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Resumo

Introducio: Polimorfismos em genes de citocinas inflamatorias (TNF-a e IL-1B) e antiinflamatorias (IL-10) intensificam a
resposta inflamatoria, apos anoxia, aumentando as afec¢des decorrentes da sindrome hipoxico-isquémica como a leucomalacia
periventricular (LPV). Objetivos: Investigar a associag@o entre ambos os polimorfismos inflamatorios (-1031T/C no gene TNF-a
e -511C/T no gene IL-1B) e o antiinflamatdrio (-1082G/A no gene IL-10) e a etiopatogénese/risco da LPV em neonatos com
esta afecgdo. Material e Métodos: Estudo prospectivo de casos-controle em 50 neonatos prematuros e a termo (Grupo Casos)
e em 50 neonatos a termo (Grupo Controle), de ambos os sexos. DNA foi extraido de leucécitos de sangue periférico e a analise
molecular realizada pela Reagdo em Cadeia da Polimerase/Analise de Restricdo Enzimatica (PCR/RFLP). Resultados: A idade
gestacional média entre casos e controles foi, respectivamente, de 31,0 semanas e 39,4 semanas (p<0,0001). O peso médio, em
gramas, foi de 1561,1 para os casos e 3509,9 para controles (p<0,0001). Foi encontrada associacdo entre o genétipo TC (produtor
intermediario de citocina inflamatéria) (OR: 2.495; 1C95%: 1,10-5,63; p=0,043) assim como entre os gendtipos TC+CC
(produtores inflamatérios intermediario+alto) (OR: 2,471; 1C95%: 1,10-5,55; p=0,044) no gene TNF-a e o risco de LPV.
Estatisticamente significante associagdo foi encontrada entre os gendtipos (CT+TT) (produtores inflamatdrios intermediario
+alto) (OR: 23,120; 1C95%: 1,31-409,4; p=0,003) no gene IL-1P ¢ o risco de LPV. No gene IL-10, foi encontrada redugdo
significativa do risco de LPV para o gendtipo GG (alto produtor antiinflamatorio) (OR: 0,07407; 1C95%: 0,02-0,34; p<0,0001)
assim como para o alelo G (OR: 0,5098; IC95%: 0,29-0,91; p=0,030). Conclusdo: hd associacdo entre os polimorfismos
inflamatorios (-1031T/C no gene TNF-a e -511C/T no gene IL-1p) e o risco de desenvolvimento de LPV e associacdo entre o

polimorfismo antiinflamatério (-1082G/A no gene IL-10) na prote¢do ao desenvolvimento da LPV, na populagdo estudada.

Descritores: Leucomalécia periventricular; Citocinas; Encefalopatia Hipoxico-isquémica; Polimorfismo.

Introdugao

A Leucomalacia Periventricular (LPV) ¢ a principal lesdo
isquémica cerebral ndo hemorragica do prematuro, sendo o in-
farto e a necrose da substancia branca periventricular as mais
frequentes. Os principais fatores para o desenvolvimento da
LPV incluem vascularizagdo imatura no limite periventricular,
auséncia de auto-regulagdo vascular em lactentes prematuros
(principalmente da substancia branca) e vulnerabilidade da cé-
lula precursora oligodendroglial dependente de maturagéo, que
¢ lesionada na LPV por radicais livres produzidos durante o
processo de isquemia e reperfusdo.!

Recentemente foi demonstrado que polimorfismos em
genes de citocinas que aumentam a intensidade da resposta
inflamatéria, como o -1031T/C no gene TNF-a ¢ o -511C/T
no gene /L-1f, ou que diminuam a produgdo de citocinas
antiinflamatorias, como o -1082G/A no gene /L-10, também
estdo associados ao aumento do risco de nascimento prematuro
e todas as afeccdes decorrentes da sindrome hipdxico-
isquémica como a LPV.*3¢

Diante do exposto, o objetivo do estudo foi investigar
a associacdo entre os polimorfismos -1031T/C no gene
TNF-a, -511C/T no gene IL-1f e -1082G/A no gene [L-10 e
a etiopatogénese da LPV em recém-nascidos com e sem esta
afeccdo.

Casuistica e Métodos
Foi realizado estudo de caso-controle em corte transversal

no qual, dentre o total de 85 RN internados no periodo nas
Unidades de Terapia Intensiva Neonatal (UTI-Neonatal) e
de Cuidados Intermediarios (UCI-Neonatal) do Hospital da
Crianga e Maternidade (HCM) de Sao José do Rio Preto, SP,
foram selecionados 50 recém-nascidos (59%), de ambos os
sexos, com diagnostico ultrassonografico de LPV. Os 35 (41%)
RN restantes ndo foram selecionados por apresentarem algum
dos critérios de exclusdo ou falecido durante o periodo da
pesquisa.

Os pais e/ou responsaveis foram informados sobre o estudo
mediante termo de consentimento, apds aprovacao do Comité
de Etica (Parecer N° 216.753/2013).

O grupo com LPV foi denominado Grupo Casos e, para a
selecdo, foram considerados os seguintes critérios de inclusdo,
sendo obrigatoria a presenga dos critérios quatro e cinco: 1)
sinais de sofrimento fetal documentado pela monitorizagao
intraparto (MAP), como desaceleragdes persistentes e /ou
bradicardia fetal sustentada; 2) escores de Apgar inferior ouigual
a 4 no primeiro minuto ¢ inferior ou igual a 6 no quinto minuto;
3) necessidade de ventilag@o, com pressdo positiva no minimo
durante dois minutos, para iniciar esfor¢o respiratorio; 4)
diagndstico de encefalopatia hipoxico-isquémica estabelecido
pela presenga de asfixia perinatal associada a manifestagdes
neurologicas decorrentes da hipoxemia e isquemia e, 5)
diagnostico LPV obtido por neuroimagens (US transfontanela
e RM), de acordo com o protocolo de classificagdo.”

O Grupo Controle foi constituido por 50 RN a Termo,
de ambos os sexos, sem quadro de encefalopatia hipoxico-
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isquémica, Apgar maior ou igual a sete no primeiro minuto
e com US transfontanela sem alteracdes, nascidos no mesmo
periodo.

Para a classificacdo da LPV, foi utilizado o protocolo de De
Vries”:Grau I: Hiperecogenicidade periventricular persistindo
>7 dias; Grau II: Cistos localizados nos angulos externos
dos ventriculos laterais; Grau III: Cistos em toda a extensdo
da substancia branca periventricular, Grau IV: Extensivo a
substancia branca subcortical.

Foram excluidos os recém-nascidos de ambos os grupos com
suspeita clinica ou laboratorial de infec¢do congénita, presenca
de sepse e/ou meningite, malformacdo congénita, acidentes de
pungdo lombar durante realizagdo de exame do liquor, presenga
de crises convulsivas sem relagdo com evento hipoxico e de
etiologia ndo esclarecida, toxicodependéncia materna, maes
com qualquer infec¢do do grupo STORCH durante a gestagdo
ou com soropositividade para o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV+), utilizagdo materna de opiaceos ou drogas
depressoras respiratorias no periodo do periparto.

Os RN de ambos os grupos foram classificados, de acordo
com a idade gestacional, em RN Pos-Termo (>42 sem), RN
Termo (38 sem a 41 sem e 6 dias), RNPT Limitrofe (36 sem a
37 sem ¢ 6 dias), RNPT Moderado (31 sem a 35 sem ¢ 6 dias),
RNPT Extremo (22 sem a 30 sem e 6 dias).*’

Investigaciao molecular

Foram coletados 1,0mL de sangue total em um tubo
Vacutainer® contendo anticoagulante (EDTA). O DNA
gendmico foi extraido das amostras de sangue usando o //lustra
Blood GenomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare)™, de
acordo com o protocolo do fabricante.

Para a detecg@o dos trés polimorfismos, fragmento do DNA
nuclear, que abrange a regido polimorfica especifica em cada
gene analisado, foi submetido a técnica da PCR. Os respectivos
fragmentos amplificados, posteriormente, foram submetidos
a analise de restrigdo (RFLP). Os produtos de cada uma das
seis reacdes da PCR-RFLP foram adicionados ao corante de
frente de corrida FlashGel™ Loading Dye 5x e submetidos a
eletroforese em cassetes de gel de agarose 2% no FlashGel™
DNA System para confirmar o sucesso das mesmas ¢ o gel
fotodocumentado pela FlashGel™ Camera (Lonza Group Ltd
Muenchensteinerstrasse 38 CH-4002 Basel Switzerland).

Resultados

Resultados Demograficos

Dentre os 50 casos indice (com LPV) e os 50 controles,
houve maior prevaléncia do sexo masculino (62%) nos casos
indice e o sexo feminino foi o predominante no grupo controle
em 54% dos casos, sendo esta diferenga ndo significante
(p=0,1598).

Em relagdo a classificagdo do RN de acordo com idade
gestacional, no Grupo Casos houve maior prevaléncia de
RNPT extremo (48%) seguido de RNPT moderado (40%).

Quatro RN a Termo (8%) apresentaram quadro encefalopatia
hipoxico-isquémica, com documentada LPV, sendo incluidos
no Grupo Casos. Nos controles, 96% sdo RNT e 4% RN Pos-
Termo. A analise estatistica para esta varidvel demografica
mostrou significancia entre os grupos (p<0,0001).

Quanto ao tipo de parto, ambos os Grupos apresentaram
maior prevaléncia do parto cirargico, mas sem significancia
estatistica (p=0,0928).

Em relag@o ao tipo de nascimento, houve maior prevaléncia
de nascimento Unico no Grupo Controle (98%), tendo o
Grupo Casos maior prevaléncia de nascimento multiplo
(gemelar-14%), quando comparado ao Grupo Controle, sendo
esta diferenga significante (p=0,0496).

Resultados Clinicos

Em relacdo as caracteristicas clinicas, a idade gestacional
média entre casos e controles foi, respectivamente, de 31,0
semanas e 39,4 semanas, sendo esta diferenca significante
(p<0,0001).

O peso médio, em gramas, foi de 1561,1 para os casos e
3509,9 para controles com significancia estatistica (p<0,0001).

Quanto ao indice de Apgar no 1° minuto, o valor médio foi
de 4,30 para casos ¢ 8,44 para controle e no 5° minuto, o valor
médio foi, respectivamente, de 7,44 e 9,42, tendo diferenca
estatistica (p<0,0001) para ambas as variaveis.

Em relagdo ao tempo médio de internacdo, foram 56,32
dias para casos ¢ 1,6 dias para controles, com significancia
estatistica (p<0,0001).

Resultados Ultrassonograficos

O US transfontanela permitiu o diagnéstico de LPV nos RN
selecionados para o Grupo Casos e sua classificagdo em graus.
A LPV Grau I foi a mais prevalente, ocorrendo em 46% dos RN
seguida da LPV Grau III, em 32% dos casos. Nao houve casos
com LPV Grau IV.

Também foram diagnosticadas outras alteragdes como a
HPIV, classificada em graus, em 76% dos casos e Hidrocefalia
em 40%. A HPIV Grau I acometeu 30% dos casos, seguida da
HPIV Graus III ¢ IV em 18% dos casos para cada um destes
graus.

Resultados Genotipicos
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Figura 1. Imagens do produto da PCR (A , B, € C ) e da RFLP
(Digestdo enzimatica: A,, B, e C,) dos genes TNF-a (A, A,),
IL-1p (B, B)) e IL-10 (C,, C,). Os fragmentos amplificados
sao de 150, 305 e 400 pb dos genes TNF-a, IL-1 e IL-10, res-
pectivamente. A reagdo de RPFL foi realizada dos fragmentos
da regido promotora dos genes TNF-a: 150, 88 e 62 pb; IL-15:
305, 190 e 115 pb; e, IL-10: 400, 320 e 80 pb. As reagdes
foram realizadas em gel de agarose 2%. As abreviagdes
indicam: A - TT, homozigoto selvagem; TC, heterozigoto;
CC, homozigoto polimérfico. B,- CC, homozigoto selvagem;
CT, heterozigoto; TT, homozigoto polimorfico. C- GG,
homozigoto selvagem; GA, heterozigoto.

O risco de LPV foi significantemente associado: no gene
TNF-a. - ao gen6tipo TC (produtor intermedidrio de citocina
inflamatoria) (OR: 2,495; 1C95%: 1,10-5,63; p=0,043) assim
como aos genotipos TC+CC (produtores inflamatorios inter-
mediario+alto) (OR: 2,471; 1C95%: 1,10-5,55; p=0,044). No
gene [L-1p - aos genotipos (CT+TT) (produtores inflamato-
rios intermediario+alto) (OR: 23,120; 1C95%: 1,31-409.4;
p=0,003). A Redugdo significativa ao risco de LPV foi
associa-da: no gene IL-10 - ao gendtipo GG (alto produtor
antiinflama-tério) (OR:  0,07407; 1C95%: 0,02-0,34;
p<0,0001) assim como ao alelo G (OR: 0,5098; 1C95%:
0,29-0,91; p=0,030).
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Conclusdo

A analise molecular em RNPT e RNT permitiu verificar que,
nesta populagdo: 1) os polimorfismos -1031T/C no gene TNF-a
e -511C/T no gene /L-1p estdo associados ao risco de LP; e,
2) o polimorfismo -/082G/A no gene IL-10 estd associado ao
fator de prote¢@o ao desenvolvimento de LPV.
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