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Niveis de interleucina-6 e fator de necrose tumoral-alfa no liquor
de recém-nascidos a termo com encefalopatia hipoxico-isquémica

Levels of interleukin-6 and tumor necrosis factor-alpha in the cerebrospinal fluid
of full-term newborns with hypoxic-ischemic encephalopathy

Rita de Cassia Silveiral, Renato S. Procianoy?

Resumo

Objetivo: avaliar os niveis liquéricos de IL-6 e TNF-a em
recém-nascidos atermo com encefalopatia hipéxico-isquémica (EHI),
comparando-os com os de recém-nascidos controles.

Metodologia: estudo caso-controle realizado no periodo de
julho de 1999 a outubro de 2001, incluindo dois grupos de recém-
nascidos a termo: controle, com 20 recém-nascidos sem sepse e/ou
meningite e com escore de Apgar > 9 no primeiro e quinto minutos
de vida; e casos, com 15 recém-nascidos asfixiados, caracterizados
pelo escore de Apgar <4 e < 6 no primeiro e quinto minutos de vida,
respectivamente, pH umbilical < 7,20 e/ou lactato arterial umbilical
> 3,0 mmol/l e necessidade de ventilagdo com pressdo positiva pelo
menos durante 2 minutos apés o nascimento. Foram coletadas
amostras de liquor nas primeiras 48 horas de vida, para determinac@o
dos niveis de IL-6 e TNF-a pelo método de enzimoimunoensaio.

Resultados: os grupos nio diferiram quanto ao peso de nasci-
mento, idade gestacional, classificacdo quanto ao peso e idade
gestacional, tipo de parto e tempo médio de obtengao do liquor; seus
exames foram obtidos em média com 17 horas de vida. Nos recém-
nascidos asfixiados, as medianas dos niveis liquéricos foram: 157,5
pg/ml para IL-6 e 14,7 pg/ml para TNF-q, significativamente mais
elevadas que nos controles (IL-6: 4,1 pg/ml e TNF-o.: 0,16 pg/ml).

Conclusdes: recém-nascidos a termo com EHI apresentaram
niveis liquéricos de IL-6 e TNF-a mais elevados que controles,
possivelmente devido a producdo local cerebral dessas citocinas,
especialmente o TNF-o. Estes achados estimulam estudos futuros,
utilizando bloqueadores cerebrais das a¢des dessas citocinas como
estratégia de neuroprotecao.
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Abstract

Objective: to determine cerebrospinal fluid levels of interleukin-
6 and tumor necrosis factor-alpha in full-term infants with hypoxic-
ischemic encephalopathy, comparing with control infants.

Methods: controlled, prospective study, performed between
July 1999 and October 2001 with two groups of full-term newborns:
20 controls with no sepsis and/or meningitis and Apgar score > 9 at
first and fifth minutes; and cases, 15 asphyxiated full-term newborns
with Apgar <4 and < 6 at first and fifth minutes, umbilical blood cord
pH < 7.20 and/or umbilical arterial blood lactate > 3.0 mmol/L, and
requiring positive pressure ventilation for at least 2 minutes after
birth. Cerebrospinal fluid samples were collected within 48 hours of
birth for determination of interleukin-6 and tumor necrosis factor-
alpha by enzyme immunoassay.

Results: groups were similar concerning birthweight, gestational
age, type of delivery and mean time required for cerebrospinal fluid
sample collection. The samples were collected at mean with 17 hours
of life. The medians cerebrospinal fluid levels in asphyxiated newborn
infants were: 157.5 pg/ml for interleukin-6 and 14.7 pg/ml for tumor
necrosis factor-alpha, significantly higher than the controls
(interleukin-6: 4.1 pg/ml and tumor necrosis factor-alpha:
0.16 pg/ml).

Conclusions: full-term newborns with hypoxic-ischemic
encephalopathy present higher cerebrospinal fluid interleukin-6 and
tumor necrosis factor-alphalevels than the controls, possibly because
of the local cerebral production of these cytokines, especially tumor
necrosis factor-alpha. These results support a recommendation for
future studies with brain blockers of the actions of these cytokines
for neuroprotective strategies.
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Introducao

Apesar dos recentes avangos na monitorizagao biofisica
e bioquimica do feto no trabalho de parto e no parto, a
asfixia perinatal ainda contribui intensamente na morbida-
de e mortalidade neonatal, ocorrendo em dois a cinco
recém-nascidos para cada 1.000 nascimentos vivos!-2. E o
resultado de diversas condicdes que podem interferir com
a troca de gases feto-placentdria, levando a hipoxemia
progressiva, hipercapnia e acidose metabdlica; como con-
seqiiéncia clinica da lesdo hipdéxico-isquémica no cérebro
dorecém-nascido, desenvolve-se aencefalopatia hipéxico-
isquémica (EHI), manifestagao clinica da asfixia perinatal
mais descrita e conhecida®*. Os mecanismos fisiopatolégi-
cos da EHI tém sido objeto de interesse recente, com a
finalidade principal de desenvolver estratégias de neuro-
protecdo a partir do conhecimento bioquimico e celular-
humoral das lesdes cerebrais.

Diversas evidéncias indicam o envolvimento da cascata
inflamatdria na patogé€nese da lesdo isquémica cerebral. A
reacdo inflamatéria, acionada pela isquemia no sistema
nervoso central (SNC), caracteriza-se pelo influxo de leu-
cécitos, incluindo polimorfonucleares seguidos pelos mo-
ndcitos, e pela ativagdo da microglia. Para tanto, é necessa-
rio a expressao de moléculas de adesdo especificas, fatores
quimiotéticos e citocinas pré-inflamatérias. As citocinas
sd@o proteinas de baixo peso molecular, produzidas e secre-
tadas pelos mondcitos, macréfagos, células endoteliais e
fibroblastos e, no SNC, sdo produzidas e secretadas pela
microglia e pelos astrécitos .

Modelos experimentais sugerem o envolvimento de
diversas citocinas, principalmente interleucina-6 (IL-6) e
fator de necrose tumoral-ot (TNF-a) no dano isquémico
cerebral®12. O TNF-a e a interleucina-18 (IL-1B) encon-
tram-se elevados apés isquemia cerebral, podendo induzir
uma reagdo inflamatéria no SNC, juntamente com a IL-6.
Além disso, parecem modular diretamente o processo de
apoptose das células no SNC, promovendo diferenciagio,
proliferacdo e subseqiiente infiltracio leucocitdrial3-14,
Em adultos, tem sido demonstrada a correlacio direta entre
os niveis de IL-6 e TNF-o no liquor e o progndstico
neurolégico apds isquemia cerebral agudals.

Em recém-nascidos a termo com encefalopatia hipéxi-
co-isquémica (EHI), os niveis liquéricos de TNF-o e de IL-
1B foram mais elevados naqueles com altera¢des neurolé-
gicas aos 12 meses de idade!®. Martin-Ancel e colaborado-
res encontraram niveis de IL-6 no liquor de recém-nascidos
com manifestacdes neuroldgicas graves significativamente
mais elevados que nos com encefalopatia moderada ou
leve, no entanto estes autores ndo avaliaram a concentragio
do TNF-o liquérico!”. A maioria dos estudos que investi-
garam os mecanismos de lesdo cerebral apds asfixia perina-
tal sdo experimentais, sendo necessario estudos clinicos de
recém-nascidos com EHI avaliando o comportamento da
IL-6 e do TNF-ano SNC, uma vez que se acredita que essas
duas citocinas sejam as mais identificadas com o processo
inflamatério de hip6xia-isquemia no periodo neonatal.
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A proposta deste estudo foi avaliar se a concentragdo de
IL-6 e de TNF-a no liquor é mais elevada em recém-
nascidos a termo com EHI, comparando-os com recém-
nascidos normais (controles).

Pacientes e métodos

Foi realizado um estudo caso-controle, incluindo todos
os recém-nascidos a termo nascidos no centro obstétrico do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre e admitidos na UTI
neonatal, com diagndstico de asfixia perinatal ou com
necessidade de realizacdo de pungdo lombar nas primeiras
48 horas de vida, para investigacdo de sepse neonatal
precoce, durante o periodo de julho de 1999 a outubro de
2001.

O diagndstico de asfixia perinatal foi dado pela presen-
¢a de no minimo trés critérios dentre os referidos abaixo;
sendo obrigatéria a presenga dos critérios 3 ou 41-18:19;

1) sinais de sofrimento fetal documentado pela monitori-
zacdo intraparto (MAP), como desaceleragdes persis-
tentes, bradicardia fetal sustentada ou “MAP silente”;

2) escores de Apgar inferior ou igual a 4 no primeiro
minuto e inferior ou igual a 6 no quinto minuto;

3) valor de pH umbilical inferior a 7,20;
4) lactatode sangue arterial umbilical superior a 3,0 mmol/l;

5) necessidade de ventilagdo, com pressdo positiva no
minimo durante dois minutos, para iniciar esforgo res-
piratério. O diagnéstico de encefalopatia hipdxico-
isquémica foi estabelecido pela presenca de asfixia
perinatal associada a manifestagdes neuroldgicas de-
correntes da hipoxemia e isquemia'®. EHI foi classifica-
da de acordo com os critérios de Sarnat e Sarnat20.

O grupo controle foi constituido de recém-nascidos
ndo-asfixiados, com escore de Apgar > 9 no primeiro e
quinto minutos de vida, e que tiveram necessidade de exame
de liquor como parte da investigacio para sepse neonatal,
sendo a antibioticoterapia, nestes casos, suspensa em me-
nos de 48 horas, com boa evolucio clinica. Este grupo teve
hemograma e hemocultura coletados pelo médico-assisten-
te antes de iniciar antibioticoterapia, com resultado normal,
e coletaram-se exames laboratoriais, devido auma suspeita
inicial de sepse neonatal precoce.

Foram excluidos os recém-nascidos com suspeita clini-
caou laboratorial de infeccio congénita, presencga de sepse
e/ou meningite, malformacao congénita, acidentes de pun-
¢do lombar durante realizagdo de exame do liquor, recém-
nascidos com crises convulsivas sem relacdo com evento
hipéxico e de etiologia ndo esclarecida, drogadicdo mater-
na, maes com qualquer infec¢@o do grupo STORCH duran-
te a gestacdo, ou com soropositividade para o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV+), utilizagdo materna de
opidceos ou drogas depressoras respiratdrias no periodo do
periparto.

Os recém-nascidos do grupo controle e os casos foram
acompanhados durante a internagfo até o momento da alta



Niveis de interleucina-6 e fator de necrose tumoral-alfa... — Silveira RC et alii

hospitalar, e nos casos foram realizados acompanhamento
neuropedidtrico, eletroencefalograma e ultra-sonografia
cerebral transfontanelar.

A partir de uma amostra solicitada pela equipe assisten-
cial, como parte da investigagao rotineira do paciente, foi
obtido um volume adicional de liquor, ndo implicando em
coleta exclusivamente para a pesquisa. O liquor foi obtido
pela pung¢do lombar (500 ml de volume total) e em seguida
congelado a -70°C. As amostras foram coletadas nas pri-
meiras 48 horas de vida do recém-nascido, para dosagem
posterior de IL-6 e TNF-a. Todas as amostras foram
testadas em duplicata. A técnica empregada para as dosa-
gens de IL-6 e TNF-a foi enzimoimunoensaio (Quantikine
Human IL-6 e TNF-o, R&D Systems, Inc. MN, USA). O
limite de detec¢do para IL-6 foi 0,7 pg/ml e para TNF-a 0,1
pg/ml, com coeficientes de variacdo intra e interensaios
para IL-6 e TNF-o inferiores a 5%. A leitura foi realizada
no leitor Optico automatico Spectramaxno comprimento de
onda de 570 nm.

Andlise estatistica

O tamanho da amostra foi calculado para um poder de
0,97 e significanciade 0,05. Os resultados foram expressos
em média e desvio padrdo ou mediana e variagdo. Foram
empregados teste de qui-quadrado na andlise das varidveis
categoricas, teste ¢ de Student na comparacdo de dados
paramétricos e teste de Mann-Whitney na comparacio
entre os niveis liquéricos de ambos os grupos. O nivel de
significancia minima aceito foi p < 0,05.

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica da nossa institui¢iio e em todos os casos foi obtido
consentimento informado do responsével.

Resultados

Foram incluidos no estudo trinta e cinco recém-nasci-
dos (n=35), sendo quinze casos e vinte controles. Os casos
e controles nao diferiram quanto ao peso de nascimento,
idade gestacional, classificacdo quanto ao peso e idade
gestacional, tipo de parto e tempo médio de obtencdo do
liquor. Nao houve diferenca significativa entre os grupos
com relagdo ao tempo de vida dos recém-nascidos, quando
darealizagc@o da pun¢do lombar para obtencdo do liquor. Os
dois grupos tiveram seus exames obtidos em média com 17
horas de vida, e as medianas das horas de vida dos recém-
nascidos foram 8 (2-25) nos asfixiados com EHI e 10 (3-26)
nos controles. Os escores de Apgar foram significativamen-
te mais baixos nos recém-nascidos asfixiados (Tabela 1).

A coletado liquor no grupo controle deveu-se as seguin-
tes situacdes: infec¢do urindria materna ndo tratada ou
tratamento incompleto em 4 recém-nascidos; ruptura pre-
matura das membranas ovulares (tempo superior a 24
horas) em 8 recém-nascidos; febre no recém-nascido em 5
destes; e desconforto respiratério, com diagndstico de
taquipnéia transitéria na evolucdo clinica, em 3 recém-
nascidos.
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Tabela 1 - Caracteristicas da populacio estudada

Grupo EHI Controle

N 15 20

Peso de nascimento (g) 3439 +£320 3.046 £118
Idade gestacional (semanas) 39,6 £0,9 38,104
Apgar 1 minuto* 1 (0-4) 9 (9-10)
Apgar 5 minuto* 5 (0-6) 9 (9-10)
Parto vaginal 12 (80%) 14 (70%)
AIG 11 (73%) 14 (70%)
Momento da coleta 8 (2-25) 10 (3-26)

(horas de vida)

Dados expressos em média e desvio padrao ou mediana e variagéo.
*p < 0,00001.
AlG: adequado para idade gestacional.

Os recém-nascidos asfixiados foram classificados em
trés estdgios da EHI, conforme critérios de Sarnat e Sarnat;
encontrando EHI grau I em 8 recém-nascidos (53%), EHI
grau I em 3 (20%), e EHI grau III em 4 recém-nascidos
(27%). A ultra-sonografia cerebral foi realizada em todos
osrecém-nascidos asfixiados, evidenciado-se alteragdo em
cinco casos (33%), e edema cerebral difuso e hiperecoge-
nicidade taldmica foram as altera¢des mais freqiientes. Dos
14 pacientes que fizeram eletroencefalograma, seis apre-
sentaram alteragdes significativas atribuiveis a EHI (43%),
e o exame neuroldgico encontrava-se alterado na alta hos-
pitalar ou momentos anteriores ao 6bito em seis recém-
nascidos. Ocorreram trés obitos, todos recém-nascidos com
EHI grave. Os dados avaliados exclusivamente nos recém-
nascidos com EHI encontram-se sumarizados na Tabela 2.

Os niveis de IL-6 no liquor foram significativamente
mais elevados nos recém-nascidos asfixiados, quando com-
parados com recém-nascidos controles. Com relacdo ao
TNF-a, a diferenca nos niveis liquéricos foi ainda mais
evidente, com concentragdes significativamente mais ele-
vadas nos recém-nascidos asfixiados e praticamente inde-
tectaveis no liquor de recém-nascidos controles (Tabela 3).

Discussao

As citocinas tém sido implicadas em diversos mecanis-
mos, que podem potencializar a lesdo isquémica cerebral,
tais como a liberag¢@o da forma induzivel da enzima 6xido
nitrico sintetase pelos astrdcitos; o recrutamento, a ativacao
eaadesio leucocitarias ao endotélio; a promocao do estado
pré-coagulante endotelial e a regulagdo do processo da
apoptose. A interleucina-6 e o TNF-a sdo citocinas que
participam ativamente dos mecanismos de lesdo cerebral
que ocorrem na asfixia perinatal16:17-21 Qs resultados do
nosso estudo demonstram esses achados em recém-nasci-
dos humanos com EHI e permitem comparar as suas con-
centragdes liquéricas com as de recém-nascidos controles.
Ascitocinas, principalmente a IL-6, afetam a diferenciacao,
o crescimento e a sobrevida in vitro das células neuronais,
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Tabela 2 - Caracteristicas dos recém-nascidos asfixiados
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Paciente Ultra-som EEG* Exame’ EHI * pH Lac (mmol/L) Ocorréncia
cordao umbilical  cordao umbilical de obito
1 N A N 2 6,78 Nio
2 N N N 1 6,99 13,9 Nio
3 N N 1 7,04 4,18 Nio
4 A A A 3 7,08 4,61 Sim
5 N N A 2 6,73 4,09 Nio
6 A N N 1 6,95 4,50 Nio
7 N N N 1 7,05 4,81 Nio
8 N N N 1 6,87 4,80 Nio
9 A A A 3 8,17 Sim
10 N N N 1 3,87 Nio
11 N A A 2 6,83 5,39 Nao
12 N N N 1 7,02 4,60 Nio
13 N N N 1 6,87 8,41 Nio
14 A A A 3 6,64 7,47 Nio
15 A A A 3 7,01 9,02 Sim

* Eletroencefalograma, 1 Exame neurolégico na alta/ébito, } Grau de encefalopatia hipdxico-isquémica, A= alterado, N=normal.

e em conseqiiéncia, o cérebro do recém-nascido torna-se
particularmente suscetivel a alteracdes nas concentragdes

de citocinas??2.

As nossas amostras foram obtidas em média com 17
horas de vida, fato de extrema relevancia para o estudo
porque a meia-vida das citocinas no plasma é muito curta,
s@o produzidas e secretadas em resposta a diversos estimu-
los, com um pico de nivel sérico muito precoce, ji a meia-
vida das citocinas no liquor é pouco conhecida, mas acre-
dita-se que apresente comportamento semelhante>-. Em
adultos com acidente vascular isquémico, foram encontra-
dos niveis de IL-6 mais elevados no liquor que no sangue
nos primeiros 2 a 3 dias apds o insulto, com o tempo estes
niveis se equilibraram, sugerindo produgao intratecal pre-
coce de IL-623. A meia-vida da IL-6 no recém-nascido
asfixiado € muito menor que no adulto com lesdo isquémica
cerebral, provavelmente em fun¢o de diferengas nos esta-

Tabela 3 - Niveis liquéricos de IL-6 e TNF-a

Grupo EHI Controle p

N 15 20
157,5 (66,8-288) 4,1 (2,5-5,8) < 0,00001
14,7 (13,8-15,3) 0,16 (0-0,25) <0,000001

IL-6 (pg/ml)
TNF-a. (pg/ml)

Dados expressos em mediana e variagao. Teste Mann-Whitney.

gios de maturacio do sistema imune!”. O TNF-o, por sua
vez, comeca a elevar-se na primeira hora apds a oclusao da
artéria cerebral média, com pico de resposta a isquemia em
6 a 12 horas?*23, Portanto, a preocupacio de coletarmos as
amostras de liquor o mais precocemente possivel foi funda-
mental para a adequada andlise dos resultados.

Nossos resultados demonstraram niveis elevados de IL-
6 no liquor de recém-nascidos que sofreram asfixia perina-
tal, quando comparados com recém-nascidos controles.
Tivemos o cuidado de excluir do grupo controle qualquer
situacdo patoldgica que pudesse propiciar reagdo inflama-
téria com conseqiiente elevagdo de citocinas no SNC. A
origem exata da IL-6 na asfixia perinatal ainda permanece
a definir, também ndo estd claro onde a IL-6 participa, na
degeneracdo ou no reparo dos neurdnios ap6s asfixia peri-
natal. Astrdcito e microglia sdo possiveis fontes de IL-6 no
SNC2%, Os mondcitos e neutréfilos, recrutados na isquemia
cerebral, sdo capazes de produzir IL-6 em resposta ao
estimulo do TNF-o, e da IL-18%27. O que explica também
a elevagdo muito significativa do TNF-a no liquor dos
nossos recém-nascidos asfixiados.

Os recém-nascidos sujeitos a hip6xia-isquemia transi-
toria, durante um episédio de asfixia ao nascimento, podem
parecer relativamente normais logo apds a reanimagdo na
sala de parto, e apresentar evidéncias de lesdo cerebral
retardada algumas horas mais tarde, como as convulsdes
que ocorrem, caracteristicamente, nas primeiras 24 horas
de vida28-2%, Esse mecanismo de lesdo cerebral retardado
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ainda ndo foi esclarecido, mas nas necropsias cerebrais de
recém-nascidos que morreram por asfixia perinatal, foram
encontradas células apoptéticas. E provavel que o processo
bifésico da fisiopatologia da asfixia perinatal esteja muito
relacionado com os mecanismos de apoptose’?. O TNF-o
pode ser potente indutor da apoptose através da ativacdo da
esfingomielinase, proporcionando um aumento das con-
centracdes citosodlicas de ceramida, que € potencializadora
da apoptose3?. Oygiir e colaboradores avaliaram o valor
preditivo dos niveis plasmaticos e liquéricos do TNF-ae da
IL-18 no prognéstico de recém-nascidos a termo com EHI
e ambos sdo bons preditores de seqiielas precoces. As
concentracdes do TNF-o no liquor logo apds o insulto
hipéxico foram muito elevadas nos recém-nascidos que
morreram, reforcando o papel do TNF-acomo responsavel
pelo processo bifasico da lesdo cerebral e pelo progndstico
desfavordvel, devido a sua acao indutora da apoptose em
células neuronais'®.

A associacdo entre a gravidade e freqii€ncia de dbitos
com os niveis liquéricos de IL-6 e TNF-a ndo foi observada
porque somente trés recém-nascidos evoluiram para 6bito,
ndo permitindo andlise estatistica. No entanto, todos 6bitos
apresentaram EHI grau III e niveis mais elevados desses
marcadores, demonstrando uma tendéncia possivel de ser
demonstrada com um nimero maior de casos. O cdlculo do
tamanho da amostra foi realizado para analisar a diferenca
nos niveis liqudricos de IL-6 e TNF-o entre asfixiados e
controles, e ndo para estabelecer essa associacao.

Interleucina-6 e TNF-o parecem representar um papel
importante na cascata de eventos inflamatdrios da asfixia
perinatal. Recém-nascidos a termo com EHI apresentaram
niveis mais elevados de IL-6 e TNF-auno liquor, atribuiveis
a uma acdo direta do estimulo asfixico sobre o sistema
nervoso central. A producao local cerebral do TNF-o e da
IL-6 nos recém-nascidos que sofreram insulto hipdéxico-
isquémico é provdvel, possibilitando estudos futuros com a
finalidade de instituir novas modalidades terapéuticas, como
bloqueadores cerebrais das acdes dessas citocinas. Acredi-
tamos, portanto, que este estudo contribuird para sugerir o
desenvolvimento de novas estratégias de neuroprotecdo em
recém-nascidos com encefalopatia hipéxico-isquémica.
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