo sofreram asfixia ao nascer (Apgar no
primeiro minuto maior que sete), e que o resultado do LCR tenha sido normal, ou seja,
tenha sido excluida a presenca de infeccao do SNC.

O protocolo de avaliacao clinica e neurolégica, dos RNs e das mdes encontram-se
anexos (Apéndices I, II e III). Os pacientes foram examinados durante a fase aguda e depois
semanalmente até a alta hospitalar. O exame neuroldgico foi efetuado pelo mesmo
neurologista pedidtrico, assim como todas as pungdes lombares para coleta do liquido
cefalorraquiano. Os recém-nascidos foram classificados de acordo com os estagios de
gravidade da encefalopatia neonatal, estabelecido por SARNAT e SARNAT *, conforme se

apresentavam clinicamente no momento da coleta do liquor.

Exames complementares — a) Eletroencefalograma - todos os recém-nascidos
foram submetidos a um exame de eletroencefalograma na fase aguda, e foram repetidos
quando houve necessidade; b) todos os pacientes realizaram tomografia de cranio; c)
parametros metabodlicos: dosagem sérica de eletrélitos — sddio, potdssio, cdlcio, creatinina,
glicemia, creatinofosfoquinase, gasometria arterial coletada através de puncdo arterial
periférica, nos primeiros 60 minutos de vida; e dosagem de lactato, coletado a partir do
fluxo livre do sangue misto do cordao, venoso e arterial, imediatamente apds o parto e antes

do pincamento do corddo pelo obstetra.

Coleta do LCR - Foram coletados 1-2 ml de liquor por pun¢do lombar, entre as

vértebras lombares L3-1.4, ou L4-L5, com agulha do tipo Butterfly, com o RN em decubito



lateral, com anteflexdo for¢ada da cabeca e contensdo dos membros inferiores em flexao
mdxima, conforme técnicas padronizadas " *2. Todos os RNs foram puncionados pelo
pesquisador principal deste estudo. Os pacientes foram puncionados por ocasido do
diagnéstico, dentro das primeiras 48 horas de vida, na dependéncia das condi¢des clinicas
do recém-nascido.

O material coletado foi enviado ao laboratério de andlises clinicas da Maternidade
Darci Vargas. Em todas as amostras de LCR foram determinadas citometria total e
diferencial, contagem de hemdcias, glicose, proteinas totais, bacterioscopia e cultura. A
citometria foi feita em camara de Fuchs-Rosenthal, onde foi contado o ndmero de
leucécitos e hemadcias, e observado a presenca de bactérias in vivo. Glicose: foi utilizado
método enzimdtico, por automagdo em equipamento marca Winner Mod. Airone 200.
Proteinas: por precipitagdo em &cido sulfossalicilico a 3%, lido em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 620 nm. Bacterioscopia: apds a leitura do liquor em camara,
centrifugou-se o mesmo, e foi feito um esfregaco com o precipitado sobre uma lamina e
corando-a pela técnica de Gram. Cultura: inoculou-se parte do liquor coletado em meio de
cultura préprio do equipamento Bactec 9050BD ¥

O projeto desta pesquisa foi submetido 2 andlise e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisas com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina — Protocolo
n. 332/04, e pela Comissio de Etica da Maternidade Darci Vargas, Joinville (SC) - Oficio
n. 1267/02 (Anexo I e II). Os responsdveis pelos recém-nascidos concordaram em
participar desta pesquisa, assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(Apéndices IV)

Analise estatistica - A base de dados criada no programa Excel® (Office 2000) foi
submetida 2 andlise estatistica, utilizando o programa STATISTICA 6.0® (STATSOFT) **.

Utilizaram-se medidas descritivas, procedimento estatistico multivariado (andalise
fatorial), ANOVA - teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Adotou-se um nivel de

significancia de a = 0,05.



4. RESULTADOS

Foram estudados 14 recém-nascidos, que formaram dois grupos: um grupo
composto de sete RNs que sofreram asfixia ao nascer e um segundo grupo, também com
sete RNs a termo, ndo asfixiados, que formaram o grupo controle. Todos os casos
estudados preencheram os critérios de inclusdo definidos na metodologia desta pesquisa. A
coleta de dados foi realizada no periodo de agosto de 2004 a dezembro de 2005. Na tabela a

seguir, observam-se as caracteristicas da populacdo dos RNs estudados nos dois grupos.

TABELA 1. Caracteristicas dos RNs, dos grupos de RNs asfixiados e
controle.Maternidade Darci Vargas, Joinville (SC), 2004/2005.

CARACTERISTICA ASFIXIADOS CONTROLE
n=7 n=7
Sexo 4M/3F 4M/3F
Peso de nascimento - em gramas
Média 3298 3275
Desvio padrao 649 574
AIG 517 51
GIG 177 177
PIG 177 1/7
Estatura — em centimetros
Média 49,42 49,00
Desvio padrdo 2,76 2,30
Perimetro Cefélico — em centimetros
Média 34,64 34,28
Desvio padrao 1,93 1,38
Idade Gestacional (semanas, dias)
Média 38s6d 39s
Variacdo 37s5d-41s1d 37s6d-40s
Apgar 1°.min
Média 1,71 7,71
Variacdo 1-3 7-9
Apgar 5°.min
Média 4,28 9,00
Variacdo 1-5 8-10
Tempo de vida no momento da PL, para coleta do liquor
Média
Variacao 28hs 31hs
5h-48h 7-48h
Glicemia (em mg/dl) — coleta no momento da PL
Média
Mediana 122,85 49,57
Desvio padrao 86,00 50,00
Variagao 101,27 27,77
21-328 13-93

M: Masculino; F: feminino; DP: desvio padrio; s: semanas; d: dias; AIG: adequado para idade gestacional; GIG: grande para a idade

gestacional; PIG: pequeno para a idade gestacional.



A indicagdo de PL para coleta do liquor no grupo controle, deveu-se a: cinco casos

por suspeita clinica de infec¢do perinatal (ndo confirmadas) e dois casos por hipotonia,

hipoatividade e geméncia do RN, sem causa identificada. Na tabela 2, as caracteristicas

maternas nos dois grupos.

TABELA 2. Caracteristicas da populacao de maes, nos grupos de RNs asfixiados e
controle.Maternidade Darci Vargas, Joinville (SC), 2004/2005.

CARACTERISTICA ASFIXTADOS CONTROLES
n="7 n="7
Idade Materna (anos)
Média 26,57 23,42
Desvio padrao 6,07 4,57
Variagao 19-36 15-29
Numero de consultas pré-natal
Média 6,42 6,57
Desvio padrao 2,37 3,25
Variacao 2-9 2-12
Tipo de parto
Vaginal 1/7 /7
Vaginal ¢/ férceps 1/7 0/7
Cesariana 5/7 0/7
Numero de abortos em gestacdes anteriores 0/7 0/7
Complicacgdes na gestacao
Tabagismo, Etilismo, Drogadi¢dao, HAS 0/7 0/7
Diabetes 0/7 1/7
DHEG 1/7 0/7
Anemia 2/7 0/7
ITU 2/7 2/7

HAS: hipertensao arterial sistémica; ITU: infec¢io do trato urindrio; DHEG: Doenga hipertensiva especifica

da gravidez.



Na tabela a seguir estdo relacionados nos casos do grupo de RNs asfixiados as

caracteristicas presentes para os critérios diagnosticos de asfixia.

TABELA 3. Presenca dos critérios para o diagnéstico de asfixia no grupo de
RNs asfixiados. Maternidade Darci Vargas, Joinville (SC),

2004/2005.
CARACTERISTICA Grupo asfixiados
n="7
Apgar (média e variacao)
1°.min 1,71 (1-3)
5°.min 4,28 (1-5)
Sindrome Neurolégico Neonatal 717
las. 12 hs de vida 2/7
12-24 hs de vida 477
24-72hs de vida 0/7
Apbs 72 hs de vida 1/7
Acidemia
pH
Média 7,19
Desvio padrao 0,20
Variacao 6,78-7,35
BE (em mEq/L)
Média -14,9
Desvio padrao 5,80
Variacao 21,6 a-5,8
Lactato (5/7) — em mmol/L
Média 11,16
Desvio padrao 2,99
Variagao 6,6-14
Evidéncia de sofrimento fetal intraparto
Alteracao da FCF 717
Liquido amnidtico meconial 477
Necessidade de VPP 77

FCF: Freqiiéncia cardiaca fetal; VPP: Ventilacdo com pressdo positiva.



Na tabela 4, encontra-se os resultados dos exames de tomografia de cranio e
eletroencefalograma, que também fazem parte dos critérios para o diagndstico da asfixia,
definidos na metodologia desta pesquisa. Nao foi realizada ressonancia magnética de cranio

em nenhum recém-nascido.

TABELA 4. Resultado dos exames de tomografia de cranio e
eletroencefalograma, do grupo de RNs asfixiados (n = 7).
Maternidade Darci Vargas, Joinville(SC), 2004/2005.

Exame Idade no momento da Resultados
realizaciao
Tomografia Meédia: 7 dias Normal: 2/6*

Variagdo: 3 — 12 dias Alterados: 4/6 - Localizacdo™* :
Cortical/subcortical focal ou multifocal: 3
Ganglio basal/tdlamo: 2
Neuronal Difusa: 1
Parassagital: 1
Hematoma epidural: 1

EEG Meédia: 6 dias Normal: 1/6*
Variacdo: 3-9 dias Alterado: 5/6
Diminui¢@o da amplitude/freqiiéncia: 1
Atividade sharp focal/multifocal: 2
Surto-supressdo: 2
Isoelétrico: 0/6

*Um paciente foi a 6bito antes de realizar a tomografia; ** Encontrada mais de uma lesdo em mais de um

paciente.

Os RN asfixiados foram classificados conforme a gravidade do comprometimento
clinico e neurolégico, no momento da coleta do liquor, segundo a classificagdo proposta

por SARNAT e SARNAT ¥, ¢ o resultado estd demonstrado na tabela a seguir.

TABELA 5. Classificagdo dos RNs asfixiados, quanto a gravidade e
evolucdo para 6bito. Maternidade Darci Vargas, Joinville
(SC), 2004/2005.

CLASSIFICACAO n
Classificacdo — gravidade
Estagio 1 - leve 177
Estagio 2 - moderado 4/7
Estdgio 3 - grave 217

Obito /7




A tabela 6 relaciona os valores do liquido cefalorraquidiano encontrado nos grupos de RNs
asfixiado e no grupo controle. Em todas as amostras coletadas, nos dois grupos, ndo foram

identificadas bactérias na bacterioscopia, € ndo houve crescimento bacteriano em nenhuma

cultura do LCR.

TABELA 6. Valores
controle.Maternidade

do LCR nos RNs asfixiados e grupo

Darci Vargas, Joinville (SC),

2004/2005.
VARIAVEIS ASFIXIADOS CONTROLE Probabilidade
n=7 n=7 de signif*icﬁncia
p
Contagem de leucécitos /mm° 0,3924
Média 2,28 4,14
Mediana 2,00 3,00
DP 1,38 4,18
Variacao 1-4 1-13
Porcentagem de linfomondcitos 0,5338
Média 98,57 95,57
Mediana 100,00 100,00
DP 3,77 11,28
Variagdo 90 - 100 70 - 100
Proteinas (mg/dl) 0,0087*
Média 47,57 88,57
Mediana 45,00 82,00
DP 8,86 39,88
Variagdo 38,0 - 65,0 52,0 -165,0
Glicose (mg/dl) 0,0730
Média 55,57 37,57
Mediana 50,00 35,00
DP 28,13 11,32
Variacao 30-117 24 — 60
Contagem de hemécias /mm° 0,6983
Média 3,28 100,71
Mediana 2,00 2,00
DP 2,98 170,04
Variacao 0-7 0-420

*p <0,05. Teste ndo-paramétrico Anova — Kruskal-Wallis.



TABELA 7. Relacdo glicorraquia/glicemia, nos grupos de RNs asfixiados
e controle. (Valores médios de glicose — em mg/dl).

Maternidade Darci Vargas, Joinville (SC), 2004/2005.

Local de coleta da glicose Asfixiados Controle
n="7 n="7
LCR 55,57 37,57
Sangue 122,85 49,57
Relacdo LCR/sangue 0,45 0,75

FIGURA 1. Andlise fatorial pelos componentes principais dos dois
grupos (asfixiados e controle). Maternidade Darci Vargas,
Joinville (SC), 2004/2005.
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TABELA 8. Andlise estatistica das varidveis em estudo no LCR, nos grupos
de RN asfixiados e controle, para determinacdo da probabilidade
de significincia estatistica - Teste ndo-paramétrico Anova —
Kruskal-Wallis. p < 0,05. Maternidade Darci Vargas, Joinville
(SC), 2004/2005.

Varidvel p - valor
Proteinas (mg/dl) 0,0087*
Glicose (mg/dl) 0,0730
Leucécitos/mm’ 0,3924
Porcentagem de linfomondcitos/mm?> 0,5338
Hemécias /mm’ 0,6983

“p <0,05



5. DISCUSSAO

A interpretagdo adequada dos resultados do LCR devera ser feita conhecendo-se os
padrées de normalidade e entendendo-se os principais parametros como um conjunto.
Celularidade total e especifica, bem como a bioquimica do LCR (proteina, glicose, cloretos)
como dados isolados tém pouco valor > 7% %2,

Ap6s os primeiros trabalhos publicados por STEWART * em 1928, inimeros artigos
foram publicados com o objetivo de definir o padrdo de normalidade para as caracteristicas
bioquimicas e celulares do LCR de RN. Diferentes livros textos de neurologia, neurologia
neonatal e perinatologia, fazem referéncia a diferentes autores como sendo o padrdo de
normalidade (Anexo IV — Tabela 13).

O estudo que recebe o maior nimero de referéncias nas publicacdes mais recentes, € o
trabalho de SARFF e colaboradores >, que examinaram o resultado dos achados liquéricos de
117 RNs de risco, incluindo um grande nimero de RNT e prematuros (87 e 30,
respectivamente).

Existem vérias publica¢des nacionais, que procuraram identificar os valores normais do
LCR para RNs 41688690 com destaque para a publicacdo de NASCIMENTO-CARVALHO e
MORENO-CARVALHO ®, que fizeram uma revisdo dos achados liquéricos de RNs de alto
risco ( 25 RNT e 38 RNPT) e consideraram como critério de inclusdo, somente aqueles
resultados que ndo apresentavam acidentes de puncdo, ou seja, contagem de hemécias/mm’
igual a zero.

Fator importante a levar-se em consideracdo para a interpretacao do LCR € a
idade do paciente. Diferentes valores sdo encontrados para RNs, criancas pequenas e adultos.
Entre os RNs, prematuros ou a termo, também se encontram valores diferentes para o padrao
de normalidade. E ainda, dentro do primeiro més de vida, também foram observadas
diferencas.

Foi proposta deste estudo analisar os achados liqudricos em recém nascidos
exclusivamente a termo, para que se pudesse limitar a populacdo estudada, ficando a amostra
mais homogénea, e ainda sendo limitado o tempo de coleta do liquor, para, no méiximo 48
horas de vida.

AHMED e colaboradores > estudaram 108 RN a termo, sadios, que foram submetidos
a PL no primeiro més de vida, por suspeita de infeccio do SNC e que o resultado foi

considerado normal, ou seja, ndo havia infeccdo. Dividiram em quatro grupos conforme a



idade (0-7, 8-14, 15-21 e 22-30 dias de vida), e encontraram uma diminuicdo progressiva no
nimero total de células — de 15 células/mm’ no grupo mais jovem, para 4,8 células/mm’ no
grupo de 22 a 30 dias de vida, e ainda, uma diferenca que foi considerada estatisticamente
significativa (p < 0,05) para os indices de proteina nos dois grupos iniciais, quando

comparados aos RN com mais de 15 dias de vida. BONADIO et al.*

comparou um grupo de
35 RNT de zero a quatro semanas de vida, com 40 RNT de quatro a oito semanas de vida, e
encontrou diferencgas significativas tanto no nimero de leucdcitos, quanto na proteinorraquia
(8,5 e 4,5 células por mm°, 84 e 59 mg/dl de proteinas, respectivamente para os grupos de 0-4
semanas e 4-8 semanas). LUZ 8 estudou 0 LCR de 79 RNT considerados normais, obtendo
uma amostra de LCR no 2° dia de vida e em 40 RN obteve uma segunda amostra no7°. dia de
vida. N@o encontrou diferenca no nimero total de leucdcitos, mas um nimero maior de
hemadcias na amostra coletada no 2°. dia de vida.

Acredita-se que o LCR de RNPT e RNT de menor idade exprime a imaturidade
neuroldgica dos sistemas e barreiras hemato-encefdlica e hemato-liquérica, tendendo a
apresentar um maior nimero de leucdcitos, presenca de células imunocompetentes (linfocitos
ativados, reticulo-mondcitos, macréfagos, plasmocitos e células da pia-mdter), além de altas
taxas de linfécitos > .

O tempo médio para obten¢do da amostra de LCR, neste estudo foi similar nos dois
grupos, sendo, em média, 28 h para o grupo de RNs asfixiados e 31 h de vida no grupo
controle (tabela 1). A concentracdo aumentada de alguns metabdlitos e atividades enzimaticas,
como hipoxantina e lactato, tipicamente normalizam apds 24-48 h de idade pds-natal, mesmo
em asfixiados graves *°. Ndo hd como definir qual seria o0 momento ideal para coleta do LCR.
Dados de estudos com RN sadios e asfixiados, indicam que entre 24 e 72hs apds o nascimento,
serd mais provavel captar alteracdes bioquimicas associadas a asfixia 30.32.92

Outro cuidado que se teve, foi a homogeneidade das populagdes estudadas. O perfil dos
dois grupos de RNs ( grupo de asfixiados e grupo controle) ndo demonstraram diferencas
importantes entre si: ambos foram constituidos por sete casos, sendo quatro RNs do sexo
masculino e trés do sexo feminino, com as médias dos dados antropométricos similares (peso,
estatura e perimetro cefdlico), e mesma idade gestacional, com o mesmo nimero de RN AIG
(5/7), conforme demonstrado ( tabela 1). Resultados homogéneos também sdo observados
quando se analisa os grupos de maes (tabela 2): ndo diferiram quanto a idade materna, nimero

de consultas realizadas no pré-natal, ou na presenga de complicacdes ou doengas na gestacao,

que pudessem interferir no desfecho final da gravidez, e com possivel repercussdo para o feto.



Considerou-se importante que houvesse esta semelhanca entre os grupos, o que
permitiu analisar os resultados liquéricos aqui apresentados, com a menor interferéncia
possivel de fatores externos, quer sejam fatores maternos, gestacionais ou do proprio recém-
nascido, tendo como diferencga Unica entre os grupos, a presenca da asfixia perinatal.

Além de se ter os dois grupos a serem comparados, homogéneos quanto as
caracteristicas da populagdo, foi necessdrio ter a maior certeza possivel de se estar diante de
um grupo de criangas que realmente sofreram asfixia perinatal. Como ndo hd um consenso, de
qual seriam os critérios mais precisos para o diagndstico da asfixia perinatal, utilizou-se neste
estudo, uma associacdo e adaptacdo de critérios conforme preconizados pela Academia
Americana de Pediatria 24, Colégio Americano de Ginecologia e Obstetrl’cia”, Sociedade
Ginecologia e Obstetricia do Canadd e pela Forca Tarefa Internacional para Paralisia

Cerebral (The Internacional Cerebral Palsy Task Force Consensus Statement)” 0 e por

indmeras publicacdes recentes que fizeram pesquisas com RN asfixiados > ¢ 10 3133 46:49.92:96

Os indices de Apgar observados nesta pesquisa estdo de acordo com os critérios de
inclusdo: abaixo de seis no 5°. minuto de vida para os RNs asfixiados, e acima de sete no 1°
minuto de vida no grupo controle para todos os casos (tabela 3). Pontuag¢des baixas no primeiro
e quinto minutos devem servir como referéncia para outros testes diagnésticos, a fim de
identificar a existéncia da asfixia . Cerca de 75% das criangas com Paralisia Cerebral, tem
escore de Apgar normal . Se persistirem baixos apés o 10°. minuto, serd maior a taxa de
morbi-mortalidade '* *°. O indice de Apgar reflete o estado do RN num periodo de alguns
minutos apds o nascimento, enquanto que EHI / EN referem-se a um fendmeno de horas ou
dias de duracdo '°.

Evidéncia de sofrimento fetal intraparto € também um dos critérios utilizados. Todos os
sete RNs asfixiados apresentaram alteracdo na monitorizacdo da freqiiéncia cardiaca fetal
(tabela 3). Existem controvérsias também quando a eficicia e ao valor progndstico da
monitorizacdo cardiaca fetal (MCF), porque existem alteracdes detectadas no trabalho de parto
de um grande nimero de criancas que sdo normais, e também porque o aumento do nimero de
cesarianas devido ao achado de alteracdes na MCF, tem tido pouco ou nenhum impacto em
prevenir lesdes neurolégicas 2> "%, Por outro lado, serve como um indicador a mais, para o
diagnéstico da asfixia perinatal & ' 1620 32.33.49.96

Sao alteragdes que estdo relacionadas ao sofrimento fetal intraparto, e conseqiiente
hipéxia /acidemia: 1) bradicardia persistente, acompanhada por perda de variabilidade da

freqiiéncia cardiaca fetal e desaceleracdo; 2) diminui¢do ou perda da variabilidade e, mais

importante ainda, quando associado 2 desaceleracio tardia *’.



Também € um indicador de asfixia perinatal a presen¢a de liquido amnidtico meconial
(LAM), encontrado em quatro casos do presente estudo. Aproximadamente de 10 a 15% das
gestagdes normais, e até 50 % das gestacdes pOs-termo apresentam LAM. Apesar de sua
presenca ser um indicador de sofrimento fetal intraparto, ndo se sabe exatamente qual a
importancia deste sinal no diagnéstico da gravidade e prognéstico da asfixia perinatal '**®.

Os estudos nao consideram o tipo de parto como critério para o diagndstico da asfixia
perinatal, no entanto, ao se analisar o tipo de partos nos dois grupos, observa-se que naquelas
criangas do grupo controle, todos os sete nascimentos foram por via vaginal, enquanto nos RN
asfixiados observou-se cinco cesarianas e dois partos vaginais sendo um com auxilio de
férceps (tabela 2). Em nenhum dos dois grupos as maes relataram ter tido algum aborto em
gestacdo anterior, o que fortaleceria o conceito de ndo haver condi¢des maternas prévias, que
poderiam também, ter contribuido para que houvesse nesta gestacdo, alteracdo no concepto.

Em 1986, NELSON e ELLEMBERG ® e mais recentemente CLARK e HANKINS”
observaram que “apesar do otimismo inicial de que a incidéncia de Paralisia Cerebral poderia
desaparecer com a evolucdo e melhora técnica e cientifica nos cuidados obstétricos e
neonatais, nao houve nenhuma diminuicao nas ultimas duas décadas” .

Todos os RNs que sofrem asfixia suficientemente importante para provocar uma lesao
cerebral que deixard seqiielas , apresentardo durante os primeiros dias de vida um quadro de
encefalopatia aguda, denominada por VOLPE  de Sindrome Neurolégico Neonatal (SNN).

Todos RNs do grupo de asfixiados apresentaram SNN, sendo que seis cursaram com a
sintomatologia nas primeiras 24 h de vida e um permaneceu com sintomatologia neurolégica
apés 72 h (tabela 3). Quando classificados conforme a gravidade, segundo os critérios
estabelecidos por SARNAT e SARNAT 80 seis apresentavam-se no estagio 2 ou 3 (moderado
e grave), sendo que um RN foi a ébito, no segundo dia de vida por disfuncdo de multiplos
orgdos (tabela 5). Também todos os RNs do grupo asfixiado aqui estudados, necessitaram de
ventilacdo com pressao positiva durante algum periodo apds o nascimento.

No RN asfixiado, a acidose € tipicamente mista. Apesar do padrao misto, geralmente a
acidemia é de origem respiratéria, com pCO, elevado e HCO3 baixo e excesso de bases (BE)
acima de -12mEq/L. Valores maiores que -20mEq/L, estdo relacionados como progndstico de
morbidade pés-asfixia neonatal ' ?°. Na fase inicial, a acidose respiratéria ocorre como
conseqiiéncia da troca ineficiente de gases entre o pulmao e a placenta, com actimulo de CO2.
Evolutivamente hd a manutencdo de O, baixo (hipoxemia), desenvolvendo metabolismo

anaerdbico celular e acimulo de 4cido l4ctico na corrente sanguinea, com acidose metabdlica
10,13, 15



De acordo com defini¢ao estatistica, a acidose torna-se significante, quando o pH da
circulagao fetal cai mais do que dois desvio-padrao: escalpe fetal menor 7.20, e abaixo de 7.10
em sangue arterial umbilical 13100 " A acidemia é considerada grave quando o pH encontrado
for menor que 7.0. Alguns autores acham mais apropriados considerar valores de pH, para o
diagnéstico da asfixia perinatal entre 7.10 / 7.15 '°, ou ainda, menores que 7.20 ***%,

Nesta casuistica, o pH médio encontrado foi 7,19 e com BE médio -14,9 mmol/L
(tabela 3). Por dificuldades técnicas para coleta direta do sangue do corddo umbilical na hora
do parto, optou-se por utilizar o resultado da gasometria do sangue arterial periférico, colhido

dentro dos primeiros 60 minutos de vida, conforme preconizado por diversos autores > & 1% 2

31,47, 49, 92-96, 101

Quando se tem o pH entre 7.0-7.20 parece ndo haver correlagdo forte com morbidade
neuroldgica neonatal imediata ou em longo prazo, e o pH menor de 7.0 aumenta o risco de
comprometimento neuroldgico seqiielar, mas ndo significa necessariamente que a acidemia
isolada, desenvolverd lesdo hipoxica cerebral, dai a necessidade de utilizar varios parametros
para o diagndstico da asfixia perinatal 15.20.23

Alguns autores também incluem a dosagem de lactato como marcador importante da
asfixia 3> 77 0 4cido ldctico é o produto final da glicélise anaerébica, que em condi¢des
de hipdxia celular, estard, junto com o piruvato, aumentado em nivel extracelular 102103 para
alguns outros autores o 4cido l4ctico tem valor limitado como um marcador de hipoxia e
sugerem que deveria ser utilizada dosagem de hipoxantina, um produto do catabolismo do
ATP, por refletir mais efetivamente que o lactato, o estado intracelular 26,103,104

No presente estudo, foi possivel fazer a dosagem de lactato do sangue do corddo em
cinco dos sete RNs asfixiados, e os resultados encontrados estavam acima de 3,0 mmol/L, em
todos os RNs, tendo como valor médio 11,16 mmol/L (tabela 3). A mesma dificuldade relatada
acima, encontrou-se para coleta da amostra de sangue do corddo umbilical. Optou-se entdo, por
coletar o fluxo livre do sangue misto do corddo, venoso e arterial, imediatamente apds o parto
e antes do pincamento do corddo pelo obstetra, conforme é preconizado por alguns autores.
SHIREY e colaboradores ', numa pesquisa com RNs sauddveis, fizeram dosagem de
lactato, pH, pO, e pCO; a partir de coleta de sangue de cordao umbilical arterial e venoso de
85 RNs, e compararam com a dosagem feita a partir do sangue obtido do fluxo livre do sangue
umbilical misto (venoso e arterial) de 48 RNs, e concluiram que a medida de lactato é
satisfatoria quando obtida através do fluxo livre, com forte indice de correlacdo, especialmente

102
L

quando comparado com sangue venoso (r = 0,97). GALLAGHER et a encontraram

correlagdo positiva entre a dosagem de lactato do sangue arterial e venoso em 74 adultos,



quando foram feitas dosagens simultineas no mesmo paciente, enquanto MURDOCH et al.

obtiveram amostras de sangue arterial periférico e venoso misto (por cateter de artéria
pulmonar) e dosaram lactato em criancas gravemente enfermas de uma unidade de terapia
intensiva, e também ndo foi observada diferenca significativa entre as duas amostras.

Tomografia computadorizada de cranio e ressonancia magnética, deveriam ser
realizadas dentro da primeira semana de vida, em todos os RNs com encefalopatia neonatal,
sendo importantes exames para definir localizacdo e extensdo das lesdes, bem como trazer
informacdes adicionais no que se refere ao progndstico evolutivo 6106,

COWAN ° acredita que apesar da controvérsia sobre a etiologia, momento do insulto e

os critérios para definir asfixia perinatal, a maioria dos RNs com uma histdria clinica sugestiva
de asfixia intraparto seguida de um sindrome neuroldgico neonatal terd na ressondncia
magnética ou tomografia de cranio evidéncias de insulto cerebral agudo, e, a presenca de
alteracdes nos exames de neuroimagem sao considerados, pela forca-tarefa internacional que
analisa e define critérios relacionados a paralisia cerebral, como critérios adicionais
importantes para o diagndstico da relagdo causal entre insulto hipdxico intraparto e paralisia
cerebral %,
Seis pacientes realizaram tomografia de cranio, e em quatro foram encontradas
alteracodes sugestivas de lesdes hipoxico-isquémicas, sendo estes exames realizados em média,
no sétimo dia de vida (tabela 4). As alteracdes tomograficas encontradas sd@o os padrdes mais
freqlientemente encontrados na literatura: alteracdes especificas nos ganglios da base e
watershed parassagital, e ainda isquemia focal ou multifocais ** ' 1%,

Assim como os parametros descritos anteriormente, o eletroencefalograma como
parametro isolado ndo faz diagndstico de asfixia perinatal. Entretanto, o EEG tem valor
importante quando associado ao SNN, tanto na defini¢do da gravidade, como para estabelecer
progndstico, para o acompanhamento evolutivo da encefalopatia neonatal ou ainda para
confirmar ou ndo o diagnéstico clinico de crises convulsivas > 5 1%,

Da mesma maneira que ocorreu com a realizacdo da tomografia de cranio, somente um
dos sete RNs asfixiado ndo realizou EEG. Em dois encontrou-se um padrdo
eletroencefalografico de surto-supressao, que demonstra uma encefalopatia grave, um normal e
nos outros trés observou-se alteragdes menos graves (tabela 4).

Uma grande variedade de tragados pode ser observada na EHI. Inicialmente observa-se
um ritmo de base com baixa voltagem e predominio de ondas lentas. Evolutivamente ocorre o

aparecimento de um padrdo periddico, caracterizado por periodos de intensa diminui¢do da

voltagem com surtos de ondas agudas e ondas lentas de projecdo difusa, podendo surgir



assincronia. Mais tarde, padrdao periédico pode tornar-se muito mais evidente, com maior
supressdo e alguns surtos, caracterizados por pontas e ondas lentas " '%°. A presenca do padrdo
surto-supressdo, significard, especialmente no RN a termo, péssimo progndstico, € podera

. . 4evi 1,10, 23, 80, 108
evoluir para um tracado isoelétrico ~ ™ 80.

. Nos estagios da EHI, estabelecidos por
SARNAT e SARNAT 80, no estagio 1 (leve), o EEG € normal, no estdgio 2 (encefalopatia
moderada) aparece padrdo de baixa voltagem e padrido periddico, e no estdgio 3 (grave) o
padrdo serd periddico ou isoelétrico.

Envolvendo exteriormente todo o encéfalo e a medula, dos quais estd separado somente
pela pia-méter, em intima relacdo com o sangue, do qual esta isolado apenas pela barreira
hemato-liquérica, o liquor € um liquido peculiar do organismo. Para REIS et al. o liquor ocupa
uma posicdo privilegiada para receber as impressOes das manifestacOes das diferentes
enfermidades que acometem o SNC, sendo ele entdo um meio de investigacdo laboratorial,
comportando-se de certo modo, como uma “sentinela diagndstica”, segundo Quadbeck **.

Para comparagdo dos resultados do perfil liquérico entre os dois grupos estudados,
utilizou-se andlise fatorial para identificar alguma varidvel, que isoladamente ou ndo, poderia
melhor contribuir para esta discriminagdo entre os grupos Ho,

Observa-se a representacdo grafica dos escores obtidos de cada RN (Figura 1), ao
utilizar o procedimento de andlise fatorial. Consideram-se simultaneamente as cinco varidveis
pesquisadas (citometria, predominio linfomonocitario, proteinorraquia, glicorraquia e presencga
de hemdcias), em um plano com duas dimensodes. Nesta figura observa-se uma clara divisdo
espacial em dois grupos de RN: grupo 1 - RNs asfixiados; e grupo 2 - RNs do grupo
controle. Esse achado € suportado por um total de inércia de 60,53% (37,14% para Fator 1 e
23,38% para o Fator 2), ou seja, o Fator 1 combina as cinco varidveis pesquisadas
simultaneamente e explica 37,14% da variabilidade total dos dados, e o fator 2 explica 23,38%.
Nesta andlise evidenciou-se a existéncia de associacdo de varidveis nos dois grupos e um
comportamento mais homogéneo das varidveis estudadas no grupo 1.

A partir da discriminagdo dos dois grupos buscou-se identificar qual a varidvel que
mais contribui nesta discriminagdo, ou seja, na diferenciacdo entre os grupos. Como os dados
ndo tinham distribui¢do normal, utilizou-se o teste nado-paramétrico de Kruskal-Wallis, e
encontrou-se maior probabilidade de significancia (p < 0,05) para os dados referentes a
proteinorraquia (p = 0,0087), conforme os resultados apresentados na tabela 9. A segunda
varidvel que mais poderia contribuir para discrimina¢do entre os dois grupos, seria a

glicorraquia, porém sem um valor estatisticamente significativo (p=0,0730).



Os espagos ocupados pelo LCR sdao revestidos por dois tipos de células: células
ectodérmicas (epiteliais) do sistema ventricular e células mesodérmicas (mesenquimais) do
espaco subaracnéideo. Em tempos passados admitia-se que as células encontradas no LCR
tinham origem no sangue, entretanto estudos posteriores demonstraram a origem histiocitaria.
Porém, nos processos inflamatérios agudos com formagao de exsudato, os neutréfilos provém
do sangue 82,

Utilizou-se a tabela 9 (Apéndice V) para comparar-se os resultados obtidos no
presente estudo, com estudos de trés diferentes autores e observou-se que os resultados obtidos
nesta pesquisa nao demonstrou diferenca significativa entre os grupos de RNs asfixiados e
controle, tanto para contagem total de leuc6citos, quanto para porcentagem de linfomondcitos (
p = 0,3924 e 0,5338, respectivamente). Os valores encontrados sdo similares aos da literatura,
porém o grupo de RNs asfixiados apresenta a menor média para a contagem total de
leucécitos entre os trés estudos utilizados para comparag¢do. Nota-se ainda, um valor muito
diferente em relacdo a porcentagem de linfomondcitos relatado na pesquisa de SARFF ez al.>”,
quando comparado aos outros estudos.

O perfil citométrico é um dos mais valorizados parametros liquéricos. Alguns
requisitos sdo necessdrios para que se possa ter uma técnica adequada ao estudo da
citomorfologia *"**”®. Na crian¢a maior e no adulto, a citomorfologia do LCR & caracterizada
apenas por linfécitos e reticulo-mondcitos, diferindo bastante das células presentes no RN, que
apresenta maior quantidade de eritrocitos, presenca constante e elevada de linfécitos e
reticulomondcitos, achado comum de polimorfonucleares neutréfilos e macréfagos, eosindfilos

5791 " A imaturidade

e presenca eventual de células ependimarias e reticulares indiferenciadas
. . L, . . . . .41 .
da barreira hemato-liquérica no RN justifica a presenca destas citomorfologia ™, confirmada

por estudos que fizeram andlise do liquor comparando o resultado de coletas feitas entre

39, 87 55,56
T .

grupos com idade pés-natal diferente ou comparando RNT com RNP

A provavel quebra de barreira hemato-liqudrica, observada fisiologicamente nos RN,
especialmente nos mais jovens € nos prematuros, ndao parece ter sido influenciada pela asfixia.
Nesta pesquisa os resultados quanto ao nimero de leucécitos e predominio linfomocitédrio foi
igual tanto no grupo controle, quanto na comparacdo com os valores considerados como
padrao de referéncia de normalidade.

A glicose € o substrato energético essencial primério no cérebro em desenvolvimento.
A hipoglicemia potencializa os efeitos deletérios da asfixia / hipoxia no cérebro. SALHAB et

111 .. . .
al. —, encontraram que cerca de 20 % dos RNs asfixiados grave apresentavam glicemia <

40mg/dl dentro dos primeiros 30 minutos de vida.



Nesta pesquisa o grupo de RNs asfixiados apresentou valor médio de glicorraquia mais
elevado que o grupo controle. Os valores médios de glicorraquia nos dois grupos estdo dentro
da variagdo citada como referéncia por outros estudos > ®®. A glicorraquia encontrada no
grupo de RNs asfixiados € mais proxima aos valores encontrados em outros estudos com RN
sadios do que os valores do grupo controle, ndo seguindo um padrdo, ou seja, indices de
glicorraquia mais elevados que os apresentados por SARFF > ¢ BONADIO?, e mais baixo
que os de CARVALHO 68 conforme a comparacdo demonstrada na tabela 10 (Apéndice VI).

Poder-se-ia pensar que estes valores mais baixos de glicorraquia encontrados no grupo
controle, pudessem refletir algum distirbio glicEmico a que estes RNs estavam submetidos.
Mesmo considerando-se que em todos os sete casos, o resultado do LCR foi considerado
normal, as criangas do grupo controle haviam sido submetidas a PL por suspeita de infeccdo
perinatal ou por quadro de hipotonia e apatia, que poderiam refletir algum distirbio metabdlico
ou infeccioso sistémico, nao identificado até aquele momento da PL.

Em individuos normais, ha uma relagdo constante entre a glicemia e a glicorraquia,
cujo valor médio € 0,63, com uma variacdo de 0,60 a 0,80. Modificagdes pequenas na glicemia
ndo afetam a concentragdo da glicose no LCR. Mesmo cargas endovenosas altas de glicose
fazem a glicorraquia elevar-se lentamente, porque a barreira hemato-encefélica s6 permite a
entrada de pequena quantidade de glicose, entretanto, quando o mecanismo € inverso, ou seja,
nas situagdes de hipoglicemia, hd repercussao imediata também na glicose liqudrica 5582

Observando-se os resultados desta pesquisa (tabela 1), verifica-se que no grupo de RNs
asfixiados, a glicose sanguinea no momento da PL, tinha valores médios mais altos que no
grupo controle (122,27 nos asfixiados e 49,57 mg/dl nos controles), da mesma maneira como
foi observado para a glicorraquia (tabela 6). A relacdo glicorraquia/glicemia (tabela 7) foi
menor no grupo de RN asfixiados (0,45 e 0,75 nos RN controle). Como esta relagdo observada
para o grupo controle estd dentro do esperado, pode-se imaginar que esta glicorraquia esta
refletindo os valores da glicemia. J4 no grupo de asfixiados, a relagdo da glicose LCR/sangue
baixa (0,45), poderia ser reflexo dos valores médios elevados da glicemia. E importante
considerar que em média a PL foi feita com 28 h de vida, momento em que todos os RNs ja
estavam sob tratamento e certamente com infusdo de solugdo de glicose endovenosa. Deve-se
considerar também, que para uma casuistica tdo pequena, houve uma variagao considerdvel na
glicemia do grupo de RN asfixiados, tendo-se um valor maximo de 328 mg/dl, que certamente
influenciou no resultado final da média deste grupo.

A glicose sanguinea chega ao cérebro através de um processo de difusdo facilitada, que

permite que este transporte seja mais rapido e efetivo, utilizando uma proteina transportadora



glicosilada pesada (GLUT1). Os niveis de GLUT1 sao relativamente mais baixos nos cérebros
imaturos. Na hipdéxia, hd um aumento do consumo cerebral de glicose e um dos primeiros
mecanismos compensatorios € o maior fluxo de glicose para o cérebro. Hipoglicorraquia é
frequentemente encontrada apds hemorragia intracraniana, e estes valores podem permanecer
baixos até trés meses apGs a hemorragia ». A hipoglicorraquia estd provavelmente relacionada
as dificuldades nos mecanismos transportadores, ou ainda, pela utilizacdo de glicose pelas
hemadcias, apesar de estudos ndo demonstrarem que possa haver consumo in vitro 64 112,

No unico estudo encontrado na literatura, que faz pesquisa de valores bioquimicos
convencionais utilizando RNs asfixiados, PROCIANOY e CECIN ”3, de Porto Alegre (RS),
em 1983 investigaram a relacdo glicorraquia/glicemia, em 12 RNT asfixiados graves,
comparados com 13 RNT ndo asfixiados. Os autores encontraram que a relagcdo
glicemia/glicorraquia do grupo asfixiado ndo diferiu do grupo controle, € concluiram que a
asfixia ndo altera o transporte de glicose do sangue para o liquor.

No presente estudo, a asfixia também nao demonstrou ser um fator determinante para
mudanca significativa nos indices de glicorraquia, nao sendo encontrada diferenca significativa
na comparacgao entre os dois grupos (p = 0,0730).

A presenca de pequenas quantidades de hemdcias no LCR de RNs, tém sido
considerada normal. Determinar quais sdo os valores “normais” € limitado pela relativa alta
incidéncia de sangramentos intracranianos, por hemorragias intraventricular frequentemente
silenciosas em RNPT, ou mesmo pequenas hemorragias subaracndideas por traumas menores
do parto 3,

SARFF et al.”, excluindo puncdes traumdticas (“grossly bloody”), ndo encontrou
diferenca significativa ao comparar RNPT com RNT (média de 112 e 180 hemécias/mm’,
respectivamente). LUZ % encontrou diferenca quando comparou a quantidade de hemdcias em
LCR de RNT, em idades poés-natal diferentes, sendo maior nos RN de sete dias com uma
média de 155/mm’> e 74/mm> para o 28° dia. NAIDOO 58, também encontrou menor
quantidade de hemécia em RN mais jovem (7° dia comparado com o 1° dia de vida).

CARVALHO et al. ®® fizeram anlise do perfil citomorfolégico e bioquimico do LCR
de RNT e RNPT, em um grupo sem acidentes de puncdo (hemécias = 0/mm’), e comparou o
resultado com um outro grupo com pequena quantidade de hemdcias (< 500/mm’),
encontrando taxas de glicorraquia significativamente menores nos RNT do grupo com
presenca de pequena quantidade de hemadcias, e uma quantidade maior de proteinas nos RNPT,
com puncdo com sangue, concluindo que mesmo pequena quantidade de hemdcia pode

interferir. Por outro lado, RODRIGUEZ et al.56, nao encontraram diferenca estatisticamente



significativa para nimero total de leucdcitos, proteinas ou glicose, quando compararam o LCR
com presenca < 1000 hemdcias/mm’ com > 1000/mm’, em RNPT com muito baixo peso ao
nascer.

BONADIO '* encontrou que em 20% das pungdes lombares para coleta de LCR em
crianga, ocorrem acidentes de punc¢do com presenca de liquor hemorrédgico, e afirma que a
maioria dos métodos que procuram determinar a relacdo leucdcitos/hemdcias no sangue e
LCR, ndo sao confidveis . O recém-nascido tem o saco dural muito estreito, com tecido
meningeo mais fridvel e vasos sanguineos que facilitam traumas com agulhas, necessitando
que se tenha cuidados especiais, com técnicas adequadas, habilidade e experiéncia ao realizar
coleta de LCR por PL em RNs ''° %,

Um dos motivos que se justifica a necessidade de PL em RNs asfixiados, é a sua
importancia para o diagndstico de sangramento intracraniano, especialmente a hemorragia

subaracnéidea espontanea 13, 23

. Foi critério de exclusdo de nossa pesquisa, os RNs que
apresentassem LCR com contagem de hemdcias superior a 500 hemécias/mm’. Conforme foi
demonstrado (tabela 6), todos os RNs nos dois grupos estavam de acordo, observando-se que a
contagem mdxima no grupo asfixiado foi de sete hemacias/mm’, enquanto no grupo controle,
obteve-se um RN com 420/mm”.

Apesar das diferencas de médias, a mediana encontrada nos dois grupos foi a mesma, e
ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,6983). Vale lembrar
que na andlise estatistica utilizou-se teste ndo paramétrico ANOVA de Kruskal-Wallis, que
ndo parte da andlise das médias, mas sim a partir da ordenacdo numérica de todos os dados,
dos dois grupos, e os valores da ordenacdo sdo somados em cada grupo a ser comparado > ',

O provavel € que a maior quantidade de hemdcias observadas no grupo controle deveu-
se a PL traumdtica ou ainda devido a pequenos traumas do parto ou mesmo hemorragia
subaracnéidea espontanea.

A proteinorraquia no recém-nascido apresenta um padrdo de normalidade com variagao
conforme a idade gestacional e pds-natal, diminuindo progressivamente, chegando a valores
semelhantes aos dos adultos por volta do quarto més de vida 82:57 Acredita-se que isso se deva
a imaturidade da barreira hemato-encefalica nos prematuros e RNs mais novos®® 7! 86120 A
literatura tem demonstrado por meio de estudos , estas variagdes (Anexo V — Tabela 14).

Nesta pesquisa houve diferenca estatisticamente significativa quando se comparou os

valores da proteina liquérica nos dois grupos, com taxa mais baixa no grupo de RNs asfixiados

(p = 0,0087). Do mesmo modo ao comparar-se o valor médio do grupo de RN asfixiados, com



cinco outras pesquisas, também se observou taxas de proteinorraquia mais baixa no presente
estudo (Apéndice VII - tabela 11).
Alguns pesquisadores t€ém se dedicado a estudar a interferéncia que a presenca de

56, 57, 59, 64, 68, 71 w1
. Nao se

hemadcias pode exercer sobre a citomorfologia e bioquimica do LCR
sabe ao certo, o quanto pequenas quantidades de hemdcias podem interferir na proteinorraquia.
REIS e colaboradores 82, afirmam que valores menores que 2000 hemécias/mm3, irdo interferir
muito pouco no resultado final, e que somente valores maiores de hemécias é que poderdo
realmente prejudicar a interpretacio do final do LCR.

Acredita-se, portanto, que a presenca de taxas maiores de proteinorraquia no grupo
controle nao deve ter sido influenciada pela quantidade maior de hemadcias (tabela 6). Na
pesquisa de CARVALHO et al. % foi encontrada uma quantidade maior de proteinas somente
no grupo de RNPT, e como se discutiu aqui, as taxas de proteinorraquia tendem a diminuir
conforme aumenta a idade (Anexo V- Tabela 14).

O que a andlise fatorial nos mostrou (Figura 1), foi que os dois grupos, asfixiados e
controle, guardam semelhancas entre si, porém com maior homogeneidade para o grupo de
RNs asfixiados. E que a maior probabilidade estatistica é de que as taxas de proteinas tenham
exercido maior influéncia nesta discriminacao.

Como explicar que no grupo de RN asfixiados encontrou-se uma taxa de proteinas
menor? Seria influéncia da asfixia? Poder-se-ia considerar os valores encontrados como
hipoproteinorraquia? Apesar de ter o valor médio mais baixo encontrado entre os cinco estudos
comparados, esta média esta dentro da variagdao encontrada por SARFF, CARVALHO e LUZ
53.68.89 (Apéndice VII - tabela 11).

As barreiras hemato-encefélica e hemato-liquérica, em situagdes normais, impedem o
fluxo de proteinas para o LCR. Alteragdes de diversas etiologias podem modificar a
permeabilidade destas barreiras: modificagdes da circulacdo sanguinea devido a obstrucdes
venosas, por tumores ou outros processos compressivos, inflamatorios, infecciosos, toxicos,
metabodlicos, doencas degenerativos, leucodistrofias, fraturas de vértebras, estase liquérica de
qualquer natureza, presenca de cateter de sistemas de derivacdo liquérica ventriculo-peritonial,
na Sindrome de Guillain-Barre, acidentes cérebro-vasculares hemorragicos, porém a presenca

22, 82, 121, 122
. Taxas

de hipoproteinorraquia € uma situacdo raramente observada diminuidas de

proteina no LCR sdo raramente observadas, ocorrendo em pacientes gravemente desnutridos,
. . 2,123

ou na forma juvenil da Doenca de Charcot ** '%,

Durante a asfixia o aporte inadequado de O, em nivel celular, desencadeia uma série de

eventos associados, que culminam na morte celular. O processo local de reperfusao pds-



isquemia, induz uma resposta inflamatéria e citotéxica local, e com repercussdes sistémicas "
13.21.23 " Acredita-se que estes eventos devem aumentar a permeabilidade das barreiras hemato-
encefalicas, e permitir, como nas outras situacdes, um maior fluxo de proteinas para o liquor ’"
120 MENKES e SARNAT ** acreditam que deve haver hiperproteinorraquia apés asfixia
perinatal, mas um LCR normal, ndo exclui a possibilidade do diagndstico de asfixia .

Os achados deste estudo ndo nos permitem afirmar que a as taxas mais baixas de
proteinorraquia encontrada no grupo de recém-nascidos asfixiados, seja um reflexo direto da
asfixia.

Sdo necessarios outros estudos com um delineamento similar a este, com uma
casuistica maior para que se possa definir se ha diferenca nas caracteristicas bioquimicas e

citologicas no liquor de RNs asfixiados, motivo pelo qual este estudo terd continuidade.

Limitacoes do Estudo

O pequeno numero de RNs em cada grupo estudado, foi o principal fator
limitante para a andlise dos dados obtidos. Foram fatores que determinaram esta pequena
amostra:

a. Calculou-se que 30 recém-nascidos seria 0 nimero de casos necessdrios para esta
pesquisa. A partir dos registros da MDYV, tinha-se em média, nos 12 meses que
antecederam o inicio deste estudo, o registro do nascimento de trés RNs asfixiados por més,
porém durante o periodo de realizacdo desta pesquisa ndo ocorreu esta freqiiéncia esperada.
Pesquisas com RNs a termo asfixiados, necessitam de um longo tempo de coleta de dados,
para que se tenha uma casuistica com um ndmero de casos e controles significativos, como
tem sido demonstrado por diversos autores. (Tabela 15 - Anexo VI).

b. A necessidade de descartar exames com contagem de hemadcias superior a
500/mm’;

c. Foi estabelecido um limite médximo de 48 h para coleta do LCR, que fez com que
alguns bebés tivessem nascido na MDV durante o periodo da pesquisa, mas ndo foi
possivel coletar o LCR, por condi¢des clinicas do RN, ou por demora dos responsdveis em
autorizarem sua inclusio na pesquisa;

d. Os RNs que comporiam o grupo controle, deveriam ser RN sadios, que com uma

freqiiéncia muito baixa, sdo submetidos a PL, e quando isso ocorre, na maioria das vezes, o



liquor resultada em infec¢do ou € coletado por suspeita de infeccdo congénita do SNC,

como a Sifilis, por exemplo, tendo que ser excluidos;



6 . CONCLUSOES

1. A asfixia ndo demonstra ser um fator determinante para que pudesse ocorrer diferenca na
contagem total de leucocitos e no predominio linfomocitdrio, na contagem total de
hemadcias e nas taxas de glicorraquia, ndo sendo encontrada diferenca significativa na
comparacao entre os dois grupos (asfixiados e controle);

- Os achados deste estudo ndo nos permitem afirmar que as taxas mais baixas de
proteinorraquia encontrada no grupo de recém-nascidos asfixiados, seja um reflexo direto

da asfixia, apesar de haver diferenca significativa entre os grupos;

2. As caracteristicas da populagdo estudada nos dois grupos sao homogéneas, nao diferindo
quanto aos dados antropométricos, idade gestacional, ou tempo de vida no momento da
coleta do LCR; e também niao ha diferenca entre as caracteristicas estudadas entre as maes

dos RN dos dois grupos;

3. Os dois grupos, asfixiados e controle, guardam semelhancas entre si, porém o grupo de

RN’s asfixiados € mais homogéneo;

4. O presente estudo nao demonstra haver diferenca nas caracteristicas bioquimicas e
citolégicas estudadas no liquor de RNs que sofrem asfixia ao nascer quando comparados

com os valores considerados como padrio de referéncia de normalidade;

5. Através dos resultados obtidos no presente estudo, ndo é possivel determinar se as
alteracOes liqudricas dos RNs asfixiados sdo relevantes para o diagndstico da asfixia

perinatal.
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APENDICE 1

PROTOCOLO DE AVALIACAO CLINICA

Mae- registro -
Idade G P__A C Natimortos Filhos Vivos
ITU HAS DHEG Drogas TORCHS qual

Doengas anteriores e evolugao

Complicacgdes da gestacao

Quando Medicacao usada

No. De consultas de pré-natal : nenhuma __at€é 6 ___ maisde 6 ___ignorado _____

Tipo sanguineo : A B AB O RH-()

Se Rh negativo : Coombs indireto — reagente ndo reagente

VDRL - negativo positivo Titulo Data

Idade gestacional :cronoldgica _____sem ecogréfica sem

Ruptura das membranas : no ato <18hs__ >18hs dias

Caracteristicas do liquido : claro com grumos ____ sem grumos ___ meconial ___

Hemorréagico

Local do Parto : hospitalar ___ domiciliar

Tipo de parto - normal cesarea __ forceps _____

Anestesia : nenhuma local peri raqui

Se operatério:desproporcao céfalo-pélvica____ DPP placenta prévia _____
Sofrimento fetal agudo aminiorrexe prematura

Outros

Placenta g com calcificacdo sem calcificacdao

RN

Sexo: M ___F___ genitdlia ambigua _____

Data Nasc. Horério Data Internagao

Apgar 1°. 5°. 10°. IG Capurro

Parkim sem Dubowitz sem Ballard Percentil ___ %

Peso Estatura PC PT

Intercorréncias no nascimento: circular corddo ( ) VPP ( ) Massagem cardiaca ( )
Uso de drogas () intubacdo ( ) aspiragdo traquéia ( ) lavagem gétrica ( )
Outras

MFC aparente : nao ( ) sim ( )
Diagnéstico: RNT () RNPT () Rnp6s-T () AIG () GIG ( ) PIG ()




APENDICE II

COLETA DE DADOS - RN

RN de: Registro No.
Data de nascimento : / / Hora de nascimento

Monitorizagao cardiaca neonatal ( ) normal ( ) alterada () ndo realizada
Liquido amnidtico meconial () sim () ndo
PH fetal

Apgar lo. min 50. min 100. Min
Sindrome Neurol6gico Neonatal
Presente () 12hs
() 12-24 hs
()24-72 hs
() ap6s 72hs
Ausente ()

SNAP score

EEG

USTF

TC Crénio

RNM de cranio

Sédio Potéssio Cilcio Magnésio
Gasometria arterial
Lactato

LCR

Data/ hora da |citometria | diferencial |glicose | proteinas Cultura
coleta bacterioscopia




APENDICE 111

EXAME NEUROLOGICO DO RECEM-NASCIDO

1-Observacio no berco, sem remover a coberta:

ESTADO 1: olhos fechados, respiragdo regular, sem movimentos.
ESTADO 2: olhos fechados,respiragdo irregular,sem movimentos grosseiros.

ESTADO 3: olhos abertos, sem movimentos grosseiros.

ESTADO 4: olhos abertos, movimentos grosseiros, sem choro.
ESTADO 5: olhos abertos, movimentos grosseiros, chorando.

ESTADO 6: outros estados (coma, descrever...)

2-Apés remocgido da coberta

a)Atividade Motora espontanea: TIPO:

I- Flexdo( ) Semi-flexdo( ) Extensdo( )
II- Simétrica( ) Assimétrica ( )

ITI-Ativo reativo( )Hipoativo nao reativo( ) Hiperexitabilidade( ).

b)Pele
Rosada( ) Ictérica( ) Pletérica( ) Palida( )

3-Exame fisico
I- Crénio: Fontanelas: anterior=  cm posterior= cm
Suturas: abertas( ) normal( ) cavalgadas()
PC= cm
II- Olhos: Pupilas NL() ANL()
Reflexo "blink" 6ptico NL( ) ANL( )
Reflexo "blink" acustico NL( ) ANL()
Reflexo corneo-palpebral NL( ) ANL()
III- Expressao facial simétrica( ) assimétrica( )
Dismorfismo: Nao( ) Sim( ) Descrever:
IV- Sistema motor:
Tonus: NL( ) Hipotonia( ) hipertonia( )
Simétrico( ) assimétrico( )
Prova do xale NL( ) ANL()
Rechago do antebrago NL( ) ANL()
Reflexos profundos simétricos( ) assimétricos( )
NL( ) diminuidos( ) aumentados( )
Reflexos primitivos: simétricos( ) assimétricos( )
Moro NL() ANL()
Tonico-cervical NL( ) ANL()
Preensao Palmar +( ) -()
Preensao Plantar +( ) -( )
V- Choro: NL( ) ANL()



APENDICE IV

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Meu nome é JULIO AMARO DE SA KONESKI, neurologista peditrico,
residente nesta cidade, trabalho na Clinica Neuroldgica e Neurocirtrgica de Joinville, na
Rua Placido Olimpio de Oliveira, 1244 — telefone 3433-2525.

Estou desenvolvendo uma pesquisa cientifica: “ANALISE DOS ACHADOS DO
LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO EM RECEM-NASCIDOS COM ASFIXIA
PERINATAL”. Esta pesquisa é parte do estudo para elaboragdo da dissertacio de
Mestrado em Ciéncias Médicas, pela Universidade Federal de Santa Catarina, e ja foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas em Seres Humanos, da Universidade Federal
de Santa Catarina e da Maternidade Darci Vargas.

O objetivo desta pesquisa € determinar se: a) alteracdes no liquor (liquido que existe
dentro da coluna vertebral, e que € produzido no cérebro) podem ajudar no diagndstico e
prognéstico dos recém-nascidos que sofreram asfixia (falta de oxigenacdo ao nascer); b)
ajudar a diferenciar quando um recém-nascido sofreu asfixia se ele tem infeccdo
(meningite); c) este estudo é necessario porque nao hd nenhuma pesquisa na literatura
médica que defina qual o padrao para o liquor de recém-nascido asfixiado.

Os recém-nascidos que sofrem asfixia (falta de oxigenacdo) ao nascimento,
apresentam uma série de complicagdes neuroldgicas, tanto no periodo logo apds o
nascimento, quanto seqiielas neuroldgicas futuras. O diagndstico da asfixia € importante
para que medidas terapéuticas possam ser prontamente iniciadas.

Sabemos como interpretar o resultado do liquor em recém-nascidos saudaveis, e
sabe-se também, quais as alteragdes que deveremos encontrar num recém-nascido com
infeccdo do sistema nervoso (meningite). Porém, nao se sabe se ha ou ndo alteracdo no
liquor de recém-nascidos que sofreram asfixia ao nascer, mas ha indicios na literatura de
que devem ocorrer mudangas neste padrdo. Possiveis alteragdes no liquor de recém-
nascidos com asfixia podem ser interpretadas erroneamente como infeccao.

A divida na interpretacdo dos resultados laboratoriais do exame do liquor pode
levar a um diagndstico inadequado de meningite, levando o médico neonatologista a tratar
uma meningite inexistente, ou deixar de tratar quando realmente ha a presenga da infeccao,

especialmente quando estiver diante de bebe que sofreu asfixia ao nascer.



Portanto, solicito a permissdo para realizar a pun¢ao lombar para a coleta do liquor.
Este procedimento € rdpido, seguro, e nao traz nenhum risco especial, podendo causar
algum leve desconforto passageiro — serd introduzida uma pequena agulha (apropriada para
este procedimento) junto a coluna vertebral, na regido lombar, ap6s o bebé ter sido
submetido a anestesia local, em seguida € colhido 2 ml de liquor. Este procedimento dura
em torno de 3 a 5Smin, e serd realizado por mim, que possuo grande experiéncia na
realizacdo de puncdes lombares. Esperamos poder definir com maior clareza o progndstico
evolutivo de seu filho.

Se vocé tiver alguma divida em relagdo ao estudo ou nao quiser mais fazer parte do
mesmo, pode entrar em contato conosco. Se vocé estiver de acordo em participar, posso
garantir que as informagdes fornecidas serdo confidencial (bem como o material coletado) e

sO serdo utilizados nesta pesquisa.

Jalio Amaro de Sa Koneski — Pesquisador principal

Neurologista Infantil, CRM 4782
CONSENTIMENTO P(’)S-INFORMACAO
Eu, , fui esclarecido sobre a

pesquisa “ANALISE DOS ACHADOS DO LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO EM
RECEM-NASCIDOS COM ASFIXIA PERINATAL” e concordo que os dados de meu

filho recém-nascido e meus dados sejam

utilizados na realizacao da mesma.

Joinville, de de 20

Assinatura: RG:




APENDICE V

TABELA 9. Comparacdo dos resultados da citometria total e diferencial, entre o
presente estudo e outras pesquisas que utilizaram RNT sadios.

Maternidade Darci Vargas, Joinville (SC), 2004/2005.

Varidvel Asfixiados Controle Sarff > Bonadio® Carvalho®
Contagem total de

leucécitos/mm®

n 7 7 87 35 25
Média 2,28 4,14 8,2 11,0 4,5
Mediana 2,00 3,00 5,00 8,50 3,30
DP 1,38 4,18 7,1 10,43 3,6
Variacdo 1-4 1-13 0-32 - 0,3-13
Porcentagem de LMIN**

Média 98,57 95,57 39,70 97,80 95,80
Mediana 100,00 100,00 - 99,50 100,00
DP 3,77 11,28 - 3,75 8,60
Variagdo 90 - 100 70 - 100 - - 60-100

*p =0,3924; ** p = 0,5338;
n =ndmero de casos; DP = desvio padrao; LMN = linfomondcitos.



APENDICE VI

TABELA 10. Valores normais de glicorraquia, em RN sadios, segundo diversos
autores. (Valor médio de glicose em mg/dl). Maternidade Darci
Vargas, Joinville (SC), 2004/2005.

Variavel Asfixiados* Controle* Sarff>  Bonadio>® Carvalho®
Glicose (mg/dl)

n 7 7 51 35 25
Média 55,57 37,57 52 46,0 67
Mediana 50,00 35,00 - - -

DP 28,13 11,32 - 10,30 25,60
Variagao 30-117 24 - 60 34-119 - 38-179
*p = 0,0730

n = nimero de casos; DP = desvio padrao.



APENDICE VII

TABELA 11. Comparagao dos valores médios da proteinorraquia entre os dois
grupos do presente estudo, e outras pesquisas que utilizaram RNT

sadios. (Proteinas em mg/dl). Maternidade Darci Vargas, Joinville
(SC), 2004/2005.

Pesquisa n Média Variacao
(maximo-minimo)

Presente estudo

Asfixiados* 7 47,57 38,0-65,0
Controle 7 88,57 52,0-165,0

Sarff e al.>® 35 90,0 20-170

Bonadio et al.®* 35 84,0 -

Carvalho et al.®® 25 77,6 29-160

Ahmed et al.”’ 17 80,0 -

Luz ¥ 79 71,0 23.1-119,7

*p = 0,0087



ANEXOS



ANEXO1

Parecer do Comité de Etica e Pesquisa com Seres Humanos - UFSC



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS
Parecer Consubstanciado Projeto n® 332/2004

I - Identificagio

Data de entrada no CEP: 22/11/2004

Titulo do Projeto: ANALISE DOS ACHADOS DO LIQUIDO CEFALORRAQUIDIAND EM RECEM-NASCIDOS COM
SINDROME HIPOXICO-ISQUEMICA.

Pesquisador Responsdvel: Luiz Roberto Agea Ciitulo,

Pesquisador Principal: Julio Amaro de Sa Koneski

Propésito: Projeto de mestrado.

Instituiglio onde se realizard: Maternidade Darcy Vargas - Joinville -5C

II- Objetivos: Geral: Descrever os achados bioquimicos e celulares do liquida cefalorraquidiano nos recém nascidos que
apresentarem sindrome hipéxico-isquemica, nascidos na Maternidade Darci Vargas (MDV), de loinville, SC. e determinar
sua relevincia no diagnostico da SHI, bem como procurar identificar fatores indicativos de progndstico quando comparados
com outros métodos diagndsticos conhecidos,

Especificos: Nio relacionados.

111~ Sumério do Projeto: Este ¢ um estudo transversal e observacional. Os pesquisadores estimam 30 recém natos que
estejam dentro dos varios critérios de inclusio para a selegio dos pacientes. Serd formado um grupo controle de recém natos
nascidos apés um dos bebés que estejam incluidos no grupo de estudo e que tenham feito pungio lombar pelo pediatra
neonatatologista assistente que tenharm sido objeto de suspeita de ter sofrido asfixia ao nascer. Os protocolos estio incluidos
no material apresentado.

IV- Comentarios: Trata-se de uma pesquisa com fins académicos (disserlagdo de mestrado), mas escrito economicamente,
sobretudo pela importincia do tema. Tem uma importdncia social indiscutivel, mas o jusgamento do projeto estd prejudicado,
sobretudo por alguns aspectos: falta os curriculos do professor orientador e do co-orientador; falla esclarecimentos se os
“exames de imagem . serio solicitados se houver indicagfio clinica” mas niio refere se seria a conduta mesmo se nio fizessem
parte da amostra, No caso, esclarecer quem arcard com os custos; Reformular a folha de rosto, cujo pesquisador respansdvel
estd como o orientando; falta a assinatura do pesquisador responsdvel na declaracio de responsabilidade: esclarecer se a
coleta de dosos ja foi iniciada, uma vez que o projeto nido foi aceito para analise da primeira vez por carecer da folha de rosto
e o cronograma deve ser reformulado, se for o caso ¢, finalmente, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
esti eivado de termos téchicos além de descrever brevemente o procedimento de pungio lombar e salvo melhor juizo,
minimizanda os riscos e desconfortos do dite procedimento,

V- Parecer: Pelo exposto, somos de parecer que o projeto fique em pendéncia até que sejam satisleilas as exigéncias deste
Comité.

VI — Parecer final — Tendo em vista o atendimento das pendéncias, somos de parecr que o presente projeto seja
APROVADO por este Comité,

Aprovado ( x)

Aprovado “ad referendum™{ )

Aprovado ¢ encaminhado ao CONLEP ()
Com pendéncias { )

Reprovado{ )

¥1- Data da R
Florianapoli

niio
25 de abril de 2003

imglon Portela de Souza
Coordenador em exercicio

Fonte: CONEP/ANVS - ResolugBes 196/ 96 ¢ 251/ 97 do CNS,



ANEXO II

Parecer do Comité de Etica da Maternidade Darci Vargas



ESTADO DE SANTA CATARINA

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE ADMINISTRACAO HOSPITALAR
DIRETORIA DA MATERNIDADE DARCY YARGAS

Oficio n® 1267/02 Joinville, 17 de Dezembro 2002,

Ao
Dr. Julio Amaro de Sa Koneski
Nesta.

Ref.: Projeto de Pesquisa

Comunicamos que a solicitagiio de  Vossas Senhorias para realizaciio de trabalho
cientifico ( Projeto de Pesquisa) com o Titulo “ANALISE DOS ACHADOS DO LiQUIDO
CEFALORRAQUIDIANO NOS RECEM-NASCIDOS COM SINDROME HIPOXICO-
ISQUEM]CO”. foi avaliado pela Comissdo de Etica desta Unidade Hospitalar e o mesmo foi
APROVADO , conforme folha anexa. - Protocolo N°

Solicitamos que quando da conclusio do referido projeto, uma copia devera ser

encaminhada 4 Direco Clinica.

Permanecendo ao dispor, subscrevemo-nos,

Atenciosamente.

Jr 74
Dr. Carlos

Diretor




ANEXO III

TABELA 12. Valores médios entre os resultados encontrados por varias
pesquisas, para os principais parametros liquéricos de recém-
nascidos. Dados expressos em média e variagdo (minimo /

maximo).
Autores n Citometria Proteinas Glicose
(leucéeitos/mm’)  (mg/dl) (mg/dl)
SARFF et a., ™ TERMO 7,7 75 51
RODRIGUEZ et al.*® 330 (0-130) (20-150) (32-119)
AHMED et al. *’
NAIDOO e al.*®
PT 7 128 55

PORTNOY et al. >
KAISER ef al. 73 (0-44) (65-370) (24-217)




ANEXO IV

TABELA 13. Citacdes utilizadas como padrdo de normalidade para LCR de RN, por
diversos livros textos de neurologia neonatal, neonatologia, neurologia
e pediatria.

Livro Referéncia utilizada n Idade (no momento
(autor principal) da coleta do LCR)
T PT
Volpe™ Sarff et al., > 36 87 0-7 dias de vida
Rodriguez et al., % - (43 - MBP) 0-12 semanas
Avery ' Sarff et al., 36 87 0 — 7 dias
Fanarrof *° Naidoo, 135 RNT - 24h (n=135)
saudaveis 24h e 2*. PL com

7 dias (n=20)

Menkes % Ahmed et al., * 108 - 0 - 30 dias
Suspeita
nao
confirmada
de infec¢do
do SNC
Swaimann'>! Kaiser, Whitelaw,60 49RNT - < 100 dias
e PT
Portnoy , Olson, 59 64 RNT e < 6 semanas
PT
Navantino Alves % Naidoo, 58 Idem Idem acima
acima
Kopelmann ' Naidoo, Idem Idem acima
Sarff et al., 3 acima

Rodriguez, et al., 36

T: RN a termo; PT : RN prematuro; MBP: Muito baixo peso; PL: Punc¢do lombar



ANEXO V

TABELA 14. Valores normais de proteinorraquia, em RN sadios, conforme variacao

de idade, segundo diversos autores. (Valor médio, em mg/dl).

Autor

RNPT RNT

Carvalho et al.®®

Sarff et al.”

Bonadio et al.*’

89
Luz

Ahmed et al.”’

101,2 77,6
115 90,0

- 0-4 semanas
84,0

4-8 semanas
59,0

- 2°.dia
71,0

7°.dia
69,0

- 0-15 dias
69,0-80,0
15-30 dias
54,0-59,0




ANEXO VI

TABELA 15. Relacdo de diversas pesquisas com coleta de LCR em RN
asfixiados a termo, demonstrando o que foi tempo necessario para
obtenc¢do da amostra, e o nimero de casos e controles.

Referéncia Estudo N N Periodo
casos  controle
Silveira **, IL-6 e TNF 15 20 julho/99-outubro/01
Porto Alegre 2003 (2anos e 3 meses)
Florio > ! Activin A 30 44 abril/98-junho/02
Italia 2004 (4 anos e 2 meses)
Procianoy ', Relacdo 12 13 julho/80-dezembro/82
Porto Alegre, 1983 glicemia/glicorraquia (2 anos e 6 meses)
Inder **, Hipotermia / ressonincia 26 n.r.* julho/01-junho/03
Australia 2004 (1 ano e 11 meses)
Tegkul ¥/, Marcadores bioquimicos 21 n.r janeiro/97-dezembro/01
Turquia 2004 (4 anos e 10 meses)
Shah*?, Asfixia e disfungio 130 n.r. 1985-1995
Canada 2004 multiplos 6rgaos (10 anos)
Ergenekon *°, Acido Nitrico no LCR 17 n.r. janeiro/97-fevereiro/98
Turquia 1999 (1 ano e 1 més)
Ezgii *%, Enolase neurdnio 26 8 novembro/96-mar¢o/98
Turquia 2002 especifico e (1 ano e 4 meses)
neuroimagem

Ogihara 3 Geracao de radicais 10 12 abril/99-mar¢o/01
Japao 2003 hidroxil ¢ NPB (2 anos e 1 més)

*n.r.: ndo realizado; IL — 6 : interleucina 6; TNF: fator de necrose tumoral; NPB: non-protein-bound.



