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RESUMO

REGAZZI, F. M. Efeito da corticoterapia materna antenatal e pds-natal em
cordeiros prematuros extremos. [Effect of antenatal and postnatal steroid therapy
in extremely preterm lambs]. 2015. 93 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2015.

A utilizacdo do corticosteroide antenatal objetivando induzir artificialmente a
maturacao fetal e garantir a sobrevivéncia de neonatos criticos € bem estabelecido e
rotineiramente utilizado em Medicina. Por outro lado, a utilizacdo pdés-natal de
corticéide, como garantia de melhores condi¢des clinicas do neonato, ainda figura
como expressivo desafio tanto em neonatologia humana quanto veterinaria. Deste
modo, este estudo tem como objetivo avaliar a eficacia da corticoterapia pré ou pos-
natal em cordeiros prematuros extremos na melhora da condi¢&o clinica, pulmonar,
metabolica e hemodindmica; necessidade de assisténcia ventilatoria e na garantia
de sobrevivéncia neonatal. Para tal, cordeiros prematuros, nascidos aos 135 dias de
gestacado, foram aleatoriamente alocados nos grupos: corticoterapia materna pré-
natal (CORT PRE; n=8), corticoterapia pés-natal (CORT POS; n=9) e controle
(CONT; n=5). A corticoterapia foi realizada com betametasona em dose Unica de
0,5 mg/Kg, por via de aplicagcéo intra muscular, aos 133 dias de gestacao ou aos 10
minutos apés o nascimento para os grupos CORT PRE e CORT POS,
respectivamente. O parto foi induzido utilizando-se o farmaco aglepristona as 49
horas prévias a data estimada para o parto. Os neonatos foram avaliados quanto ao
escore Apgar, condicdo clinica geral (frequéncia cardiaca, freqUéncia respiratoria,
tbnus muscular e irritabilidade reflexa), temperatura corp6rea, hemogasometria
arterial, glicemia, lactatemia, concentracdes seéricas das enzimas antioxidantes
(superoxido dismutase — SOD e glutationa peroxidase — GPx) e marcador do
estresse oxidativo (TBARS) em 10 momentos pontuais durante os 3 dias
subsequentes ao parto. Para os cordeiros destinados ao suporte ventilatoério,
avaliamos o tempo (em minutos) necessario para o inicio do protocolo ventilatério a
partir do nascimento e o tempo de permanéncia na ventilagdo. Os dados foram
analisados por meio de testes paramétricos e nao-paramétricos, com nivel de
significancia de 95%. As variaveis também foram submetidas ao teste de correlacdo

de Spearman. Como resultados, observamos melhor condicdo de vitalidade e tdnus



muscular nos neonatos tratados em relacdo ao grupo controle. Quanto a avaliacdo
cardiogénica, a betametasona pré-natal apresentou efeito bradicardico, enquanto a
administracdo pos-natal resultou em efeito taquicardico. Tanto os resultados de
frequéncia respiratéria como temperatura corporea foram estatisticamente
superiores nos neonatos tratados em relagcdo ao controle. Todos os cordeiros
nasceram bradicardicos e bradipneicos, com valores normais atingidos a partir de 10
minutos. Observamos hiperglicemia nos grupos tratados, com valor estatisticamente
superior no grupo CORT POS. O valor de lactato foi estatisticamente superior no
grupo CORT POS em relacdo ao controle. Quanto aos componentes do equilibrio
acido-basico, os neonatos do grupo CORT PRE tiveram valores significativamente
maiores de bicarbonato, enquanto menores pressées de CO, foram observadas a
partir de 60 minutos, embora sem diferenca quanto ao pH e BE. Os tratamentos nao
determinaram alteracdes nos valores de PO, e SO,. Entretanto, os diferentes
protocolos corticoterapicos influenciaram no perfil hematol6gico neonatal, com
valores significativamente maiores de hematdcrito no grupo CORT POS, seguido
pelo grupo CORT PRE. Observamos também atuacéo do tratamento pds-natal nos
valores de SOD e correlacao positiva com os valores de hematécrito e hemoglobina.
Comparando-se o percentual de cordeiros submetidos a assisténcia ventilatoria,
verificou-se maior necessidade no grupo controle. Os neonatos do grupo CORT PRE
permaneceram por tempo menor sob assisténcia ventilatéria, em relacdo ao grupo
controle Com base nos resultados obtidos, concluimos que a corticoterapia pés-natal
ou pré-natal favorece a condicdo clinica neonatal (vitalidade, tbnus muscular e
funcdes vitais), a funcdo pulmonar (trocas gasosas e compensagcdo aos
desequilibrios acido-basicos) e a atividade metabdlica (controle glicémico). O
tratamento pds-natal aumentou a atividade da enzima SOD, reduzindo os riscos de
danos pulmonares. Ainda, o tratamento com betametasona pés-natal ou materna
pré-natal diminui a necessidade de assisténcia ventilatoria em cordeiros prematuros

extremos.

Palavras-chave: Corticoterapia. Cordeiros. Assisténcia ventilatéria. Prematuros.

Betametasona.



ABSTRACT

REGAZZI, F. M. Effect of antenatal and postnatal steroid therapy in extremely
preterm lambs [Efeito da corticoterapia materna antenatal e pds-natal em cordeiros
prematuros extremos]. 2015. 93 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2015.

The use of corticosteroid aiming artificially fetal lung maturation and survival of critical
neonates is used as a routine in medicine. On the other hand, the postnatal steroid
therapy used to improve clinical conditions of the newborn, It's still a therapeutic
challenge both in human as veterinary neonatology. Thus, the aims this study is to
assess the effectiveness of corticosteroid, used in the pre or postnatal period, in
extremely preterm lambs to improve clinical, pulmonary, metabolic and hemodynamic
condition; the need for ventilatory support and neonatal survival rate. For it, preterm
lambs, born with 135 days of gestation, were randomly allocated into three groups:
prenatal maternal corticosteroid therapy (CORT PRE; n = 8), postnatal corticosteroid
therapy (CORT POST; n = 9) and control (CONT; n = 5). The steroid therapy was
performed with betamethasone in a single dose of 0.5 mg/ kg, by intramuscular route
of administration, at 133 days of pregnancy our after 10 minutes from the birth in the
groups CORT PRE and CORT POS, respectively. The labor was induced with
aglepristone administrated 49 hours prior to the estimated date of birth. Newborns
were assessed by Apgar score, general medical condition (heart rate, respiratory
rate, muscle tone and reflex irritability), body temperature, blood gas analysis, blood
glucose, blood lactate concentration, serum concentrations of antioxidant enzymes
(superoxide dismutase - SOD and glutathione peroxidase - GPx) and marker of
oxidative stress (TBARS). The assessments were performed in 10 moments during
the three days from delivery. For ventilated newborns, we assessed the needed time
(in minutes) between birth and the beginning of ventilatory protocol, as well as lenght
of stay on ventilatory support. Data were analyzed using parametric and non-
parametric tests, with 95% of significance level. The variables were assessed from
Spearman correlation test. As results, we noted better condition of vitality and muscle
tone in newborns treated when compared with control group. Regarding cardiogenic
values, antenatal betamethasone resulted in bradycardic effect, while its posnatal
administration was related with tachycardia. Both results of respiratory and body

temperature rates were significantly higher in newborns treated compared to the



control. All lambs born whith bradycardia and bradypnea, reached normal values
from 10 minutes of life. Hyperglycemia was observed in the treated groups, with
statistically higher values in CORT POS group. The lactate value was statistically
higher in CORT POST group compared to the control. Concerning the components of
the acid-base balance, the CORT PRE showed significantly higher values of
bicarbonate, while lower pressures of CO2 were observed from 60 minutes, although
there were no differences in pH and BE values. The treatments did not determine
changes in PO, and SO, values. However, the different protocols of steroid therapy
influenced on neonatal blood profile, with significantly higher hematocrit values in
CORT POST group, followed by CORT PRE. We also observed influence of
postnatal treatment in SOD values as well as positive correlation between SOD and
the hematocrit and hemoglobin values. Comparing the percentage of lambs
submitted to mechanical ventilation, there were most ventilated neonates in the
control group. Lower ventilation time was observed in the CORT PRE group. Then
we conclude that, the postnatal or antenatal steroids improve neonatal clinical
condition (vitality, muscle tone and vital functions), lung function (gas exchange and
compensation to acid-base imbalances) and metabolic activity (glycemic control).
The postnatal treatment increased the activity of SOD by reducing the risks of
pulmonary damage. Moreover, treatment with postnatal betamethasone or prenatal

maternal reduces the need for mechanical ventilation in extremely preterm lambs.

Keywords: Glucocorticoid therapy. Lambs. Ventilation. Premature. Betamethasone.



LISTA DE ILUSTRACOES

Quadro 1 - Parametros adotados para o escore Apgar de vitalidade neonatal

QT2 T = 01/ 1 1= S 43

Quadro 2 - Estratégias ventilatorias e parametros clinicos neonatais adotados .....47

Figura 1- Neonato mantido em berco aquecedor (FANEM®) (Figura 1A) ou

em baia maternidade com aquecedor ambiental (Figura 1B)............... 42

Figura 2- Condutas experimentais e momento das avaliagbes realizadas

Nos distintos grupos eXPerimeNntalS ..........covveruuriiieeeeeeeeeeeiiiieeeeeeeeeeeenns 42

Figura 3- Oxigenioterapia com mascara realizada com respirador MONNAL
T75® (Air Liquide) (Figura 3A) e baldo auto-inflavel (Ambu -
Oxigel®) acoplado a um mandmetro de presséo (Figura 3B) .............. 47

Figura 4 - Respirador MONNAL T75® (Air Liquide) na modalidade PCV
(Figura 4A) e cordeiro neonato prematuro sob monitorizacdo e

suporte ventilatorio (FIQura 4B) .......coooeeeviiiiiiiiiii e, 49

Figura 5- Representacao grafica do escore Apgar (0 a 10) nos distintos
grupos experimentais (A) e nos tempos 0, 10 e 60 minutos (B).
SE0 PaAUIO - 2005 ..o 54

Figura 6 - Representacao grafica do escore de coloracdo de mucosas (0 a
2) nos distintos grupos experimentais (A) e nos tempos 0, 10 e 60
Minutos (B). SA0 Paulo - 2015 ............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 54

Figura 7 - Representacdo grafica do escore de tdnus muscular (TM) (0 a 2)
e irritabilidade reflexa (IR) (0 a 2), nos distintos grupos
experimentais (A) e nos tempos 0, 10 min, 1h, 2h, 3h, 4h, 12h,
24h, 48h e 72 horas (B). S&0 Paulo - 2015............uuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiins 55

Figura 8 - Valores de frequéncia cardiaca (bpm - A) e frequéncia respiratoria
(mpm - B) nos tempos 0, 10 min, 1h, 2h, 3h, 4h, 12h, 24h, 48h e

72 horas do nascimento. Sa0 Paulo - 2015 .....ccooveiiiiieeee e, 56



Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

10 -

11 -

12 -

13 -

14 -

15 -

16 -

17 -

18 -

19 -

20 -

Valores de frequéncia cardiaca (bpm - A) e frequéncia respiratéria
(mpm - B) nos distintos grupos experimentais. S&o Paulo - 2015........

Temperatura corpoérea (°C) nos distintos grupos experimentais (A)
e nos tempos 0, 10 min, 1h, 2h, 3h, 4h, 12h, 24h, 48h, 72 horas
do nascimento (B) - SA0 Paulo - 2015 ..........eiiiiiiiiiiic e

Glicemia (mg/dL) nos distintos grupos experimentais (A) e nos
tempos 0, 10 min, 1h, 2h, 3h, 4h, 12h, 24h, 48h, 72 horas do

nascimento (B) - S80 Paulo - 2015 ..........cooviiiiiiiie e

Lactatemia (mmol/L) nos distintos grupos experimentais (A) e nos
tempos 0, 10 min, 1h, 2h, 3h, 4h, 12h, 24h, 48h, 72 horas do

nascimento (B) - S80 Paulo - 2015 ..........ooovviiiiiii e
Saturacdo de oxigénio (SO2 - %) e pressao parcial de oxigénio
(pO2 — mmHg) entre os grupos experimentais - Sdo Paulo - 2015......

Saturacdo de oxigénio (% - A) e pressao parcial de oxigénio

(mmHg - B) ao longo dos momentos de avaliacdo - Sdo Paulo -

Valores de hematdcrito (%PCV - A) e hemoglobina (g/dL - B) nos
distintos grupos experimentais - S&o Paulo - 2015...........cccooeeeeeveeeens

Valores de hematécrito (%PCV - A) e hemoglobina (g/dL - B) ao

longo dos momentos de avaliacdo - Sdo Paulo - 2015........................

ConcentracBes séricas de superdxido dismutase (ng/ mL- A),
glutationa peroxidase (Ul/ mL - B) e TBARS (ng/ mL — C) nos
diferentes grupos experimentais - S&o Paulo — 2015...............cceeeeeee

Concentracdo da SOD (ng/mL — A), GPX (Ul/mL — B) e TBARS

(ng/mL — C) ao longo dos momentos de avaliacdo - Sdo Paulo -

Percentual (%) de neonatos submetidos a assisténcia ventilatoria,

nos diferentes grupos experimentais - S&o Paulo - 2015.....................

Tempo de permanéncia na ventilacdo (min) nos diferentes grupos

experimentais - SA0 Paulo - 2015 ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiens



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela s -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

LISTA DE TABELAS

Valores de probabilidade (p) para os efeitos principais momentos
de avaliacdo (0 vs. 5 a 10 vs. 60min vs. 2h vs. 3h vs. 4h vs. 12h vs.
24h vs. 48h vs. 72h) e grupos experimentais (CORT PRE vs.
CORT POS vs. CONT) e sua interacéo para a avaliacdo neonatal -
S80 PaUlO - 2015, .. e

Valores de probabilidade (p) para os efeitos principais momentos
de avaliacdo (0 vs. 5 a 10 vs. 60min vs. 2h vs. 3h vs. 4h vs. 12h vs.
24h vs. 48h vs. 72h) e grupos experimentais (CORT PRE vs.
CORT POS vs. CONT) e sua interagéo para a avaliacdo neonatal -
S80 PaAUIO - 2015, .. i

Valores de probabilidade (p) para os efeitos principais momentos
de avaliacdo (0 vs. 5 a 10 vs. 60min vs. 2h vs. 3h vs. 4h vs. 12h vs.
24h vs. 48h vs. 72h) e grupos experimentais (CORT PRE vs.
CORT POS vs. CONT) e sua interagéo para a avaliacdo neonatal -
S80 Paulo - 2015......c

Média e erro padréo dos valores de HCO3-( mmol/L), BE (mmol/L)

e pH nos diferentes grupos experimentais - Sdo Paulo — 2015..............

Média e desvio padrdo dos valores de HCO3-( mmol/L), BE

(mmol/L) e pH, ao longo dos momentos de avaliagcdo - Séo Paulo —

Média e erro padréo dos valores pCO2 (mmHQ) entre 0S grupos ao

longo dos momentos de avaliacdo - S&o Paulo — 2015 ............cccevveeenn.

Correlacdo de Sperman para os neonatos do grupo CORT POS —
SA0 PaUlo - 2015, .. e

Correlacdo de Sperman para os neonatos do grupo controle — S&o
PaUIO - 2005 ... e aaana

Correlacdo de Sperman para os neonatos do CORT PRE — Séo
PaUlo - 2005 ...



DBP
Apgar

BE

PEEP
P-SIMV
SIMV

°C

CEUA

M

CORT PRE
CORT POS
CONT

Hb

CO,

IMV

EROs

Oy

H>0,

OH

SOD

CAT

GPx

HCO3

IM

IR

Kg

FC

FR

T4

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Displasia Broncopulmonar

Escore de vitalidade Apgar

Base excess

Presséo Expiratéria Final Positiva
Ventilagdo Mandatoria Intermitente Sincronizada a Presséo
Ventilagdo Mandatoria Intermitente Sincronizada
Graus Celsius

Comisséo de Etica no Uso de Animais
Coloracédo de mucosa

Grupo corticoterapia materna pré-natal
Grupo corticoterapia pés-natal

Grupo controle

Hemoglobina

Di6xido de Carbono

Ventilacdo Mandatéria Intermitente
Espécies reativas de oxigénio

Anion superoxido

Peroxido de hidrogénio

Radical hidroxila

Superoxido dismutase

Catalase

Glutationa peroxidase

Bicarbonato

Intra-muscular

Irritabilidade reflexa

Quilograma

Frequéncia cardiaca

Frequéncia respiratéria

Hormo®nio tiroxina



T3
cmH20
MG

mL

mmHg

Mg
O,
pCoO;

CEC
mcg
SRD
S0O2
™
UTls

Hormonio tri-iodotironina

Centimetros de agua

Miligrama

Mililitro

Milimetros de mercurio

Numero

Micrograma

Oxigénio

Pressao arterial de dioxido de carbono
Presséo arterial de oxigénio

Células epiteliais cilindricas
Micrograma

Sindrome do Desconforto Respiratorio
Saturacao de oxigénio

Tonus muscular

Unidades de Terapia Intensiva



%

Maior
Menor
Porcentagem

Marca registrada

LISTA DE SIMBOLOS



11
1.2

2.1
211
2.1.2
2.2
2.3
231
2.3.2
2.4
2.5

3.1
3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.24
3.2.5
3.3

4.1

4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7

5.1

SUMARIO

INTRODUGAOD ...t 21
HIPOTESES ... ittt ettt n et n s 23
OBUJIETIVOS . ...ttt et e e e e e e s e a e e e e e e e e annnnneeees 23
REVISAO DE LITERATURA ......oiiiiiteeeeeeeeeee et 25
CORTICOTERAPIA ...ttt e e eeeeees 26
Corticoterapia pré-natal e seu efeito na maturacéao fetal ........................ 27
Corticoterapia pos-natal e seu efeito na maturacgéo fetal ....................... 29
Mecanismos de acao dos glicocorticOides .......ccoeevvvieieiviiiiiiiiiiiiee e, 31
AVALIACAO NEONATAL w...oooveieceecteeteete et ee ettt ettt et eae s 31
Exame clinico neonatal.............coooe oo, 32
Fisiologia Neonatal ... 33
INTERVENQ@ES VENTILATORIAS ...t 35
SISTEMAS ANTIOXIDANTES. ...eiiiiieeee ettt 36
MATERIAIS E METODOS.......ocoiiiieiieeeeceeeieeee et et etesteete e saseee e saesaesan e 40
GRUPOS EXPERIMENTAIS ..ottt 40
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ...coviiie e 42
Avaliacdo da vitalidade (escore Apgar) e clinica neonatal ..................... 43
Avaliacdo da glicemia e lactatemia.........ccccoeeeeeiiiiiiiiiiiii e, 43
Avaliagcdo hemogasomeétrica arterial........c.coooiiiiiiiiiiiee e 44
Avaliacao do perfil oxidativo e enzimas antioxidantes ...............c........... 44
Assisténcia e Suporte ventilatOorio ........ccccovviiiiiiiiiiiie e 46
ANALISE ESTATISTICA ..ottt 49
RESULTADOS ...t e e e e e e e e e e e e e eaas 53
ESCORE APGAR, AVALIACAO CLINICA E TEMPERATURA

CORP O REA . e 53
GLICEMIA E LACTATEMIA ..ottt 57
HEMOGASOMETRIA ARTERIAL ... 58
ESTRESSE OXIDATIVO E ENZIMAS ANTIOXIDANTES .........coocccvvvveeeennn. 64
ASSISTENCIA VENTILATORIA .....ooiiiiiiiieieiieeeeiee s 65
MORTALIDADE NEONATAL ..ottt e e 66
ANALISE DE CORRELAGAO.........cooiiieeeieeeee e 67
DISCUSSAOD ..ottt ettt 70

AVALIACAO CLINICA, METABOLICA E GASOMETRICA.........coeeveererenne. 70



EQUILIBRIO ACIDO-BASICO NEONATAL ....oovviiit it 76

HEMATOCRITO E HEMOGLOBINA .......ooviiiicieeeeeeceeeeseee e 77
ASSITENCIA VENTILATORIA ..ottt 78
ESTRESSE OXIDATIVO NEONATAL ....oviviiiecteeecee e 80
(0100 I U 1 TR 83

REFERENCIAS ... ettt 85



Introducéo 20




Introdugdo 21

1 INTRODUCAO

Diferentes fatores podem influenciar no desempenho da ovinocultura no Brasil
e no mundo. Dentre estes, o percentual de mortalidade de cordeiros desponta como
principal fator prejudicial a producdo de ovinos, com taxas bastante elevadas. No
Brasil, estima-se mortalidade neonatal de 15% a 40%, variando entre distintas
regides do pais, como por exemplo, 25,4% e 15,18% para a regido sudeste e
nordeste, respectivamente (COSTA et al., 1990; GIRAO et al., 1998). Dentre as
causas de morbimortalidade perinatal, cita-se as infec¢bes bacterianas, verminoses,
desnutricdo materna pré e poés-parto e desnutricdo do cordeiro. Somado a estas,
algumas complicacBes durante o periodo gestacional, como fraturas, traumas por
brigas e alteracbes metabdlicas resultam, em sua maioria, em partos prematuros
espontaneos ou induzidos, incrementando as altas taxas de mortalidade reportadas.

O periodo de transicdo feto-neonatal exige o inicio de funcdes vitais nao
cumpridas durante a vida intra-uterina, como a respiracdo pulmonar em substituicdo
a atividade placentaria. Para tanto, a adequada funcdo respiratéria € condicéo
indispensavel ao éxito neonatal, além da necessidade de desenvolvimento dos
demais sistemas para o0 sucesso adaptativo. Como mecanismo crucial para tal fim, o
aumento do cortisol fetal ao final do periodo gestacional atua na maturacdo de
tecidos e sistemas essenciais a sobrevivéncia do neonato, tais como pulméo, figado,
sistema nervoso central e trato gastrointestinal (LOEHLE et al., 2010; ANDREWNS,
WAKER., 1999; BAUD et al.,, 1999). Esta relacdo é descrita para diferentes
espécies, como ovinos, roedores, primatas e no homem (BOLT et al., 2001).

A utilizacdo do corticosteréide durante a gestacdo, objetivando induzir
artificialmente a maturacdo pulmonar fetal, iniciou-se em 1972, apds pesquisa
pioneira de Graham Liggins e seu colaborador, o pediatra Ross Howie. Com tal
conduta, evidenciaram que cordeiros nascidos prematuros, tratados com
corticoterapia no periodo pré-natal, apresentaram melhor Vvitalidade quando
comparado aos prematuros ndo tratados. Posteriormente, respostas salutares
também foram observadas em humanos, tal como a significativa reducdo na
incidéncia de alteracdes pulmonares e na taxa de morbi-mortalidade de neonatos
pré-termos em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) (PELTONIEMI et al., 2007;
BONNANO; WAPNER, 2009).
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Os problemas de origem pulmonar presentes em UTIs neonatais humanas
estdo, em sua maioria, vinculados a prematuridade e suas complicagbes. A
Sindrome do Desconforto Respiratério (SDR) do recém-nascido destaca-se por sua
importancia clinica e epidemiolégica (MIYOSHI; GUINSBURG; KOPELMAN, 1998).
E resultante da deficiéncia e/ou inativagdo do surfactante alveolar, desenvolvimento
estrutural incompleto do parénquima pulmonar e instabilidade musculo-esquelética
da caixa toracica (MIYOSHI; GUINSBURG; KOPELMAN, 1998). Outra alteracao
pulmonar de grande relevancia em Unidades Médicas de Terapia Intensiva €&
denominada Doenca Pulmonar Crbnica (DPC) ou Displasia Broncopulmonar (DBP),
a qual se desenvolve a partir da injuria e inflamacao pulmonar (OGDEN et al., 1984).
Neonatos prematuros criticos sdo 0s mais predispostos a desenvolvé-la, haja vista a
maior necessidade de intervengdes ventilatorias, com conseqiente aumento de
danos pulmonares pela utilizacdo de alto volume corrente (HILLMAN et al., 2009).
Portanto, o perfil clinico desta afeccdo caracteriza-se por comprometimento
funcional pulmonar persistente e necessidade de oxigénio adicional apds 28 dias de
idade (O’'BRODOVICH; MELLINS, 1985). Enquanto a corticoterapia antenatal induz
a maturacdo estrutural e funcional pulmonar, os corticosterdides utilizados no
periodo pos-natal sdo indicados como terapia combatente aos processos
inflamatérios, objetivando reduzir o nimero de neonatos ventilados com Doenca
Pulmonar Crénica (DURAND; SARDESAI; MCEVOY, 1995).

Atualmente, a corticoterapia materna é utilizada rotineiramente em Medicina e
considerada um dos raros exemplos de terapia que permite diminuir custos e
aumentar a sobrevivéncia neonatal (MURPHT, 2007). Resultados positivos também
sdo descritos em neonatos humanos com a utilizacdo da dexametasona pds-natal,
com melhora na complacéncia pulmonar e diminuicdo na necessidade de
suplementacdo de oxigénio, bem como diminuicdo no tempo de dependéncia
ventilatéria (EHRENKRANZ; MERCURIO, 1992; HALLIDAY, 1999; HALLIDAY;
EHRENKRANZ, 2001). Entretanto, sua eficacia esta condicionada a mudltiplas
aplicacOes, para as quais também estdo relacionados efeitos adversos graves (YEH
et al, 1998; SHINWELL et al., 1999). Portanto, infere-se que a acdo do
corticosterdide seja dose, poténcia, idade gestacional, tempo de paricdo e espécie
dependente.

A Neonatologia Veterinaria figura como crescente especializacdo, para a qual

ainda ha reduzido numero de pesquisas direcionadas ao aprimoramento de
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protocolos assistenciais e de monitorizagdo neonatal, usualmente praticadas de
forma empirica. Este panorama cientifico torna a assisténcia a pacientes prematuros
ainda mais critica. Como consequéncia, os indices de morbi-mortalidade reportados

ainda mantém-se elevados para as distintas espécies animais.

1.1  HIPOTESES

Com base na referida problemética cientifica, sdo hipoteses deste

trabalho:

1. A corticoterapia materna pré-natal ou pés-natal melhora as condi¢des
clinicas e a fungdo pulmonar de cordeiros prematuros extremos nascidos

aos 135 dias de gestacéo, garantindo sua sobrevivéncia.

2. A corticoterapia materna pré-natal ou pos-natal reduz a necessidade de
assisténcia ventilatéria ou tempo de ventilacdo de cordeiros prematuros

extremos nascidos aos 135 dias de gestacéo.

1.2 OBJETIVOS

1. Avaliar a acdo do tratamento com betametasona pdés-natal ou materna preé-
natal na condicéo clinica (vitalidade), funcéo pulmonar, atividade metabdlica e
hemodinamica em cordeiros prematuros extremos (135 dias).

2. Avaliar a necessidade de assisténcia ventilatoria de cordeiros prematuros
extremos (135 dias), submetidos ou ndo ao tratamento com betametasona
poés-natal ou materna pré-natal.

3. Avaliar a atuacédo dos diferentes protocolos de tratamento com

betametasona sobre a garantia de sobrevivéncia neonatal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Em Medicina, a prematuridade € a principal causa de morbi-mortalidade
neonatal, sendo responsavel por 75% dos Obitos (RADES et al., 2004). Entre as
multiplas complicacdes da prematuridade, a Sindrome do Desconforto Respiratorio
(SDR), relacionada a imaturidade estrutural e inadequada producédo de surfactante,
constitui uma grave afeccdo (HERMANSEN; LORAH, 2007). O surfactante, formado
por componentes lipidicos e protéicos, esta presente entre as camadas de ar e agua
no interior dos alvéolos, onde desempenha a funcdo de reduzir a tensdo na
superficie  alveolar, prevenindo seu colapso ao final da expiracdo
(CHAIWORAPONGSA et al, 2008). Logo, a producdo insuficiente deste
componente pulmonar resulta em aumento da tensdo superficial e forca de retragao
elastica, levando a instabilidade e formac&o de areas de atelectasia. A medida que
tal processo evolui, observa-se diminuicdo da complacéncia pulmonar, capacidade
residual funcional (GRIESE, 1999) e da relacao ventilacdo/perfuséo, acarretando em
hipoxemia, hipercapnia e acidose (PARANKA, 1999).

O quadro clinico da SDR caracteriza-se por insuficiéncia respiratoria ao
nascimento, combinada a fase de taquipnéia, retracdo intercostal ou subcostal,
ruidos expiratérios e cianose (BITTAR, 2002). Em potros, 0s principais sinais clinicos
relacionados a SDR sdo aumento da frequiéncia e esforco respiratorios, hipoxemia,
hipercapnia e acidose respiratoria (LAMB; O’'CALLAGHAN; PARADIS, 1990). Em
bezerros, os principais achados sdo dispnéia expiratéria com evidente retracdo dos
dois ultimos pares de costela e agravamento progressivo nas 60 horas seguintes ao
nascimento, culminando em 6bito (EIGENMANN et al., 1984).

Outra alteragdo pulmonar de importancia em UTIs neonatais humanas, com
sérias sequelas em longo prazo, é a Doenca Pulmonar Cronica (DPC) ou Displasia
Broncopulmonar, a qual caracteriza-se por doenca pulmonar persistente em
neonatos prematuros, bem como necessidade prolongada de oxigénio adicional, em
conjunto com manifestacdes clinicas de origem respiratoria e achados radiograficos
compativeis. O sinal preditor de DPC é a baixa complacéncia pulmonar dinamica,
pelo aumento na resisténcia pulmonar (GOLDMAN, 1983). Os principais fatores
predisponentes sdo barotraumas, volutraumas e inflamacdes resultantes de praticas

ventilatorias inadequadas, com alto valor de pico de pressédo, além de danos
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pulmonares causados pela disponibilizacdo de elevada fragéo inspirada de oxigénio
(HALLIDAY; EHRENKRANZ, 2001). Esta alteracdo pode estar associada a
Sindrome do Desconforto Respiratério e outras alteragbes pulmonares da
prematuridade, portanto, em funcdo do emprego de modalidades terapéuticas
distintas para as alteracdes respiratorias agudas (AVERY, 1975). Vincula-se menor
risco de DPC a reducao do barotrauma por utilizacdo de presséo positiva controlada,
e aceitacao de niveis de PaCO; acima da faixa fisiolégica (AVERY, 1975).

Por se tratar de afeccdo resultante de processos inflamatodrios e lesivos
pulmonares, o tratamento da DPC ¢é a utilizacdo da dexametasona nas primeiras
horas ou semanas do pés-parto. Tal protocolo pode ser adotado de forma preventiva
em Unidades de Terapia Intensiva. A corticoterapia pds-natal, somada a adequadas
técnicas ventilatérias e tratamento com surfactante exdgeno, reduzem a incidéncia e

complicagbes da Doenga Pulmonar Cronica em UTIs neonatais.

2.1 CORTICOTERAPIA

As primeiras evidéncias do potencial indutor de maturacdo fetal dos
corticosterdides foram obtidas por Liggins em 1969. Por meio da infusédo fetal de
dexametasona, com o intuito de estudar os mecanismos envolvidos no trabalho de
parto em ovinos, o pesquisador observou indicadores de maturagdo pulmonar nos
cordeiros nascidos prematuros. Em estudo posterior, controlado e duplo-cego,
envolvendo 282 gestantes, Ligguins e Howie (1972) descreveram a reducdo na
incidéncia da SDR e da mortalidade de neonatos prematuros, quando tratados com
intervalo de pelo menos 24h do nascimento.

Os resultados dos estudos pioneiros dos efeitos da corticoterapia na
maturacdo e melhora na funcdo pulmonar, com consequente reducdo nas taxas de
morbi-mortalidade de neonatos prematuros, motivaram um grande numero de
pesquisadores a explorarem 0s mecanismos de acédo dos corticosteréides em

diferentes espécies, por distintas vias, intervalos e momentos de administracao.
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2.1.1 Corticoterapia pré-natal e seu efeito na maturacéao fetal

Nos dias que antecedem ao parto, 0 aumento fisiol6gico nas concentracdes
plasméticas de corticosteréides endodgenos é responsavel pela maturagdo final de
diferentes tecidos fetais. Portanto, em partos prematuros, observa-se insatisfatorio
desenvolvimento fetal (BONANNO; WAPNER, 2009). Desde as comprovacdes de
Liguins e Howie (1972), a betametasona é utilizada em Perinatologia como farmaco
de eleicdo para promover melhora da funcdo pulmonar neonatal, em formulacdo
guimica composta por partes iguais de fosfato dissodico de betametasona, sollvel e
rapidamente absorvido, e acetato de betametasona, o qual atua como depdsito a
partir do qual a betametasona € lentamente absorvida (MOSS et al., 2003). Apés a
administracdo, a circulagdo materna atua como reservatorio, a partir da qual a
passagem trans-placentaria de betametasona é gradual, com pico de concentracao
fetal ap6és 1 a 4 horas da administracdo (JOBE et al., 2007). Em Medicina,
recomenda-se a utilizacdo de ciclo Unico, referente a duas aplicacdes de 12 mg de
betametasona com intervalo de 24 horas (JOBE et al., 2007). Estudos remetem a
melhora nas caracteristicas pulmonares quando a intervencdo medicamentosa é
cumprida com intervalo minimo de 24 horas antes do nascimento (LIGGINS;
HOWIE, 1972; WILLET et al., 2001), com melhor atuacdo na administracdo realizada
48 horas prévias a data do nascimento (REGAZZI, 2011). Jobe et al. (2007)
descreveram melhor efeito de maturacado pulmonar quando o protocolo é realizado
com duas aplicacdes de betametasona, em intervalo de 24 horas, em comparacéo a
dose unica.

A corticoterapia antenatal estd relacionada a redugdo da mortalidade
neonatal, menor incidéncia e severidade da Sindrome do Desconforto Respiratério e
reducdo nos riscos de Hemorragia Intraventricular severa (WRITE et al., 1995;
SHANRAKAN et al., 1995). Em extenso estudo de metanalise, Roberts e Dalzier
(2006) demonstraram reducdo da mortalidade neonatal, sindrome da angustia
respiratoria do recém-nascido, hemorragia intraventricular, enterocolite necrotizante,
necessidade de assisténcia ventilatoria e admissées em UTIs neonatais quando 0s
recém-nascidos prematuros eram expostos aos corticosterbides antes do

nascimento.
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Embora a espécie ovina seja 0 modelo experimental mais utilizado para o
estudo de maturacédo fetal por meio da corticoterapia pré-natal, seus efeitos em
longo prazo sdo pouco conhecidos, pois tais estudos adotam a eutanasia pos-natal
como conduta experimental. Neste contexto, Rebello e Ikegami (1997) descrevem
redugcédo significativa na permeabilidade endotelial pulmonar em cordeiros
prematuros, mesmo quando o intervalo entre o tratamento materno e o nascimento
tenha sido inferior a 8 horas. Também € possivel observar aumento da relacéo entre
as concentracfes de colageno e elastina no parénquima pulmonar, sugerindo maior
complacéncia a partir de 14 horas apés a exposicdo aos corticosteréides (BECK et
al., 1981). Estudos realizados em ratos sugerem que os glicocorticdides ativam a
bomba de Na'/K' e canais de sédio dos alvéolos, favorecendo o processo de
clearance de fluidos pulmonares (O’'BRODOVICH et al., 1993).

Além das referidas a¢cbes pulmonares, ciclos Unicos de betametasona pré-
natal atuam no sistema nervoso central (SNC) com efeito protetor, promovendo
maior estabilidade da pressdao sanguinea cerebral, com reducdo da incidéncia de
afeccbes como hemorragia periventricular e leucomalécia periventricular (BAUD et
al., 1999). Por outro lado, repetidas aplicacbes estdo relacionadas a restricbes de
desenvolvimento do SNC, por inducdo de efeito apoptético (RIVA et al., 1995),
menor numero de células nervosas e giros do encéfalo (Uno et al.,1990) e deficitaria
mielinizacdo em axdnios (HUANG et al., 1999). Kutzler et al. (2004) observaram
diminuicdo do peso cerebral de neonatos ovinos nhascidos prematuros apés a
administracdo antenatal de dexametasona durante 4 dias com intervalo de 12h,
mesmo em doses baixas.

Como resposta cardiovascular a corticoterapia pré-natal administrada
diretamente ao feto, Padbury et al. (1995) observaram aumento da presséo arterial
média e do débito cardiaco, evidenciando melhor adaptacdo cardiovascular
neonatal. Resultados semelhantes foram observados na administracdo materna pré-
natal, pois a corticoterapia promoveu aumento da frequéncia cardiaca fetal,
resisténcia vascular periférica e, consequentemente, aumento na pressao arterial
fetal, por elevar a acdo das catecolaminas (SCHWAB; COKSAYGAN;
NATHANIELSZ, 2006).

A corticoterapia materna ao final do periodo gestacional tem demonstrado
aumentar a reserva de glicogénio hepatico em fetos de roedores, bem como a

atividade da enzima glicose 6-fosfatase (catalisadora de uma das etapas da reacao
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de quebra do glicogénio em glicose), auxiliando no processo de gliconeogénese e
glicogendlise, respectivamente (KLEPAC, 1985; FLETCHER et al.,, 2000).
Entretanto, o motivo pelo qual a administracdo exdégena de glicocorticoides maternos
aumenta a atividade de enzimas hepaticas fetais e deposicdo de glicogénio
permanece desconhecido. Estudos relacionam tais eventos a acgéo indireta de
hormoénios tireoideanos (FORHEAD et al., 2003; MATTHEWS et al., 2006), pois
atuam como mediadores de maturacéo dos glicocorticoides (FOWDEN et al., 1998).
Conforme referido, muitos efeitos benéficos da betametasona na melhora da
funcdo pulmonar sdo descritos, seja em dose Unica ou ciclo Unico. Porém, o
tratamento repetido esta associado ao retardo de crescimento fetal, com perda de
peso ao nascimento (IKEGAMY et al., 1997; WILLET et al., 2001), prejuizos ao SNC
(WHITELAW; THORESEN, 2000) e a septacdo pulmonar (WILLET et al., 2001).

2.1.2 Corticoterapia pos-natal e seu efeito na maturacgéo fetal

Os processos inflamatorios exercem significativa atuacdo na patogénese de
doencas respiratérias neonatais, as quais estdo vinculadas inicialmente, em sua
maioria, a imaturidade e incapacidade funcional pulmonar. Destarte, a utilizacdo pés-
natal de corticosterdides atua na prevencdo ou tratamento de complicacdes
respiratérias em neonatos prematuros de baixo peso, tais como a Displasia
Broncopulmonar (DBP).

O emprego da corticoterapia pos-parto iniciou-se, em Medicina, na década de
70, quando médicos pediatras observaram rapida melhora nos mecanismos
pulmonares apo6s a terapia com corticéide. Desta forma, adotaram a administracéao
intravenosa de dexametasona como rotina terapéutica no tratamento da DBP, com
resultante reducdo no tempo necessario de oxigenioterapia. Entretanto, relatos
subsequentes apontaram seérios efeitos vinculados ao seu uso, tais como perfuracao
intestinal, déficit de crescimento e neuro-desenvolvimento, além de paralisia cerebral
(SHINWELL et al., 2000; STARK et al., 2001). Por tais motivos, em 2002, a
Sociedade Pediatrica Canadense e a Academia Americana de Pediatria publicaram
um guia de restricbes a utilizacdo pds-natal de costicosteroides, culminando em
marcada reduc¢éo no seu uso (SHINWELL et al., 2003).
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Em recente estudo, atesta-se que a terapia pos-natal com dexametasona
ainda é frequentemente utilizada em UTI neonatal humana para neonatos
prematuros com DBP (ZHUANG et al.,, 2014), com resultados clinicos variaveis
segundo a idade neonatal, dose e tempo de tratamento (HALLIDAY et al., 2001;
STARK et al., 2001). A administracdo de dexametasona nas primeiras 96 horas de
vida objetiva prevenir a DBP, enquanto a terapia apos 1 a 3 semanas intenciona o
tratamento de distintos graus da doenca (FRIEDMAN; SHINWELL, 2004). Halliday,
Ehrenkranz e Doyle (2003) descrevem diminuicio na necessidade de
suplementacdo de oxigénio e reducédo na incidéncia de Doenca Pulmonar Crdnica
(DPC) quando o protocolo de administracdo de dexametasona € realizado de forma
intravenosa na dose de 0,5 mg/Kg nos primeiros 3 dias, seguido de um curso
terapéutico em doses decrescentes de 0,25; 0,125 e 0,05 mg/kg, por mais 3 dias em
cada dose. Diversos efeitos benéficos sdo descritos para protocolos de
corticoterapia iniciados nas primeiras horas do nascimento. Entretanto, efeitos
adversos graves também foram relacionados, tais como hemorragia gastrointestinal,
perfuracdo intestinal, hiperglicemia, hipertensdo, miocardiopatia hipertrofica,
insuficiéncia de crescimento e alteragfes neuroldgicas (HALLIDAY; EHRENKRANZ;
DOYLE, 2003).

Quando o tratamento com dexametasona € iniciado entre 1 e 2 semanas
do nascimento, observa-se reducdo na mortalidade e incidéncia de DBP, bem como
menor tempo de ventilacdo. Os efeitos adversos sdo mais brandos e incluem
hipertensédo, hiperglicemia, hemorragia gastrointestinal e infeccdo (HALLIDAY;
EHRENKRANZ; DOYLE, 2003). Por outro lado, quando o tratamento € iniciado apos
3 semanas, néo se observa efeito sobre a taxa de mortalidade neonatal, entretanto,
ha reduzida necessidade de suplementacdo de oxigénio. Os efeitos adversos em
curto prazo foram glicosuria e hipertensdo, porém nao ha relatos de efeitos
neurolégicos tardios (HALLIDAY; EHRENKRANZ; DOYLE, 2003).

Em medicina, os estudos acerca do tratamento corticoterapico no periodo
pos-natal estdo expostos em pesquisas randomizadas, assim como em estudos de
metanalise e revisGes sistematicas. Por outro lado, em Medicina Veterinaria,
pesquisas que envolvem tal abordagem s&o escassas, poréem fundamentais para o

incremento das taxas de sobrevivéncia neonatal.
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2.2 MECANISMOS DE ACAO DOS GLICOCORTICOIDES

Ao percurso gestacional, receptores de glicocorticoides sdo formados no
citosol de diferentes células, responsaveis pela modulacdo da expressdo de genes
responsivos (FALAH; HAAS, 2014). Trata-se do tipo de resposta celular mdltipla, a
qual envolve processos de maturacdo estrutural e bioquimica tecidual, alteracdes
metabodlicas e fisiolégicas, modulacdo de respostas imunes e alteracdes
comportamentais (VIDAEFF; DOYLE; GILSTRAPIII, 2003).

Com o objetivo de modular a passagem do cortisol materno para o feto, a
enzima placentaria 11-f hidroxisterdide desidrogenase tipo 2 atua na conversao de
esterdides maternos a forma inativa (BROWN et al., 1996). Entretanto, esta barreira
ndo impede a passagem dos esterdides sintéticos, haja vista a reduzida
metabolizacdo enzimatica da dexametasona e betametasona (SECKL, 2001).
Ademais, estudos indicam que a dexametasona e betametasona apresentam
afinidade ao receptor de glicocorticoide, pelo menos, 5 vezes maior que o cortisol
(FALAH; HAAS, 2014), aumentando a eficiéncia de tratamento com a corticoterapia.

O grau de desenvolvimento fetal, assim como a expressao de receptores de
glicocorticéides, séo variaveis entre as espécies. Por exemplo, o crescimento e
maturacdo do cértex cerebral mantem-se ap0s o nascimento em humanos e
roedores, ao passo que em ovelhas e primatas, o desenvolvimento cerebral maximo
ocorre no periodo fetal. Aléem disto, as espécies diferem na afinidade para o receptor
de esterbides; com maior afinidade detectada em ratos do que seres humanos
(HAGBERG et al., 1997). Deste modo, tais particularidades devem ser reconhecidas

ao utilizar animais como modelo experimental para a espécie humana.

2.3  AVALIACAO NEONATAL

Os cuidados intensivos em Neonatologia Veterinaria, bem como a definicao
do melhor protocolo terapéutico a ser adotado, continuam figurando como
expressivos desafios na area. Entretanto, recentes estudos buscam, por meio da

definicAo de parametros fisiolégicos, determinar técnicas de assisténcia clinica e
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laboratorial e fornecer subsidios para o estabelecimento de procedimentos médicos
de eleicdo a neonatos das distintas espécies animais.

2.3.1 Exame clinico neonatal

Em Medicina, a avaliagdo da vitalidade neonatal ao nascimento &,
rotineiramente, desempenhada por meio do escore Apgar, o qual avalia as principais
funcdes vitais do neonato ja nos primeiros minutos de vida. Tal ferramenta permite
acompanhar, por meio da evolucéo clinica, o desempenho adaptativo imediato a
vida extra-uterina, diferenciar neonatos higidos de severamente comprometidos,
avaliar a eficacia de manobras de ressuscitacdo e auxiliar na identificacdo de
adequada conduta preventiva e corretiva (YEOMAN et al., 1985; FINSTER; WOOD,
2005). Porém, ndo € ferramenta sensivel o suficiente para detectar o
comprometimento neonatal menos aparente, como graus leve e moderado de
hipoxemia (SILVA, 2008). A avaliacdo Apgar é geralmente desempenhada entre 1 e
5 minutos ap0s o0 nascimento e, posteriormente, repetida para neonatos que
apresentam ou mantém baixo escore.

Por tratar-se de uma prética eficaz na identificacdo da condi¢cdo clinica
neonatal, o escore Apgar foi adaptado a Medicina Veterinaria de acordo com a
fisiologia neonatal de cada espécie, sendo utilizado para potros, bezerros, leitdes
(VERONESI et al., 2009), caes (SILVA et al.,, 2008; VERONESI et al., 2009) e
pequenos ruminantes (VANNUCCHI et al, 2012). Em Medicina Veterinaria,
adaptacdes sugerem a avaliacdo do batimento cardiaco, atividade respiratéria, tbnus
muscular, coloragdo de mucosa e vocalizagdo ao nascimento (MOON et al., 2001,
VANNUCCHI et al.,, 2012). Em humanos, o escore inferior a 3 € usualmente
considerado critico e o normal, quando superior a 7 (VERONESI et al., 2009). Para a
espécie ovina, espera-se valor minimo de 6 ao nascimento, ascendendo para escore
Apgar acima de 8 apos 5 minutos (VANNUCCHI et al., 2012).
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2.3.2 Fisiologia neonatal

O periodo neonatal representa uma fase adaptativa, com o cumprimento de
fungbes fitais ndo desempenhadas durante a vida intrauterina, bem como a
maturacao final de diferentes 6rgaos e tecidos.

A sobrevivéncia neonatal no periodo pos-parto imediato esta intimamente
ligada & manutencdo térmica neonatal. Entretanto, o equilibrio entre os mecanismos
de termdlise e termogénese € deficitario no neonato ovino. Ao nascimento, a
termogénese é controlada, essencialmente, pela metabolizacdo do tecido adiposo
marrom, havendo variacdo na temperatura retal durante as primeiras horas apos o
nascimento (CLARKE et al., 1997). Neste periodo, temperaturas inferiores a 38°C
sdo consideradas hipotermia, com temperatura ideal variando de 38 a 39°C na
primeira semana de vida (BALL et al., 2010).

Durante o periodo entre o0 nascimento e inicio da alimentacdo, o neonato
depende essencialmente de nutrientes endégenos (FOWDEN et al., 2001), o que
requer adequada reserva de energia e via glicogénica eficiente. Ao final do periodo
gestacional, h4 aumento na deposicao hepéatica de glicogénio e na acdo de enzimas
glicogénicas do figado fetal, como forma de preparacdo do feto para a transicéo
nutricional ao nascimento (SHELLEY, 1961; DAWKINS, 1966; BARNES et al., 1978;
FOWDEN et al., 1993). Em recém-nascidos termos, tal preparacdo é dependente da
elevacéo fisioldégica nos valores de cortisol fetal, o qual inicia-se, aproximadamente,
aos 135 dias de gestacdo (BARNES et al. 1978). Vannucchi et al. (2012) atestaram
a ocorréncia de hipoglicemia em cordeiros termos, imediatamente apds o
nascimento. Em cordeiros prematuros (145 dias de gestacdo), observou-se
hipoglicemia até 2 horas de vida, com valores normais somente ap0s 4h (SILVA,
2012).

Um répido periodo de asfixia ocorre em partos normais, acompanhada de
hipercapnia e acidemia transitérias (MASSIP, 1980). ApGs o0 nascimento, a hipoxia
persiste em resposta a inadequada maturacdo do centro respiratorio e processo
adaptativo pulmonar (BLEUL et al.,, 2007). Em neonatologia humana, dados
hemogasométricos, tais como pH, pO, e pCO,, séo utilizados como indicadores do
grau de acidose e complicacbes do periodo pos-parto (ANDRES et al., 1999).

Estudos recentes descrevem valores hemogasomeétricos fisioldgicos durante o
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processo adaptativo neonatal em ovinos (VANNUCCHI et al., 2012; SILVA, 2012).
Entretanto, exames laboratoriais ndo sao utilizados rotineiramente na avaliacédo
clinica neonatal para esta espécie.

O uso da concentracdo de lactato sanguineo como indicador de hipoxia
perinatal, auxiliando no diagndstico precoce e progndstico de recém-nascidos de alto
risco, € uma pratica hospitalar comum em medicina (STEVENSON et al., 2007;
CASTAGNETTI et al., 2010). Em UTIs neonatais humanas, a avaliacdo do nivel de
lactato sanguineo € utilizada para estabelecer a probabilidade de risco de 6bito, haja
vista ser um marcador de hipoperfusao tecidual (MORAGUELI et al., 2004; MISOCK
et al., 1989). A maioria dos casos de hiperlactatemia em pacientes graves é
decorrente de inadequada oxigenacao tecidual (MORAGUELI et al., 2004; MISOCK
et al., 1989), com resultante degradacdo anaerdbia da glicose (MELLOR;
STAFFORD, 2004). Na via metabdlica da glicélise, ha a producdo do piruvato a
partir da degradacdo de carboidratos. Em situacdo de hipoxemia, o piruvato é
utilizado como substrato a producdo de energia por meio da via metabdlica
anaerobica, na qual formam moléculas de lactato (KRUSE; CARLSON, 1987).
Portanto, ao lactato € conferida a caracteristica de ser marcador da perfusédo
tecidual (VIVAN, 2010). Falhas na oxigenacgao tecidual podem ser originadas por
transtornos respiratérios, com insuficiente oxigenagdo do sangue ou hipoperfuséo
tecidual. Como as manifestacdes clinicas de hipoperfusdo nem sempre séao
aparentes, a hiperlactatemia pode ser o Unico marcador desta alteracdo (MISOCK et
al., 1989; MORAGUELI et al., 2004).

A hiperlactatemia em neonatos caninos € definida como a alteragdo
metabdlica que resulta em valores de lactato superiores a 6,26 + 2,7mmol/L no
primeiro dia de vida e 2,3 + 0,99mmol/L no quarto dia (BUENO et al., 2012).
Descreve-se correlacao significativa entre o peso do neonato e a concentracdo de
lactato, pois filhotes de menor peso apresentam maior concentracdo de lactato
(BUENO et al., 2012). Em neonatos ovinos termos, a concentracdo sérica de lactato,
logo apOs o nascimento, corresponde a valores entre 6,65 e 8,87 mmol/L, enquanto
apos 1 e 2 horas os valores correspondem a 4,43 mmol/L e 3,32 mmol/L,
respectivamente (COMLINE; SILVER, 1972)
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2.4 INTERVENCOES VENTILATORIAS

A utilizacéo de protocolos de assisténcia ventilatoria, em salas de parto ou
unidades de terapia intensiva neonatal, apresenta como principal objetivo o
estabelecimento de efetiva ventilacdo pulmonar, capaz de reverter quadros de
apnéia, respiracao irregular e/ou bradicardia. Em cordeiros, cdes e humanos recém-
nascidos, as pesquisas cientificas admitem que a administracdo de pressdes
positivas durante a ventilagao resulta em melhora da funcéo pulmonar, por diminuir a
resisténcia das vias aéreas superiores, desobstruindo-as; elevar a capacidade
residual funcional; diminuir a resisténcia a inspiracdo; ampliar a perfusdo pulmonar e
troca gasosa; manter o surfactante na superficie alveolar, dentre outras vantagens
(FARIDAY, 1976; SAUNDERS et al., 1976; COTTON et al.,, 1980). Todavia, a
ventilagdo com presséo positiva deve ser cuidadosamente controlada, a fim de evitar
injarias pulmonares, tais como barotraumas por elevada pressdo de inspiracdo,
volutraumas (excessivo volume corrente e hiperextensdo pulmonar), atelectraumas
(sucessivas reexpansdes e colapsos alveolares) e, ainda, biotraumas (inflamacé&o ou
infeccdo do parénquima pulmonar) (SCHMOLZER et al., 2008). Tais alteracGes
provocam o extravasamento de fluido proteinacio e sanguineo para o interior das
vias aéreas, alvéolos e intersticio e, em consequéncia, inibem a adequada atuacéo
do surfactante, interferindo no desempenho dos pulmdes (ATTAR; DONN, 2002).
Ademais, o biotrauma subsequente a ventilagdo mecanica ndo permanece limitado
aos pulmdes, de modo que a elevacdo generalizada de citocinas pode acarretar a
instituicdo da sindrome da resposta inflamatdria sistémica e a apoptose celular em
diversos 6rgdos (HALBERTSMA et al., 2005).

Diferentes estratégias ventilatérias sdo propostas e utilizadas de acordo
com a clinica neonatal. Em quadros iniciais de hipoxemia, resultantes de
insuficiéncia respiratéria, a qual manifesta-se por retracdes costais, aumento do
esforco respiratorio e batimentos das aletas nasais, a oxigenioterapia € o modo
ventilatorio de eleicdo. Em Medicina Humana, o uso do baldo auto-inflavel acoplado
a mascara representa o modo ventilatorio ideal no periodo pos-parto imediato para
neonatos com complicacdes respiratorias (ALMEIDA; GUINSBURG, 2011).
Entretanto, este modo ndo permite determinar com acuracia o volume corrente de

gas administrado (O'DONNEL et al., 2005), bem como a presséo inspiratoria (PIP).



Revisdo de Literatura 36

Objetivando diminuir as perdas de gas nos espacos entre a mascara e a face do
neonato, o baldo auto-inflavel pode ser acoplado diretamente & sonda endotraqueal
de animais intubados. Todavia, este método ainda ndo permite instituir PIP precisa e
constante, haja vista a moderada imprecisdo da valvula de seguranca. Opta-se,
portanto, pela ventilagdo mecéanica com intubacdo traqueal em pacientes
deprimidos, com districdo respiratéria severa, apnéia, ventilagcbes prolongadas,
massagens cardiacas e/ou utilizacdo de adrenérgicos (ALMEIDA; GUINSBURG,
2011).

Em Medicina Humana, preconiza-se que 0 sucesso para a protecdo dos
pulmdes durante a ventilagdo mecéanica est4 em otimizar o volume pulmonar e limitar
a hiperexpanséo do parénquima, por meio da aplicacdo de Pressdo Expiratoria Final
Positiva (PEEP) adequada, tempo inspiratério mais curto, menor volume corrente (4
a 6 mL/kg) e hipercapnia permissiva (BROWN; DIBLASI, 2011). A Ventilacdo
Mandatoria Intermitente Sincronizada (SIMV) a pressdo ou tempo € o modelo
assistencial bastante utiizado em Pediatria Humana, considerado um
aperfeicoamento da Ventilacdo Mandatéria Intermitente (IMV), pois minimiza
possiveis assincronias entre o paciente e o aparelho de ventilagdo. Na SIMV, o
ventilador libera um numero de respiracbes previamente estabelecidas, sem
alteracdo na frequéncia respiratéria. No entanto, respiracdes intercaladas podem ser
detectadas em resposta ao esforco respiratério espontdneo do paciente. Esta
modalidade apresenta como vantagens, a reducdo da necessidade de sedacéo,
diminuicdo da alcalose respiratéria induzida, prevencdo da atrofia da musculatura
respiratéria, além de melhorar a troca gasosa e a funcéo cardiaca, diminuir a
pressdo meédia da via aérea, evitando, assim, barotraumas, e facilitando a
independéncia do paciente ao ventilador (MATSUMOTO; ALMEIDA, 2005).

2.5 SISTEMAS ANTIOXIDANTES.

O elemento oxigénio representa, em média, 21% da composicao do ar, sendo
um composto essencial para a respiracéo celular e producdo de energia em animais

e plantas. Entretanto, assim como € indispensavel para a vida, pode resultar em
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danos irreversiveis quando disponivel em concentragbes superiores a 60%.
Portanto, no processo evolutivo, 0s seres vivos desenvolveram mecanismos
antioxidantes que objetivam combater os possiveis efeitos deletérios da exposicao
excessiva ao O, (CROOS et al., 1987).

Um pequeno percentual de todo oxigénio consumido pelas células €
metabolizado na forma de espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como o anion
superoéxido (Oy), peroxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxila (OH), os quais
devem ser combatidos e equilibrados pelos diferentes sistemas antioxidantes. As
falhas neste equilibrio desencadeiam aumento da acéo dos radicais livres e sérios
danos teciduais e celulares. O potencial efeito lesivo destes radicais deve-se a
presenca de elétrons desparelhados, os quais tornam as EROs altamente reativas a
diversas biomoléculas presentes em lipideos, carboidratos e proteinas (FREEMAN;
CRAPO, 1982; CROOS et al., 1987).

As lesdes resultantes do potencial téxico dos radicais livres podem ser
diretas, tais como: ruptura de membrana lipo-protéica; destruicdo de funcdes
enzimaticas; alteracdo estrutural de proteinas, acidos nucléicos, lipideos e
carboidratos; alteracdo da permeabilidade vascular; degradacdo oxidativa em
moléculas de longa duragdo, como coldgeno e em glicosaminoglicanos e fibrose
artério-capilar. Ainda, ha lesbes indiretas, por disturbios de homeostase do calcio
intracelular, com consequente ativacao da xantina-oxidase (metabdlito da cascata da
hipoxantina), fosfolipase A2 (metabdlito da cascata do acido araquidénico) e morte
celular (FREEMAN; CRAPO, 1982; RODRIGUES, 1998).

Para evitar possiveis danos causados pelas EROs, o organismo dispde de um
arsenal de neutralizacdo, os antioxidantes, os quais podem ser classificados como
enzimaticos e ndo enzimaticos. O sistema enziméatico € formado por varias enzimas,
destacando-se a superoxido dismutase (SOD), a qual ndo penetra na célula e possui
meia vida curta; catalase (CAT), de menor poder de acao em érgdos como coracao,
cérebro e pulmédo; e a glutationa peroxidase (GPx), dependente do selénio,
localizada no citosol e matriz mitocondrial. A defesa antioxidante ndo enzimética
compde-se pelas vitaminas A, E, C, &cido urico, bilirrubina, dentre outros
componentes (NICHI et al., 2007).

No sistema de defesa enzimatico, a SOD catalisa a reacdo na qual duas
moléculas de O, formam uma molécula de H,O, e outra de O,. Posteriormente, 0

H.O, é destruido pela catalase ou pela GPx, transformando-o em duas moléculas de
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H,O e uma de O, (NICHI et al., 2007). A SOD é descrita como enzima de maior
potencial antagonista a injuria oxidativa pulmonar (CLAYTON et al., 2001; BOWLER
et al., 2002).

Tanto a exposicdo ao ambiente extrauterino, como a instituicdo de suporte
ventilatério ao nascimento expdem 0 neonato a um ambiente rico em Oy,
favorecendo danos mediados pela formagcdo das EROs (BUONOCORE;
GROENENDAAL, 2007). Em prematuros, tais agressdes séo favorecidas pelo perfil
plasmatico neonatal, o qual apresenta baixas concentracbes de agentes
antioxidantes como GPx, SOD, catalase, dentre outros (GOPINATHAN et al., 1994).
Frente a este perfil, terapias que requerem suporte de O,, embora necessarias em
diferentes instancias, apresentam carater potencialmente toxico a muitos tecidos e
orgaos neonatais (RODRIGUES, 1998).
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3 MATERIAIS E METODOS

As condicBes experimentais obedeceram as normas éticas de utilizacdo de
animais em experimentos, adotadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o

Paulo (protocolo nimero 2981/2013).

3.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Ao longo do presente trabalho, utilizamos 17 ovelhas, das quais 22 neonatos,
nascidos aos 135 dias de gestacéo, foram aleatoriamente alocados em trés grupos
experimentais:

GRUPO CORTICOTERAPIA MATERNA PRE-NATAL (CORT PRE; n=8):
neonatos oriundos de fémeas submetidas ao tratamento materno pré-natal aos 133
dias de gestacdo, com uso de betametasona (Betalong®, Unido Quimica), em dose
Unica de 0,5 mg/Kg de peso materno, por via de aplicagdo intra muscular (IM).

GRUPO CORTICOTERAPIA POS-NATAL (CORT POS; n=9): neonatos
submetidos ao tratamento pés-natal com betametasona (Betalong®, Uni&o Quimica),
10 minutos apds o nascimento, em dose Unica de 0,5 mg/Kg de peso neonatal, por
via de aplicagao intra muscular (IM).

GRUPO CONTROLE (CONT; n=5): cordeiros nascidos aos 135 dias de

gestacado, ndo submetidos a tratamento.

Previamente a instituicdo das andlises experimentais, protocolos de
reproducdo assistida, controle ultrassonografico da gestacéo, seguidos de cuidados
obstétricos e neonatais foram realizados, a fim de garantir higidez materna e
neonatal.

As ovelhas foram submetidas a sincronizacdo hormonal do estro, por meio da
aplicacdo de 2,5 mL, por via intra muscular (IM), de PGF2a (Lutalize®, Pfizer). Apés
1 dia da administragdo da PGF2a, iniciou-se a atividade de rufiacdo, servindo-se de

2 reprodutores mesticos Santa Inés. As montas naturais foram realizadas com
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intervalos de 12 horas, do inicio ao termino da aceitacdo ao macho. O periodo
gestacional foi considerado aquele a partir de 24 horas do inicio da receptividade da
fémea (JAINUDEEN; HAFEZ, 2001). Perfez-se acompanhamento ultrassonografico
durante a gestacdo para atestar higidez materna e fetal, bem como presenca de
gestacdes multiplas.

Para todos os grupos experimentais, protocolos de inducdo de parto foram
adotados, objetivando o trabalho de parto prematuro aos 135 dias. Foram utilizadas
2 aplicacdes sub-cutaneas (SC) do antiprogestageno aglepristona (Alizin®, Virbac),
na dose de 10 mg/kg de peso materno, com intervalo de 24 horas entre as
aplicacOes, sendo a primeira aplicacado as 49 horas prévias a data estimada para o
parto (SILVA, 2012). Para o grupo experimental que recebeu o tratamento
corticoterapico pré-natal, foi necessario adotar protocolo distinto, em funcdo do
antagonismo bioquimico, descrito in vitro, entre a aglepristona e glicocorticéides
(Virbac, informacao técnica), podendo haver inativacdo da maturacdo pulmonar
induzida pela corticoterapia materna. Para tanto, no Grupo CORT PRE, a induc&o do
parto foi realizada por aplicacdo intra-muscular (IM) de Betametasona (Betalong®,
Unido Quimica), na dose de 0,5 mg/kg de peso, as 48 horas prévias a data estimada
do parto, seguida de aplicacdo Unica do antiprogestageno aglepristona (Alizin®,
Virbac), na dose de 20 mg/kg de peso, as 24 horas prévias a data estimada do
parto.

Imediatamente apds o0 nascimento, e remoc¢ao dos anexos fetais, 0s neonatos
foram secos com auxilio de panos e vigorosamente estimulados por meio de
massagem toracica. Posteriormente, realizou-se cuidadosa aspiracdo da cavidade
oral e vias aéreas anteriores com o uso de sonda uretral n°06 (Mark Med®),
acoplada ao aspirador de secrecdes (Nevoni®). Para prover calor artificial, os recém-
nascidos foram mantidos em berco aquecido (FANEM®) (Figura 1A) ou junto & mae
(Figura 1B) em ambiente aquecido. Aos 10 minutos de vida, os cordeiros foram

pesados.
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Figura 1- Neonato mantido em berco aquecedor (FANEM®) (Figura 1A) ou em baia maternidade
com aquecedor ambiental (Figura 1B)

Fonte: Regazzi, F. M. (2015)

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As andlises experimentais, assim como o0s tempos de avaliacdo, estao

descritos de forma cronoldgica na figura 2.

Figura 2 - Condutas experimentais e momento das avaliacfes realizadas nos distintos grupos
experimentais

Avaliacoes Neonatais

| | | | | | | | | | |
1 1 1 | 1 | 1 | | 1 1 )
0 5 min 10 min 2h 4h 12h 24h 48h 72h

11 I 1 I f 11101
Avaliagio clinica (FC, FR, IR mucosa e

Trabalho
de
Parto

tonus muscular)

D

Hemogasometria arterial, glicemia, lactatemia, perfil
oxidativo (SOD/GPX/TBARS) e temperatura corpérea

Fonte: Regazzi, F. M. (2015)
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3.2.1 Avaliacédo da vitalidade (escore Apgar) e clinica neonatal

No presente estudo, optamos por nos basear no escore adaptado a espécie
ovina por Vannucchi et al. (2012) (Quadro 1). Para tal propdsito, foram analisadas as
variaveis de frequéncia cardiaca (FC), frequéncia, esforco respiratorio e vocalizacéo
(FR), tébnus muscular (TM), irritabilidade reflexa (IR) e coloragdo de mucosas
aparentes (CM), as quais foram graduados de 0 a 2 e, somadas, fornecendo escore
de 0 a 10. A temperatura corpoérea foi aferida em 10 momentos pontuais, distribuidos

nos 3 dias subsequentes ao parto (Figura 2), por via retal .

Quadro 1 - Par@metros adotados para o escore Apgar de vitalidade neonatal para ovinos

. ESCORE
VARIAVEIS 0 1 2
L . Presente e bradicéardica Presente e normal
Frequéncia Cardiaca Ausente
FC <120 bpm FC =120 - 220 bpm
Esforco Respiratério / Irregular Regular e vocalizacédo
o o Ausente
Frequéncia respiratoria FR < 35 mpm FR =35 -90 mpm
Ténus muscular Flacidez Alguma flexao Flexado
Irritabilidade Reflexa Ausente Algum movimento Hiperatividade
Coloragdo de mucosas Cianose/palidez Cianose Roésea

Fonte: Vannucchi et al. (2012).

3.2.2 Avaliacdo da glicemia e lactatemia

Em nosso estudo, as andlises de glicemia e lactatemia foram realizadas a
partir de amostras de sangue colhidas da veia jugular, por meio de agulhas e
seringas estéreis. Apds colheita, 25 pl das amostras foram imediatamente
depositadas no equipamento Accutrend Plus® (Giromed Cirlrgica). Os resultados
glicémicos e lactatémicos foram expresso em mg/dL e mmol/L de sangue,

respectivamente.
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3.2.3 Avaliacdo hemogasométrica arterial

Para a determinacdo de valores hemogasométricos, amostras de sangue
arterial foram colhidas por punc¢éo da artéria femoral, com uso de seringas e agulhas
estéreis heparinizadas. A analise sanguinea foi realizada pelo analisador clinico
portatil i-SAT® (Abbott), fornecendo resultados de pH, pO, (pressdo parcial de
oxigénio; mmHg), SO, (saturacdo de oxigénio; %), pCO, (pressédo de didxido de
carbono; mmHg), HCOj3; (bicarbonato; mmol/L) e BE (base excess; mmol/L).

3.24 Avaliacao do perfil oxidativo e enzimas antioxidantes

Para andlise do perfil de peroxidacdo lipidica e enzimas antioxidantes,
amostras de sangue foram colhidas por puncédo da veia jugular em momentos pré-
estabelecidos (Figura 2). As amostras foram transferidas para tubos com gel
separador com ativador de coagulo e centrifugadas a 1500 xg por 10 minutos. O
soro assim obtido foi armazenado em microtubos de polipropileno (Eppendorf®) de
2 mL em freezer a -20°C até o processamento.

O perfil oxidativo dos neonatos foi avaliado por meio da concentracdo das
substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS) no soro sanguineo, segundo
protocolo descrito por Nichi et al. (2007). O teste baseia-se na reacdo de duas
moléculas de &cido tiobarbitirico (TBA) com uma molécula de malondialdeido
(MDA), produzindo um complexo de coloragdo résea, quantificado por
espectrofotometria, em comprimento de onda de 532 nm. Para esta reacdo, foi
adicionado 500 pL de acido tricloroacético 10% (TCA 10%) a 4°C em aliquotas de
250 uL de soro sanguineo, para promover a precipitacdo das proteinas. Apés
centrifugacgédo (20.000 xg, 5 °C, 15 minutos), foram colhidos 500 pyL do sobrenadante.
Entdo, este foi diluido em 500 uL de &cido tiobarbitlrico a 1% (TBA, 1% diluido em
0,05 M de hidréxido de so6dio), mantido em banho de agua quente a 100°C, por 15
minutos e, entdo, imediatamente resfriado em banho de gelo (0°C), para interrupcao
da reacdo quimica. As TBARS foram quantificadas por espectrofotometria, com

comprimento de onda de 532 nm (Ultrospec 3300 pro®, Amersham Biosciences). Os
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resultados foram comparados com uma curva padrdo, feita previamente com
solugcéo de MDA e expressos em ng/mL.

Do mesmo modo, a quantificacdo da enzima glutationa peroxidase (GPx) do
SOro sanguineo seguiu a técnica descrita por Nichi et al. (2007), para a qual 50 pL de
soro foram adicionados a 10 uL de solucdo de azida sodica 0,25 M, 10 pL de
solugcéo de GSSG redutase, 50 pL de solucao de glutationa reduzida (GSH) 20 mM,
330 pL de tampéo fosfato de sédio 50 mM, pH 7,8, 500 pL de solucdo de NADPH
0,2 mM e 50 pL de solucédo de t-butilhidroxiperéxido (tBPH). Entdo, a solucéo foi
avaliada por espectrofotometria, com comprimento de onda de 340 nm, durante 600
segundos. O resultado, em U/mL, foi calculado baseando-se na absorbancia/min da
amostra avaliada em espectrofotbmetro (Ultrospec 3300 pro®, Amersham
Biosciences) e no coeficiente de extincdo molar do NADPH (6,22 mM-1cm-1),

conforme equacao a seguir:

A absorbéancia da amostra
Concentracdo da GPX = ------------nmnmmmm -=-m-mm--—-- X 20 X diluicbes

A determinacéo da atividade da enzima antioxidante superoxido dismutase
(SOD) foi realizada segundo a técnica proposta por Flohé e Otting (1984). A
atividade da SOD é medida indiretamente, através da taxa de reducdo do
citocromo C pelo O, e a atividade enzimética é medida determinando-se a taxa
de diminui¢éo da reducdo do citocromo C. O meio de reagdo continha 1 pL de
citocromo C (Sigma®, C3381), 50 uL de xantina (Sigma®, X 2252), 100 uL de
EDTA e 50 pL de tampéo fosfato de sédio (Sigma®, S 9638) a pH 7,8. Realizou-
se, entdo, a adequacdo da atividade enzima xantina oxidase necessaria para
geracdo de O, e reducao do citocromo C em 0,025 unidades de absorbancia por
minuto, pois 1 unidade de atividade da SOD total corresponde a 50% deste valor.

O célculo da concentracdo de SOD na amostra seguiu a formula a seguir:

(A absorbancia da amostra — absorbancia do branco)
SOD = mmmm e X diluigbes
(absorbéncia do branco / 2)

O ensaio foi realizado a 550 nm e 25 °C e o resultado expresso em U/mL
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3.25 Assisténcia e Suporte ventilatorio

No presente estudo, todos os neonatos destinados ao suporte ventilatério
com baldo auto-inflavel ou ventilagdo mecéanica foram, inicialmente, intubados, e
entdo, de acordo com os achados clinicos, submetidos as diferentes estratégias
ventilatorias (Quadro 2). Para a intubacéo traqueal, foram utilizadas céanulas de
intubacdo n° 3,5 ou 4,0 com cuff (Solidor®), guiadas por laringoscopio tradicional
(Oxigel®) conectado a lamina reta ou curva n° 1 (Oxigel®). Na ventilagdo com balédo
auto-inflavel, as sondas traqueais foram acopladas ao baldo auto-inflavel neonatal
humano de 250 mL (Ambu - Oxigel®), com valvula de seguranca limitada a 40 +
05cm de H,O. A fim de determinar a pressdo inspiratéria, um manémetro de
presséao foi acoplado ao baldo (Oxigel®) (Figura 3B). Os neonatos foram ventilados

na freqiiéncia respiratoria de 60 a 70 rpm e presséo de 30 a 40 cm de H,0.
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Quadro 2 - Estratégias ventilatorias e parametros clinicos neonatais adotados

Valor de escore Apgar menor do que 5
e/ou auscultacdo pulmonar ruidosa,
Oxigenioterapia com mascara associada a districdo respiratdria em
gualquer momento no decorrer do
periodo experimental

Valor de escore Apgar menor do que 5
associada a districao respiratoria,
bradpneia ou apneia, com ou sem

bradicardia, em qualquer momento no
decorrer do periodo experimental

Baldo auto-inflavel (AMBU) acoplado a
sonda traqueal

Apneia ou severa bradipneia associada
ou ndo a parada cardiaca ou bradicardia,
em qualguer momento no decorrer do
periodo experimental

Ventilagdo Mecanica

A oxigenioterapia foi ofertada via mascara, utilizando-se respirador MONNAL
T75% (Air Liquide), acoplado a fonte de oxigénio central (Figura 3A). A FiO2 inicial foi
ajustada para 50%. Na medida em que as variaveis hemogasométricas assumiam
valores de referéncia, passou-se para 40%. A mascara foi acoplada a traquéia do
ventilador e mantida, sob pressdo, na regido nasal do neonato. Esta técnica tem
como desvantagem a fuga de gases e imprecisdo no fornecimento da FiO2. Os
neonatos permaneceram na ventilacdo com mascara até a avaliagdo clinica indicar

adequada frequéncia respiratdria e ausculta pulmonar.

Figura 3 - Oxigenioterapia com mascara realizada com respirador MONNAL T75° (Air Liquide)
(Figura 3A) e baldo auto-inflavel (Ambu - Oxigel®) acoplado a um mandmetro de pressdo
(Figura 3B)

Fonte: Regazzi, F. M. (2015)
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Para a ventilagdo mecanica, utilizamos o respirador MONNAL T75% (Air
Liquide) (Figura 4), adequando a modalidade ventilatéria (P-SIMV ou PCV) a
clinica neonatal. ApOs conectar a traquéia do respirador a sonda endotraqueal do
neonato, adotamos como parametros iniciais de ventilacdo, Fio2 de 40%, tempo
inspiratorio (Ti) de 0,4 segundos, frequéncia respiratéria (FR) entre 40 e 60 mpm,
pressdo de suporte de 7 cmHyO, triguer de fluxo igual a 2 L/ min, triguer
expiratério de 25% e rampa no valor de 150 L/ min. Metas ventilatérias e
hemodinamicas foram estabelecidas e, de modo a cumpri-las, critérios de ajustes
foram criados, a saber: quando observado volume corrente inferior a 6 mL/ Kg
(volume minimo desejado), a pressao de suporte foi ajustada em 2 cmH,O até
valores ideais; para volumes superiores a 8 mL/kg (volume méaximo desejado),
diminuiu-se o valor de pressdo em 1 cmH,0O; para manutencdo de adequada
saturacao de oxigénio (SO,=85%), realizou-se, inicialmente, pressédo positiva ao
final da fase expiratoria (PEEP) escalonada, com aumento de 2 cmH,O a cada 30
segundos, com inicio de 6 cmH,O e término de 12, seguida por fase de
decréscimo de PEEP para 10/8/ 7 e 6 cmH,0 a cada 30 segundos). Caso o valor
ideal de SO, néo tenha sido atingido, aumentou-se a FiO2 em 10%, até atingir a
meta. Para a manutencdo de adequada PaCO, (entre 40 e 50 mmHg), foi
estabelecido o aumento gradual da frequéncia respiratéria em 10 mpm n&o
ultrapassando 60 mpm e, se necessario, aumento da PEEP em 1 cmH,O por 30
min e da rampa para 180 L/min. Para ajuste dos valores do pH, determinou-se a
causa base (metabdlica ou ventilatoria) e, entdo, procedeu-se o ajuste ventilatério,
fluidoterapico ou medicamentoso (administracdo de bicarbonato).

Quanto as metas hemodinamicas, para o ajuste da Pressao Arterial Média
(PAM) em 30 — 40 mmHg, utilizamos a administracdo de fluido em bolus
(10 mL/kg/15min), norepinefrina (0,05 mcg/kg/min) e adrenalina (1 a
2 mcg/kg/min). A ventilagdo mecénica estendeu-se até o periodo necessario para

garantir a sobrevivéncia neonatal.
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Figura 4 - Respirador MONNAL T75° (Air Liquide) na modalidade PCV (Figura 4A) e cordeiro
neonato prematuro sob monitorizagdo e suporte ventilatorio (Figura 4B)

Fonte: Regazzi, F. M. (2015)

Como variaveis objetivas da analise do suporte ventilatério, avaliamos o
tempo (em minutos) necessario para o inicio do protocolo ventilatério a partir do
nascimento do cordeiro. Apés iniciada a ventilacdo, os neonatos foram avaliados

guanto ao tempo de permanéncia na ventilacao.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados por meio do programa SAS System for Windows
(SAS, 2000). O efeito dos grupos experimentais, momentos de avaliacdo, bem como
a interagdo entre tais fatores, foi estimado pelo PROC GLM. De acordo com a
normalidade dos residuos (distribuicAo Gaussiana) e homogeneidade das
variancias, as diferencas entre tratamentos foram analisadas por meio de testes
paramétricos (PROC GLM para cada fator isoladamente ou LSD para fatores
combinados) e nao-paramétricos (Wilcoxon). Sempre que necessario, os dados
foram transformados com o objetivo de obedecer as premissas estatisticas.

Para os casos de interacfes significativas, o efeito do tratamento (grupos
experimentais) foi analisado agrupando-se todos os momentos de avaliacao.
Igualmente, a avaliacdo nos diferentes momentos foi comparada combinando-se
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todos 0s grupos; caso contrario, as comparagdes estatisticas foram realizadas
levando-se em consideracdo ambos os efeitos (tratamento e tempo).

As diferencas entre tratamentos foram analisadas utilizando o PROC
NPAR1IWAY para analise de variancia ndo paramétrica. O tratamento foi verificado
pelo teste de Kruskal-Wallis e pelo teste Wilcoxon para multiplas comparagdes. As
variaveis classificatérias foram: grupos e tempos de avaliacdo. As variaveis
respostas foram: dados do escore Apgar, avaliacao clinica, temperatura corporea,
glicemia, lactatemia, hemogasometria arterial, assisténcia ventilatéria, concentracao
das TBARS e enzimas antioxidantes GPx e SOD. As variaveis também foram
submetidas a andlise de correlacdo de Spearman.

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo. O nivel de
significancia adotado é de 5%, ou seja, as diferencas estatisticas entre as variaveis

classificatorias para as variaveis respostas foram consideradas quando p<0,05.

Valores de referéncia adotados neste estudo

Para a avaliacdo dos resultados neonatais do presente experimento, foram

adotados como referéncia os seguintes parametros de cordeiros termos:

» Escore Apgar: 8+0,2 (Vannucchi et al., 2012)

» Frequéncia respiratéria: 66£27 mpm (nascimento); 77+23 mpm (5 min)
(Vannucchi et al, 2012)

» Frequéncia respiratéria (FR) no primeiro dia de vida: 8637 mpm, (Lima
et al., 2010).

» FC no primeiro dia de vida: 203 + 43 bpm

» Temperatura corpdrea de 38,1°C ao nascimento (Vannucchi et al.,
2012)

» pO2: 46,0£11,8 45,2 (60 min) (Vannucchi et al., 2012)

» pO, e pCO; apods 1 hora: 46+11,8 e 45,2+4,7 mmHg (Vannucchi et al.,
2012).

» Sp0,: 59,83 + 10,85 % (Feitosa et al., 2011)

» HCO3: 23,88 £ 2,17 mmol/L (Vannucchi et al., 2012).

» pH: 7,33+£0,04 (Vannucchi et al., 2012).

» BE: (-) 4 a 4 (Rodrigues et al., 2007)
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» Glicemia: 30£10 mg/dl (nascimento); 46,86+21,87 mg/dL (60 min)
(Vannucchi et al., 2012).
» Lactato: <4 mmol/L (Comline e Silver, 1972)
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4 RESULTADOS

4.1 ESCORE APGAR, AVALIACAO CLINICA E TEMPERATURA CORPOREA

Para as variaveis respostas escore Apgar, coloracdo de mucosa, tdnus
muscular, irritabilidade reflexa, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria e
temperatura corporea, ndo houve interacdo significativa entre momentos de
avaliacdo e os grupos estudados. Portanto, os resultados estdo demonstrados

discriminando os efeitos principais Grupos e Momentos de avaliacdo (Tabela 1).

Tabela 1 - Valores de probabilidade (p) para os efeitos principais momentos de avaliagdo (0 vs. 5 a
10 vs. 60min vs. 2h vs. 3h vs. 4h vs. 12h vs. 24h vs. 48h vs. 72h) e grupos experimentais
(CORT PRE vs. CORT POS vs. CONT) e sua interacdo para a avaliacdo neonatal - S&o

Paulo - 2015
Variavel Momentos (p) Grupos (p) Tempo X Grupo (p)
Apgar <0001 0,0081 0,8429
Coloracao de Mucosas <0001 0,0611 0,5964
Tonus Muscular <0001 <0001 0,2326
Irritabilidade Reflexa <0001 0,737 0,6813
Temperatura <0001 0,0102 0,1586

N&o identificamos diferenca estatistica entre os valores de escore Apgar nos
grupos CORT POS e CORT PRE (6+0,3 e 5,8+0,4, respectivamente; Figura 1A),
com menor escore observado no grupo controle (4,6+0,4; Figura 5A). Utilizando
como critério os valores de referéncia de neonatos termos (VANNUCCHI et al.,
2012), baixos valores de escore Apgar foram observados em todos os momentos de
avaliacdo, com progressivo aumento ao longo do tempo, resultando em valor

estatisticamente superior aos 60 minutos de vida (7,1+0,3; Figura 5B).
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Figura 5- Representacéo grafica do escore Apgar (0 a 10) nos distintos grupos experimentais (A) e

nos tempos 0, 10 e 60 minutos (B). S&o Paulo - 2015
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" diferenca significativa entre grupos experimentais; " diferenca significativa entre os momentos de avaliacio;

Ndo houve um padrédo de variacdo quanto ao escore de coloracdo de

mucosas entre 0s neonatos dos grupos tratados (1,25+0,11 e 1,23+0,09

respectivamente para o tratamento pré e pds natal;

Figura 6A) e controle

(0,93+0,11). Porém, observamos melhora significativa do escore de coloracdo de

mucosas aos 60 minutos de vida (1,60+0,10; Figura 6B).

Figura 6 - Representacéo gréafica do escore de coloracdo de mucosas (0 a 2) nos distintos grupos
experimentais (A) e nos tempos 0, 10 e 60 minutos (B). Sdo Paulo - 2015
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diferenga significativa entre momentos de avaliagéo.

Ao avaliar a variavel tbnus muscular, observamos melhores valores nos
neonatos do grupo CORT PRE, seguido pelo grupo CORT POS (1,76 + 0,05 e
1,42 + 0,07, respectivamente; Figura 7A). Os menores resultados foram

observados no grupo controle (1,04 +0,09; Figura 7A). Ja para a variavel

irritabilidade reflexa, ndo foi possivel identificar diferenca entre os grupos (1,80 +
0,05; 1,68 + 0,06 e 1,62 + 0,08, respectivamente, para os grupos CORT PRE,
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CORT POS e CONT; Figura 7A). A figura 7B demonstra a evolugdo do tonus
muscular e irritabilidade reflexa ao longo dos 3 dias de avaliacdo. Identificamos
aumento progressivo de tais variaveis ao longo do tempo, com valores maximos a

partir de 48h do nascimento para ambas as variaveis.

Figura 7 - Representacdo grafica do escore de ténus muscular (TM) (0 a 2) e irritabilidade reflexa
(IR) (0 a 2), nos distintos grupos experimentais (A) e nos tempos 0, 10 min, 1h, 2h, 3h, 4h,
12h, 24h, 48h e 72 horas (B). Sdo Paulo - 2015
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ABC diferenca significativa entre grupos experimentais, *"%*® diferenca significativa entre momentos de
avaliacao.

Com referéncia aos dados fisiologicos de frequéncia cardiaca (Figura 8A) e
respiratoria (Figura 8B), 0s neonatos ovinos apresentaram discreta bradicardia
(108+10 bpm; Figura 8A) e bradipneia (265 mpm; Figura 8B) ao nascimento. Os
valores de referéncia foram atingidos a partir de 10 min (177+12 bpm e 575 mpm,

para frequiéncia cardiaca e respiratoria, respectivamente; Figura 8A e 8B).
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Figura 8 - Valores de frequéncia cardiaca (bpm - A) e frequéncia respiratoria (mpm - B) nos tempos
0, 10 min, 1h, 2h, 3h, 4h, 12h, 24h, 48h e 72 horas do nascimento. Sdo Paulo - 2015
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abe diferenca significativa entre momentos de avaliagéo

Valores estatisticamente superiores de frequéncia cardiaca foram observados
no grupo CORT POS (201,05 + 4,96 bpm; Figura 9A), em relagédo ao grupo CORT
PRE (184,59 + 5,01 bpm; Figura 9A), porém sem diferenca com o grupo controle
(187,62 5,92 bpm; Figura 9A). Resultados superiores de frequéncia respiratoria
foram observados nos neonatos dos grupos tratados (57,02 £ 1,99 mpm e 60,42 *
2,73 mpm, respectivamente, nos grupos CORT PRE e CORT POS; Figura 9B) em
relacdo ao grupo controle (48,70 = 2,57 mpm; Figura 9B).

Figura 9 - Valores de frequéncia cardiaca (bpm - A) e frequéncia respiratéria (mpm - B) nos distintos
grupos experimentais. Sao Paulo - 2015
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Para a temperatura corpérea, € possivel observar que os recém-nascidos dos
grupos tratados apresentaram melhores valores (38,15 + 0,13 e 38,39 + 0,44,
respectivamente para os grupos CORT POS e CORT PRE), quando comparado ao
grupo controle, o qual apresentou hipotermia (37,7 £ 0,2°C) (Figura 10A). Ao
nascimento, foi observado valor correspondente a normotermia (38,9+0,2°C), com

queda acentuada apos 1lh (37,3%x0,3°C). Progressivo aumento da temperatura foi
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verificado a partir de 2h (37,8%£0,3°C), retornando a valores semelhantes ao
nascimento a partir de 24 horas (38,2+0,2°C) (Figura 10B).

Figura 10 - Temperatura corporea (°C) nos distintos grupos experimentais (A) e nos tempos 0, 10
min, 1h, 2h, 3h, 4h, 12h, 24h, 48h, 72 horas do nascimento (B) - Sdo Paulo - 2015
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4.2 GLICEMIA E LACTATEMIA

N&o houve interacao significativa entre os grupos e momentos de avaliacao

para a variavel glicemia e lactatemia (Tabela 2).

Tabela 2 - Valores de probabilidade (p) para os efeitos principais momentos de avaliagdo (0 vs. 5 a
10 vs. 60min vs. 2h vs. 3h vs. 4h vs. 12h vs. 24h vs. 48h vs. 72h) e grupos experimentais
(CORT PRE vs. CORT POS vs. CONT) e sua interacdo para a avaliacdo neonatal - S&o

Paulo - 2015
Variavel Momentos (p) Grupos (p) Tempo X Grupo (p)
Glicemia 0,1616 <0001 0,9008
Lactatemia <0001 0,0202 0,894

Para o0s grupos tratados, foi observada hiperglicemia, com valor
estatisticamente superior no grupo CORT POS (108,6 + 5,3 mg/dL), seguido pelo
grupo CORT PRE (90,1 + 0,1 mg/dL). Resultado estatisticamente inferior, entretanto,
correspondente a normoglicemia, foi observado no grupo controle (68,9 + 5,4 mg/dL)
(Figura 11A). Ademais, com excecado da glicemia realizada aos 10 minutos (71 +
9,8 mg/dL), notamos aumento progressivo da glicemia no decorrer dos tempos de

avaliagdo (Figura 11B).



Resultados 58

Figura 11 -

Glicemia (mg/dL) nos distintos grupos experimentais (A) e nos tempos 0, 10 min, 1h,

2h, 3h, 4h, 12h, 24h, 48h, 72 horas do nascimento (B) - S&o Paulo - 2015
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AB diferenca significativa entre grupos experimentais, ab diferenca significativa entre momentos de avaliacéo.

O valor de lactato do grupo CORT PRE (7,6 + 0,3 mmol/L) ndo diferiu dos
demais grupos. Porém, a lactatemia no grupo CORT POS (8,4 + 0,3 mmol/L) foi
estatisticamente superior ao grupo controle (7,1 £ 0,3 mmol/L) (Figura 12A). Nas
avaliagbes temporais, altos valores de lactato foram observados em todos os
momentos de avaliacdo, com progressiva reducao até 48 e 72h (Figura 12B).

Figura 12 - Lactatemia (mmol/L) nos distintos grupos experimentais (A) e nos tempos 0, 10 min,
1h, 2h, 3h, 4h, 12h, 24h, 48h, 72 horas do nascimento (B) - Sdo Paulo - 2015
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ABC diferenca significativa entre grupos experimentais, abcd diferenca significativa entre momentos de avaliagao.

4.3 HEMOGASOMETRIA ARTERIAL

Para a variavel resposta hemogasomeétrica pCO,, houve interacdo entre os
grupos experimentais e os momentos de avaliagao. Entretanto, ndo houve interacéo

para as demais variaveis: pH, HCO3', BE, SO,, pO,, hematécrito e hemoglobina.
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Portanto, os resultados estdo demonstrados evidenciando a interagdo, assim como

discriminando os efeitos principais Grupos e Momentos de avaliacdo (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores de probabilidade (p) para os efeitos principais momentos de avaliagdo (0 vs. 5 a
10 vs. 60min vs. 2h vs. 3h vs. 4h vs. 12h vs. 24h vs. 48h vs. 72h) e grupos experimentais
(CORT PRE vs. CORT POS vs. CONT) e sua interacdo para a avaliacdo neonatal - S&o

Paulo - 2015
Variavel Momentos (p) Grupos (p) Tempo X Grupo (p)
Hct 0,0009 <0001 0,9493
Hb 0,0008 <0001 0,9392
HCO3’ 0,0003 0,0023 0,5964
BE <0001 0,0737 0,2636
PCO, <0001 <0001 0,0200
SO, <0001 0,4889 0,2137
pH 0,1255 0,8890 0,9856
PO, <0001 0,8093 0,1645

Em relagdo ao HCOj3 sanguineo, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos CORT POS e CONT, com valores superiores no grupo CORT PRE. Para as

variaveis pH e BE, ndo houve diferenca significativa entre os grupos (Tabela 4).
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Tabela 4 - Média e erro padrdo dos valores de HCO3-( mmol/L), BE (mmol/L) e pH nos diferentes
grupos experimentais - S&o Paulo — 2015

Variaveis Grupos
CORT PRE CORT POS CONT
HCO3 23,25 + 0,59 A 20,83 +1 4,56 B 22,56 + 0,56 B
BE -2,39+0,77 -4,56 +5,18 -3,13+ 1,19
pH 7,26 + 0,03 7,23+0,88 7,27 £0,01

A% entre grupos indica diferenca estatistica (p < 0,05)

Em relacdo & comparacdo ao longo do tempo, valores normais de HCOj3
foram observados em todos os momentos de avaliagdo. Ainda, notamos aumento
significativo no valor de pH sanguineo (7,23+0,02) aos 60 minutos. Para a variavel
BE, valor estatisticamente superior, e dentro dos limites de referéncia, foi observado
a partir de 4h (Tabela 5).

Tabela 5 - Média e desvio padréo dos valores de HCO3-( mmol/L), BE (mmol/L) e pH, ao longo dos
momentos de avaliacdo - Sdo Paulo — 2015

Momentos Variaveis
HCO3 BE pH

0 21.51+0.96ECD -6.88+1.27B 7.148+0.030B
10 21.02+0.71ECD -5.66+1.41B 7.149+0.037B
1 20.40+0.83ED -6.65+1.05B 7.236+0.023A
2 20.29+0.87ED -6.14+1.15B 7.293+0.021A
3 19.88+0,84E -5.94+0,99B 7.313+0,01A
4 22.11+0,70BECD -1.63+1,98A 7.340+0,32A
12 23.14+1,13BC -1.26+1,23A 7.39+0,01A

24 24.30+1,20AB -0.14+1,38A 7.369+0,03A
48 261,07 1,55+1,15A 7.396+0,08A
72 22.75+1,08BCD -1.60+1,02A 7.380+0,01A

ABED antre momentos indica diferenca estatistica (p < 0,05)

Ao avaliar os valores de pCO,, foi possivel identificar significativa diferenca
conforme o tratamento (Tabela 6). O grupo CORT PRE apresentou valores

estatisticamente inferiores aos demais a partir de 60 minutos, nao havendo diferenca
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significativa entre os grupos CORT POS e CONT. No grupo CORT PRE houve
significativo decréscimo dos valores de PCO; a partir do nascimento aos 10 minutos
e novamente até 60 minutos, atingindo, neste momento, valores normais. Ja 0s
grupos CORT POS e CONT demonstraram evolu¢do mais lenta, com valores de
normalidade alcangados somente 3 horas e 12 horas ap0s 0 nascimento,
respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6 - Média e erro padrédo dos valores pCO2 (mmHg) entre os grupos ao longo dos momentos
de avaliacdo - S&o Paulo — 2015

Momentos 3 Grupos 3
CORT POS CORT PRE CONT
0 56,43+5,29 a 70,58+6,49 a 62,32+6,34 a
10 57,73t3,61 a 54,515 b 60,4+3,69 a
1 53,36+3,15 Aab 41,9+2,74 Bc 52,94+3,15 Aab
2 47,18+2,17 Abc 34,16+1,98 Bc 45,72+3,02 Abc
3 41,83+2,42Abc 35,68+2,07 Bc 45,92+2,81 Abc
4 42,76+1,52 Abc 38,1+2,1 Bc 47,78+2,17 Abc
12 40,06£2,57 Abc 34,12+0,94 Bc 42,1+2,16 Ac
24 40,67+2,66 Abc 34,15+2,01 Bc 24,4+3,68 Ac
48 47,93+1,66 Abc 33,73+2,98 Bc 42,92+2,83 Ac
72 39,88+3,19 c 38,47+1,16 c 42,05+2,78 ¢

A% entre grupos indica diferenca estatistica (p < 0,05)
ab entre tempos significam diferenca estatistica (p < 0,05)

Para as variaveis de SO, e pO,, ndo houve diferenca significativa entre os

grupos (Figura 13).



Resultados 62

Figura 13 - Saturacd@o de oxigénio (SO, - %) e presséo parcial de oxigénio (pO, — mmHg) entre os
grupos experimentais - S&o Paulo - 2015
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Valores muito baixos, tanto de saturacdo de oxigénio (32.50+5.59 %) quanto
de pressdo parcial de oxigénio (26.94+3.08 mmHg), foram observados ao
nascimento, atingindo valores proximos aos de referéncia somente aos 60 minutos
do nascimento [48.18+4.59 % e 35.04+3.91mmHg, respectivamente, para saturacao

de oxigénio (Figura 14A) e presséo parcial de oxigénio (Figura 14B)].

Figura 14 - Saturacdo de oxigénio (% - A) e presséo parcial de oxigénio (mmHg - B) ao longo dos
momentos de avaliagéo - Sdo Paulo - 2015
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abede giterenca significativa entre momentos de avaliagéo.

Para os resultados de hematécrito e hemoglobina, observamos atuacdo dos
diferentes protocolos de tratamento. O grupo CORT POS apresentou hematdcrito
estatisticamente superior aos demais (29.41 + 0.85 %PCV), seguido pelo grupo
CORT PRE (24.70 + 0,88 %PCV) (Figura 14A). Ainda, o grupo CORT POS
demonstrou resultados superiores de hemoglobina (9.99 + 0.28 g/dL) em relacéo aos
demais grupos (8.47 + 0,29 g/dL e 7.83 + 0.31 g/dL, para os grupos CORT PRE e
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CONT, respectivamente) (Figura 15B). Entretanto, ndo houve diferencas entre os

grupos CORT PRE e CONT (Figura 15A).

Figura

15 - Valores de hematocrito (%PCV - A) e hemoglobina (g/dL - B) nos distintos grupos

experimentais - Sao Paulo - 2015
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Quanto a analise ao longo do tempo, houve reducdo progressiva dos

resultados de hematdcrito (Figura 16A) e hemoglobina (Figura 16B) a partir de 4

horas do nascimento (28.95+1,59 %PCV e 9.90+0,52 g/ dL, respectivamente, para

hematdcrito e hemoglobina).

Figura 16 - Valores de hematdcrito (%PCV - A) e hemoglobina (g/dL - B) ao longo dos momentos de

avaliacdo - S&o Paulo - 2015
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4.4 ESTRESSE OXIDATIVO E ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Na avaliacdo do perfil oxidativo neonatal, ndo houve diferenca significativa
nos resultados de SOD entre os grupos CORT PRE e os demais. Porém, o grupo
CORT POS apresentou valor superior ao do grupo Controle (Figura 17A). Para as
variaveis GPX (Figura 17B) e TBARS (Figura 17C), ndo houve diferenca entre os

grupos estudados.

Figura 17 - Concentracdes séricas de superédxido dismutase (ng/ mL- A), glutationa peroxidase (Ul/
mL - B) e TBARS (ng/ mL — C) nos diferentes grupos experimentais - Sdo Paulo — 2015
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2P entre grupos indicam diferenca estatistica (p < 0,05)

N&o houve diferenca significativa nos resultados de SOD (Figura 18A), GPX
(Figura 18B) e TBARS (Figura 18C) entre os diferentes momentos de avaliacao.
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Figura 18 - Concentracdo da SOD (ng/mL — A), GPX (Ul/mL — B) e TBARS (ng/mL — C) ao longo dos
momentos de avaliagdo - Sdo Paulo - 2015
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ASSISTENCIA VENTILATORIA

A instituicdo de alguma modalidade de assisténcia ventilatoria foi necessaria

em 3 cordeiros do grupo CONT (3/5; 60%), em apenas 1 neonato do grupo CORT
PRE (1/8; 12,5%) e do grupo CORT POS (1/9; 10%). Comparando-se o percentual

de cordeiros submetidos a assisténcia ventilatéria, verificou-se maior necessidade

no grupo CONT, porém ndo houve diferenca estatistica entre os grupos submetidos

a corticoterapia (Figura 19).

Figura 19 -

Percentual (%) de neonatos submetidos a assisténcia ventilatéria, nos diferentes
grupos experimentais - Sdo Paulo - 2015
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2 entre grupos indicam diferenca estatistica (p < 0,05)
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Em relacdo ao tempo de permanéncia sob assisténcia ventilatéria, ndo houve
diferenca dos neonatos do grupo CORT POS (119 + 119 min) em relacdo aos
demais grupos. Porém, os neonatos do grupo CORT PRE permaneceram por tempo
menor sob assisténcia ventilatéria, em relagdo ao grupo Controle (9,38 £ 9,38 min e
469 + 237,32 min, respectivamente) (Figura 20).

Figura 20 - Tempo de permanéncia na ventilacdo (min) nos diferentes grupos experimentais - Séo
Paulo - 2015
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2P entre grupos indicam diferenca estatistica (p < 0,05)

N&o houve diferenca significativa entre 0os grupos quanto ao intervalo de
tempo entre o nascimento e o inicio da assisténcia ventilatéria (1,11 + 1,11min; 1,25
+ 1,25min; 153 + 149,26min, respectivamente, nos grupos CORT POS, CORT PRE
e controle).

46 MORTALIDADE NEONATAL

Diante do pequeno numero de O&bitos neonatais nos diferentes grupos
experimentais, a avaliacdo da variavel mortalidade sera expressa de forma
descritiva. Os 0Obitos ocorreram somente nos neonatos submetidos a ventilacao, ou
seja, nos animais que apresentavam grave comprometimento clinico (Quadro 1). O
namero de 6bitos apresentou pouca variacdo entre os grupos, sendo 0, 1 e 1 6bito
nos grupos CORT PRE, CORT POS e CONT, respectivamente.
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4.7 ANALISE DE CORRELACAO

Para o grupo de neonatos submetidos ao tratamento pés-natal (CORT POS)
com betametasona, houve correlacdo negativa entre as variaveis escore Apgar e
PCO,, HCO3 e BE; escore de coloracdo de mucosas com HCOj3 e BE e correlagao
positiva entre os valores de hematdcrito e hemoglobina com as concentracdes

séricas de SOD e bicarbonato (Tabela 7).

Tabela 7 - Correlagdo de Sperman para os neonatos do grupo CORT POS — Séo Paulo - 2015

r Y
PCO; -0,76 0,076
Escore Apgar HCO3 -0,85 0,03
BE -0,79 0,059
Coloracéao de HCO3 -0,92 0,008
Mucosa BE -0,83 0,04
o HCO3 0,77 0,07
Hematocrito
SOD 1 <0001
. HCO3 0,77 0,07
Hemoglobina
SOD 1 <0001

No grupo controle (CONT), houve correlagcdo negativa entre escore Apgar e a
necessidade de assisténcia ventilatéria; percentual de cordeiros ventilados e escore
Apgar, tbnus muscular, frequéncia cardiaca e frequéncia respiratéria. Correlacdes
positivas foram observadas entre o escore de coloracdo de mucosa com a
frequéncia cardiaca e frequéncia respiratéria, bem como entre a frequéncia cardiaca

e frequéncia respiratoria (Tabela 8).
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Tabela 8 - Correlacdo de Sperman para os neonatos do grupo controle — Sdo Paulo - 2015

R p
Percentual de
' Escore de tonus
cordeiros -0,97 0,006
. muscular
ventilados
Escore de FC 0,87 0,06
coloracéo de
FR 0,89 0,04
mucosa
FC FR 1 <0001

No grupo CORT PRE, observamos correlacédo positiva entre a FR e o escore

de tdbnus muscular; temperatura corporea e SO, e pO, (Tabela 9).

Tabela 9 - Correlacdo de Sperman para os neonatos do CORT PRE — S&o Paulo - 2015

r Y
FR ™ 0,76 0,03
Temperatura SO, -0,83 0,01

corplrea PO, 0,9 0,002
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5 DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO CLINICA, METABOLICA E GASOMETRICA

Em literatura especializada, é imperativo o efeito benéfico da administracéao
materna pré-natal de betametasona, em ciclo Unico, na melhora da condicao
pulmonar de neonatos humanos, assim como de cordeiros prematuros utilizados
como modelo experimental. Por outro lado, vale destacar que em tais estudos as
avaliacbes sao realizadas em curto intervalo de tempo apds o nascimento, e
culminam, em sua grande maioria, em eutanasia como condicdo experimental.
Deste modo, avaliar o efeito de diferentes protocolos indutores de maturacgéo fetal e
neonatal, ao longo dos primeiros dias de vida é ainda conduta salutar para o
desenvolvimento dos cuidados intensivistas direcionados aos neonatos ovinos.

No presente estudo, observamos efeito benéfico do tratamento com
betametasona pré e pos-natal na vitalidade de cordeiros prematuros extremos.
Loehle et al. (2010) demonstraram que a utilizacdo de corticGide no periodo pré-
natal resulta em melhora na condicdo morfologica e funcional dos pulmdes de
neonatos ovinos pré-termos, com maior septacao pulmonar e formacéo de areas de
troca gasosa. Resultados semelhantes foram descritos por Regazzi (2011) para
neonatos caninos prematuros, a qual correlacionou maior vitalidade neonatal com o
desenvolvimento estrutural pulmonar, apés administragdo materna pré-natal de
betametasona. Deste modo, acreditamos que os melhores resultados de frequéncia
respiratria e de pCO, observados no grupo CORT PRE refletem o efeito de
maturacdo da betametasona. Portanto, tais dados justificam o0s resultados
satisfatorios de vitalidade neonatal observados no grupo submetido a corticoterapia
materna antenatal no presente estudo.

Evidenciamos, ademais, que cordeiros tratados com betametasona apds o
nascimento apresentam vitalidade superior ao controle. Tais achados podem ser
comparaveis aos estudos de metanalise em Medicina, os quais relacionam melhora
pontual na condicdo pulmonar e clinica de neonatos frente a utilizagdo de
dexametasona no periodo pés-natal (HALLIDAY et al., 2003; HALLIDAY et al.,
2003). De fato, no presente estudo, o escore Apgar do grupo CORT POS
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apresentou correlagdo negativa com a variavel respiratéria pCO,, e metabdlicas
HCOg3 e BE. Tal resultado denota influencia dos padrfes respiratorios e do sistema
tampéo no perfil de vitalidade de cordeiros prematuros tratados com betametasona
no periodo poés-natal. Deste modo, € possivel inferir que a melhora no padrdo de
vitalidade dos cordeiros submetidos a corticoterapia pés-natal deve-se a acdo dos
glicocorticoides no controle e prevencdo de processos inflamatorios pulmonares,
favorecendo as trocas gasosas e consequente recuperacdo do desequilibrio acido
basico na primeira hora apds o nascimento.

Segundo Feitosa (2008), mucosas de coloracdo ciandticas sinalizam severa
hipoxemia, enquanto palidez reflete hipoperfusdo ou anemia. Em nosso estudo, nédo
foi possivel identificar influéncia da corticoterapia pré ou pds-natal na pontuacédo da
coloracdo de mucosas aparentes. Entretanto, ao avaliarmos a evolucdo ao longo do
tempo, pontuagbes reduzidas foram identificadas independente do grupo
experimental, com aumento significativo aos 60 minutos, porém sem atingir 0 escore
maximo. Em neonatos caninos, todavia, Silva et al. (2008) observaram que a
avaliacdo das mucosas aparentes ndo permite a identificacdo de graus leves de
alteracdes cardiopulmonares. Por outro lado, em nosso grupo controle, identificamos
correlagbes positivas entre o escore de coloragdo de mucosas e as frequéncias
cardiaca e respiratéria (r=0,87; p= 0,06 e r=0,89; p=0,04, respectivamente). Tal
resultado permite inferir que ha influencia da oxigenacéo e perfusdo no aspecto das
mucosas aparentes, sugerindo a inspecdo de mucosas como acessOria a
identificacdo de alteracbes de oxigenacdo, e consequente perfusdo tecidual, em
neonatos ovinos. De forma semelhante, Regazzi (2011) identificou correlacao
positiva entre a coloracdo de mucosas aparentes e o desenvolvimento da estrutura
pulmonar de troca gasosa (subsaculos pulmonares) em neonatos prematuros
caninos.

E interessante ressaltar, ademais, que no grupo de neonatos tratados com
betametasona poés-natal, houve correlacbes negativas entre o0 escore de coloragao
de mucosas e variaveis da hemogasometria, tais como a TCO, (r=-0,92; p=0,008),
HCO3 (r=-0,92; p=0,008) e BE (r=-0,83; p=0,04). Disto demonstra que, em cordeiros
tratados com betametasona apos 0 nascimento, o distarbio metabdlico e respiratorio
do equilibrio &cido-base pode interferir diretamente na perfusdo e oxigenagdo de
tecidos periféricos, sinalizando a necessidade de investigacdo diagnostica e,

eventualmente, intervencdo médica. De fato, de acordo com Day (2002), a avaliacéo
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clinica de coloracdo de mucosas aparentes em associacdo as importantes
ferramentas de acesso as condi¢des cardiopulmonares (SO,, PaO,) e de perfusédo
tecidual (PvO,), contribuem para o diagnéstico diferencial de alteracdes neonatais
com origens distintas.

Neonatos pré-termos apresentam reduzida maturidade do sistema nervoso
central (SNC) em relacdo aos termos, com menor numero de sulcos e giros do
encéfalo, menor mielinizacdo, arborizacdo dendritica e das terminacdes axonais
(FRIEDMAN; SHINWELL, 2004), levando a mudancas no padrdo de comportamento
neurolégico (SCOCHI et al., 2003). No presente experimento, utilizamos as variaveis
clinicas de tébnus muscular e irritabilidade reflexa como funcdo de acesso as
condi¢cBes neuro-motoras dos cordeiros submetidos ao tratamento de betametasona
pré ou pés-natal. Verificamos que ambos os tratamentos representam uma forma de
estimulo ao desenvolvimento de tdbnus muscular em cordeiros prematuros, em
comparacao ao controle, especialmente para a corticoterapia materna pré-natal. De
fato, os efeitos benéficos do ciclo Unico de betametasona pré-natal sobre o SNC
neonatal sdo relatados em varios estudos randomizados controlados, os quais
envolvem maior estabilidade de pressdo sanguinea cerebral, com reducdo da
incidéncia de afeccbes como hemorragia periventricular e leucomalacia
periventricular (BAUD et al., 1999). Deste modo, os melhores resultados de escore
de tbnus muscular nos neonatos tratados no periodo pré e pds-natal, em nosso
experimento, parecem estar relacionados aos efeitos protetores e/ou favoraveis ao
SNC. Porém, cabe ressaltar que tais resultados estdo vinculados a dose Unica da
betametasona, pois ciclos multiplos, em contrapartida, estdo associados a
significativa restricdo no desenvolvimento do SNC, diminuicdo do peso cerebral,
menor numero de células nervosas e giros do encéfalo e deficitaria mielinizagdo de
axénios, por inducao de efeito apoptético (UNO et al., 1990; RIVA et al., 1995;
KUTZLER et al., 2004). Com relacdo a corticoterapia pos-natal, também sé&o
observados efeitos deletérios de mdiltiplas administracdes, tais como aumento da
taxa de anormalidades neuromotoras e neonatos com paralisia cerebral (YEH et al.,
1998; SHINWELI et al., 1999). Deste modo, os efeitos resultantes da acédo dos
corticosterdides exdgenos no desenvolvimento do SNC parecem estar vinculados a
dose e a poténcia do esterdide utilizado. Ademais, a hiperglicemia responsiva a

corticoterapia em nosso estudo pode favorecer o desempenho muscular, haja vista
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ser um importante substrato energético para o desempenho das atividades
musculares.

No que tange ao sistema cardiovascular neonatal, o recém-nascido
apresenta, fisiologicamente, baixo volume sanguineo, pressao e resisténcia vascular
periférica (ADELMAN; WRIGHT, 1985). Desta forma, para que a perfusdo sanguinea
periférica seja mantida, h4 aumento compensatério da frequéncia e débito cardiaco
(GRUNDY, 2006). Entretanto, por haver inervacdo simpatica e parassimpatica
imatura do miocardio, o controle neurologico cardiogénico € parcial. Deste modo,
episédios de bradicardia ndo derivam de estimulo vagal e, sim, de hipoxemia
prolongada (GRUNDY, 2006). De fato, verificamos haver correlagéao positiva (r=0,87,;
p=0,05) entre a frequéncia cardiaca e respiratéria em cordeiros do grupo controle,
além de discretas bradicardia (108+10 bpm) e bradipneia (265 mpm) ao
nascimento. Portanto, acreditamos que o quadro prolongado de hipoxemia fetal e
neonatal relacionados a prematuridade, representados por baixos valores de SO, e
PO,, culminaram em bradicardia neonatal, observados imediatamente ao parto.

A comparaGio entre 0s grupos experimentais, notamos que o tratamento com
betametasona pode contribuir para a melhora no desempenho cardio-respiratério de
cordeiros prematuros. Schwab, Coksaygan e Nathanielsz (2006) descrevem que a
betametasona, utilizada no periodo pré-natal em ovelhas, promove aumento da
resisténcia vascular periférica e, consequentemente, aumento na pressao arterial
fetal. Ademais, a corticoterapia € capaz de induzir diretamente o0 aumento da
frequéncia cardiaca fetal, por potencializar a acdo das catecolaminas e, portanto,
contribuir adicionalmente para o aumento da pressdo arterial fetal (SCHWAB,;
COKSAYGAN; NATHANIELSZ, 2006). J& Wood, Cheung e Brace (1987) relatam
qgue, embora haja melhora na pressao arterial e débito cardiaco de cordeiros em
resposta a administracdo fetal de glicocorticoides, observou-se diminuicdo da
frequéncia cardiaca. No presente experimento, notamos que a administracdo pré-
natal de betametasona promoveu menor frequéncia cardiaca em relacdo a
administracdo pés-natal, sugerindo interferéncia do sistema cardiovascular materno
sobre a mudanca hemodinamica desencadeada pela betametasona, e atuacdo em
inervacgdo simpatica quando administrada diretamente ao recém-nascido.

Em nosso experimento, os cordeiros apresentaram bradipnéia ao nascimento,
com valores semelhantes aos de neonatos termos apenas apds 10 minutos. Tais

resultados ocorreram simultaneamente a hipoxemia (baixos valores de SO, e PO,) e
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bradicardia. Entretanto, notamos que a corticoterapia pré ou pds-natal foi capaz de
induzir maior frequéncia respiratéria, em relagdo ao grupo controle. Acreditamos que
tal efeito seja resultado da maturacdo de mecanismos envolvidos nos processos
respiratorios, como 0s quimioreceptores e barorreceptores carotideos de O,
sanguineo e capacidade de expansédo alveolar (GRUNDY, 2006). Adicionalmente, os
melhores resultados de pCO, foram observados apés 1 hora de vida no grupo com
corticoterapia pré-natal. E interessante notar que neste grupo houve correlacéo
positiva entre a frequéncia respiratéria e o escore de tébnus muscular (r=0,76;
p=0,03). Disto demonstra que a betametasona administrada antenatal favorece os
mecanismos respiratorios ao nascimento e, consequentemente, tornam os efeitos
compensatoérios do desequilibrio acido-base mais eficientes no periodo neonatal,
promovendo maior desenvolvimento neuro-motor. Deste modo, a maior frequéncia
respiratéria, observada nos cordeiros submetidos a corticoterapia, representa efeito
benéfico da betametasona na melhora da fung¢éo pulmonar, determinando queda da
PCO, e aumento progressivo da PO, e SO..

Acerca da homeotermia ap0s o0 nascimento, esta pode ser alcancada por
aumento da atividade metabdlica, representada pela capacidade de tremor e pelo
controle vascular, com reducdo do fluxo sanguineo para as extremidades e pele
(BATCHELDER et al., 2007), além do mecanismo de termogénese por meio da
oxidacdo do tecido adiposo marrom (LANDIM-ALVARENGA, 2006). Deste modo, as
menores reservas de tecido adiposo marrom, presentes em cordeiros prematuros de
baixo peso (SYKES, 1982; NOWAK; POIDRON, 2006) justificam o comportamento
térmico dos grupos estudados, pois observamos hipotermia ao longo do primeiro dia
de vida, com queda abrupta da temperatura corporea logo apés o nascimento.
Entretanto, os tratamentos com betametasona parecem atuar aumentando a
atividade termogénica, haja vista os maiores valores de temperatura corpérea,
quando comparado ao grupo controle. Sabe-se que o cortisol é capaz de
potencializar a atividade das catecolaminas, com resultante vasoconstricdo e
aumento da resisténcia vascular periférica, € menor perda de calor corpéreo
(ULRICH-LAI; HERMAN. 2009). Ainda, a elevacdo nos niveis de catecolaminas e
glicocorticoides é capaz de estimular atividades metabdlicas produtoras de energia e
calor, tais como geracéo de acidos graxos livres, por lipélise, como fonte importante
de energia (ULRICH-LAI et al., 2009). Em nosso estudo, 0os neonatos tratados com

betametasona apresentaram maior escore de tonus muscular, podendo o aumento
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das contracdes musculares contribuir para a elevacdo da temperatura corporea.
Neste sentido, acreditamos que o resultado superior de temperatura corporea nos
grupos tratados com corticoterapia, em relacdo ao controle, esteja relacionado as
alteracdes vasculares, metabdlicas e da atividade muscular, resultantes da acao da
betametasona.

Para os cordeiros tratados com corticoterapia pré ou pos-natal, foi observada
hiperglicemia, especialmente para o grupo de tratamento pds-natal. Os
glicocorticéides estimulam diretamente o metabolismo hepatico de carboidratos
(CHAN et al., 1993), aumentando a gliconeogénese hepética, por meio da
estimulacdo da enzima glicose-6-fosfatase e fosfoenolpiruvato carboxiquinase.
Ademais, o cortisol apresenta antagonismo as células B pancreaticas diminuindo a
producdo da insulina e consequente utilizacdo periférica da glicose pelas células,
colaborando para o aumento da glicemia (ANDREWS; WALKER, 1999). De fato, a
administracdo de cortisol em ovelhas aos 130 dias de gestacdo induziu a
hiperglicemia fetal (FOWDEN et al., 1993). Em roedores, o tratamento materno com
glicocorticéides sintéticos ao final da gestacdo resultou em aumento do glicogénio
hepatico fetal. Com base em tais assertivas, 0s resultados glicémicos obtidos neste
experimento nos permitem inferir atuacdo da betametasona, administrada pré ou
pés-natal, no metabolismo hepético de carboidratos, pancreatico de insulina e
sistémico de glicose, com resultante hiperglicemia em cordeiros prematuros.
Ademais, € importante fazer a distin¢cdo entre os efeitos glicémicos da exposicéo pré
e poOs-natal a betametasona. Acreditamos que a administracdo de betametasona
diretamente ao neonato resultou em efeito agudo nos valores glicémicos, com maior
mobilizacdo hepatica de glicogénio e, consequentemente, maior taxa glicémica,
resultado ndo observado na corticoterapia pré-natal.

O surgimento da acidose, resultante de hiperlactatemia, esta relacionado ao
desequilibrio entre a oferta e consumo de oxigénio, presente nas disfuncdes
cardiorrespiratdrias ou em situacao de elevado requerimento metabdlico de oxigénio
com limitada capacidade pulmonar (GRUNDY, 2006; HUGHES, 2006). Esta
combinacdo de fatores eleva o metabolismo anaerobio e producdo de lactato. Com
base em tais assertivas, podemos relacionar os elevados valores de lactato, em
todos o0s grupos experimentais, as particularidades fisiol6gicas neonatais, agravadas
pela condicdo de prematuridade. Entretanto, & comparagdo dos grupos,

evidenciamos que a hiperlactatemia € superior no grupo tratado com betametasona
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no periodo pés-natal, em relagdo ao grupo controle. Somado ao maior requerimento
neonatal de oxigénio, a betametasona atua como indutora da maturagéo sistémica e
tecidual (WILLET et al., 1999), resultando em aumento do metabolismo e respiracéo
celular e, consequentemente, maior consumo de oxigénio. Portanto, podemos inferir
gue os valores significativamente mais elevados de lactato, observados no grupo
CORT POS, estejam relacionados a administragdo direta da betametasona ao
neonato, promovendo, deste modo, acentuado incremento na atividade metabdlica
celular durante os primeiros dias apds parto. Ja no grupo CORT PRE, o efeito agudo
da betametasona (maior demanda metabdlica e oxigenacdo celular) ocorreu ainda
durante o periodo gestacional, evitando a elevagdo dos niveis de lactato sanguineo

no periodo pos-natal.

5.2 EQUILIBRIO ACIDO-BASICO NEONATAL

Na avaliacdo hemogasométrica neonatal, independente do grupo
experimental, identificamos acidemia ao nascimento, assim como alteracbes nos
valores de BE e PCO,, configurando acidose do tipo mista (metabdlica e respiratoria)
na prematuridade. Entretanto, a regularizacdo do pH sanguineo aos 60 min, embora
ainda houvesse desequilibrio metabdlico (BE), sinaliza eficacia do sistema tampéao
sanguineo nos cordeiros prematuros. Somente apés 4 horas de vida, os cordeiros
apresentaram equilibrio acido-base, com normalizacdo do BE, pois entendemos que
as bases-tampédo do sangue foram consumidas para a compensacdo metabdlica e
manutenc¢ao do pH.

Diversos estudos evidenciam melhora na estrutura pulmonar (WILLET et al.,
1999; LOEHLE et al.,, 2010), nos padrbes respiratérios e de troca gasosa em
cordeiros submetidos a corticoterapia pré-natal. Desta maneira, é possivel inferir que
a compensacao da hipercapnia ao nascimento, ocorrida apos 1 hora nos cordeiros
submetidos a corticoterapia pré-natal, deve-se a melhora na condicdo ventilatoria
pulmonar em relacdo aos demais grupos. Logo, a corticoterapia pré-natal promoveu
mudancgas estruturais e funcionais pulmonares, as quais propiciaram melhor
resposta adaptativa ja na primeira hora de vida, resultado ndo observado a utilizagédo

da corticoterapia pos-natal. Por outro lado, ao analisar os valores de SO, e PO, ndo
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foi possivel identificar padrdo de melhora na oxigenagéo, vinculada & administragédo
pré ou pos-natal de betametasona. No que se refere a administracdo pré-natal de
betametasona, ha evidéncias de sua influéncia na vascularizacéo fetal, promovendo
aumento da presséo arterial e vasoconstricao periférica, a despeito do menor fluxo
sanguineo nos vasos do corddo umbilical, suprimento fetal de oxigénio, nutrientes e
desequilibrio &cido-basico (SCHWAB; COKSAYGAN; NATHANIELSZ, 2006). Por
outro lado, nossos resultados permitem inferir que ndo houve efeito deletério da
corticoterapia pré-natal sobre a vascularizacdo umbilical e oxigenacéo fetal, pois nédo
observamos diferenca significativa entre os grupos para os dados de SO,, PO, e pH

nos cordeiros prematuros.

53 HEMATOCRITO E HEMOGLOBINA

As respostas aos fatores de estresse sdo mediadas, de forma complementar,
pelo sistema nervoso autbnomo (SNA) e pelo eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal
(HHA) (ULRICH-LAI; HERMAN, 2009). As catecolaminas sao responsaveis por
acOes rapidas, enquanto os glicocorticéides atuam de forma lenta, com pico de
producdo minutos apds o inicio do estresse (JOELS; BARAM, 2009). Dentre a
cascata de eventos decorrente do aumento nos niveis circulantes de cortisol, ocorre
aumento da contratilidade esplénica, com o objetivo de aumentar o nimero de
hemécias circulantes como medida protetora (DUKES, 1993; PETERSON, 1998) e,
consequentemente, aumentar a oxigenacdo tecidual. Em relacdo ao perfil
hematolégico dos neonatos deste estudo, foi possivel identificar resultados
superiores de hematécrito e hemoglobina nos grupos tratados com betametasona
pés-natal. Portanto é possivel atribuir ao tratamento com betametasona resposta
hematégena aguda, com aumento de hematécrito e hemoglobina por possivel
mecanismo de contragdo esplénica.

Para o grupo CORT POS, observamos correlacéo positiva entre os valores de
hematocrito e hemoglobina com as concentracbes sanguineas de bicarbonato.
Conforme salientado anteriormente, os resultados do presente estudo mostram que
cordeiros tratados com betametasona no periodo pés-natal apresentam aumento de

suas atividades metabdlicas teciduais, as quais exigem maior demanda por oxigénio
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celular. A resposta organica a tal exigéncia é o aumento do hematdcrito e
hemoblobina para o efetivo transporte tecidual de oxigénio. Entretanto, a
metabolizacdo tecidual do oxigénio resulta na formacdo de moléculas de CO; e,
consequentemente, bicarbonato e H”, justificando o aumento dos niveis sanguineos
de bicarbonato quando h& incremento do hematécrito e hemoglobina.
Adicionalmente, observamos correlacdo positiva entre as concentracdes séricas de
SOD e os valores de hematocrito e hemoglobina no grupo CORT POS. Para
contemplar as necessidades teciduais de aporte de oxigénio, o concomitante
aumento na concentracdo da enzima SOD expressa resposta equilibrada da defesa
antioxidante neonatal como controle dos possiveis efeitos lesivos do oxigénio em

diferentes tecidos.

5.4 ASSITENCIA VENTILATORIA

No presente estudo, notamos que o tratamento pré ou poés-natal com
betametasona influenciou positivamente a necessidade de assisténcia ventilatoria
em cordeiros prematuros. Do mesmo modo, o tempo de permanéncia sob
assisténcia ventilatéria foi estatisticamente menor nos cordeiros submetidos a
corticoterapia pré-natal, em relacdo aos animais ndo tratados. A corticoterapia
materna pré-natal produz uma série de efeitos benéficos estruturais e funcionais
pulmonares, os quais promovem melhor capacidade de troca gasosa, complacéncia
pulmonar, reducdo do processo inflamatério pulmonar, resultando em menor
necessidade de intervencdes emergenciais em neonatos humanos prematuros
(TANSWELL et al., 1991; JAARSMA et al., 2004). De fato, no grupo tratado com
betametasona pré-natal, identificamos correlacdo negativa entre o numero de
cordeiros ventilados e a frequéncia respiratoria. Portanto, podemos inferir que a
menor ocorréncia de ventilagdo neonatal e o menor tempo de permanéncia sob
assisténcia ventilatoria estdo relacionados ao efeito indutor de maturagédo pulmonar
da betametasona, com desenvolvimento de estruturas que favorecem o padrao
respiratorio.

No que tange a utilizagdo pds-natal de corticosterdide, é reconhecida sua
atuacdo no controle e prevencao de alteracdes pulmonares crdonicas em neonatos

ventilados, por reduzir a injaria pulmonar, processo inflamatério e Displasia
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Broncopulmonar (FRIEDMAN; SHINWELL, 2004). O processo inflamatoério inibe a
funcdo do surfactante diretamente, inativando-o ou, pela acdo indireta, ao induzir o
extravasamento proteico alveolar, o qual restringe a acdo do surfactante
(KOBAYASHI et al., 1991; RIMENSBERGER, 2002). Por este motivo, indica-se a
administracdo de dexametasona pés-natal como método terapéutico para neonatos
em suporte ventilatorio, reduzindo o tempo necessario para o desmame ventilatério
e a incidéncia de Displasia Broncoplulmonar (HALLIDAY et al., 2003). Entretanto,
em nosso estudo, a corticoterapia pos-natal foi utilizada nos cordeiros prematuros
logo ao nascimento, na auséncia de assisténcia ventilatoria. Portanto, acreditamos
que o numero reduzido de cordeiros indicados a ventilagdo no grupo corticoterapia
pos-natal, em comparacdo ao controle, possa estar relacionado a reducdo de
complicacBes inflamatorias e oxidativas pulmonares, por efeito benéfico agudo do
acetato de betametasona. De fato, acreditamos que a betametasona esteja
envolvida no controle do estresse oxidativo pulmonar, por meio do aumento da
atividade enzimatica da superéxido desmutase (SOD), a qual reduziu os efeitos
lesivos das espécies reativas de oxigénio e, consequentemente, dos danos
pulmonares.

Silva (2012) descreveu agravamento clinico e alta taxa de mortalidade nas
primeiras horas de vida de cordeiros prematuros ndo submetidos a protocolos
preventivos ou curativos da imaturidade pulmonar. Do mesmo modo, observamos,
no grupo controle, maior percentual de cordeiros com quadro clinico grave,
indicados ao suporte ventilatério, o qual garantiu sobrevivéncia a 66,6% dos
neonatos ventilados. Ademais, observamos correlacdo negativa do percentual de
cordeiros ventilados com os valores de Apgar, tbnus muscular, frequéncia cardiaca,
frequéncia respiratéria e peso neonatal. Desta forma, a indicacdo aos protocolos de
ventilacdo (necessidade de suporte ventilatério) esta relacionada a baixa vitalidade
neonatal, especialmente por imaturidade do sistema nervoso central e
cardiopulmonar.

Em medicina humana, ndo ha relatos que atestem o beneficio significativo
sobre a reducédo da mortalidade neonatal apdés a administracdo de dexametasona
pos-natal (FRIEDMAN; SHINWELL, 2004). Entretanto, a betametasona pré-natal esta
relacionada a reducdo da morbi-mortalidade em UTIs neonatais (LEVITON et al.,
1999). Em nosso experimento, apesar da equivalente resposta de vitalidade e

necessidade de assisténcia respiratdria entre as vias de tratamento materna e
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neonatal, 0 grupo CORT PRE resultou em menor nimero de o6bitos (0) em relagéo
ao grupo CORT POS (1 6bito). Entretanto € importante salientar que o baixo nimero
de animais por grupo ndo nos permitiu atribuir diferenca estatistica quanto a taxa de

mortalidade neonatal.

5.5 ESTRESSE OXIDATIVO NEONATAL

No periodo imediato ao nascimento, 0s neonatos sdo expostos ao ambiente
hiperéxico, dando inicio ao metabolismo aerdbico, com producdo de espécies
reativas ao oxigénio na cadeia respiratoria mitocondrial (VLESSIS; MELA-RIKER,
1989). Tal situacdo € ainda mais proeminente na prematuridade, diante da maior
necessidade de oxigenioterapia pos-natal. As alterac6es morfolégicas decorrentes
da inalagcdo de concentracbes elevadas de oxigénio caracterizam-se por achados
histoldgicos agudos: atelectasia, inflamacéo, congestéo vascular e edema alveolar,
decorrentes da geracdo de espécies reativas de oxigénio (CRAPO, 1986; CLAYTON
et al., 2001). Ademais, Dursun et al. (2015) observaram que neonatos termos e pré-
termos submetidos ao suporte ventilatério nas modalidades SIMV e CPAP
apresentaram maior estresse oxidativo e menor capacidade antioxidante total,
guando comparado ao periodo pos-ventilacdo. No presente estudo, ndo observamos
diferenca entre os grupos experimentais quanto aos valores de estresse oxidativo
(TBARS) e na concentracdo da enzima glutationa peroxidase (GPX). Entretanto, na
avaliacdo da enzima superéxido dismutase (SOD), o grupo com corticoterapia pos-
natal apresentou valor superior ao grupo controle. Clayton et al. (2001) e Bowler et
al. (2002) referem-se a enzima SOD como a maior antagonista da injaria oxidativa
pulmonar. Dani et al. (2009), ao comparar o0 estresse oxidativo pulmonar de
cordeiros prematuros submetidos a ventilacao, terapia com corticoide e surfactante,
observaram que este Ultimo tratamento associativo acarretou menor estresse
oxidativo e inflamagdo do parénquima pulmonar, com melhor desempenho
respiratorio neonatal. Corroborando tais dados, observamos em nosso estudo efeito
benéfico da corticoterapia pds-natal sobre a concentracdo da enzima SOD, embora
sem diferenca estatistica dos produtos da peroxidacdo lipidica nos grupos

estudados. Vale ressaltar que, no grupo corticoterapia pds-natal, as concentracdes
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séricas de SOD correlacionaram negativamente com as variaveis SO,, PO, e pH; e
positivamente com a pCO,. Desta forma, acreditamos que a betametasona esteja
envolvida na regulacdo do mecanismo antioxidante neonatal, estimulando a
atividade da enzima SOD pelos pulmdes, favorecendo as trocas gasosas e
reduzindo as complica¢Bes da intervencao ventilatoria.

Embora Johan et al. (2009) tenham descrito supressao aguda da atividade da
enzima antioxidante GPx ap0s a corticoterapia materna pré-natal, nossos resultados
nao demonstram influencia da betametasona, quando administrada 48 horas prévias
a data do parto. Entretanto, é importante ressaltar que, para a avaliagdo do status
oxidativo sanguineo, amostras sorolégicas ndo sdo reconhecidas como meios de
eleicdo, haja vista 0 maior nimero de componentes protéicos. Para tanto, o citosol
intra-celular de hemacias é o meio biolégico recomendado (VENTO et al., 2003).
Desta maneira, estudos futuros devem ser conduzidos com amostras bioldgicas
fidedignas para acurada assertiva quanto ao perfil da enzima antioxidante GPx apés

a corticoterapia pré ou pés-natal.
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6

CONCLUSAO

Em vista dos resultados obtidos, concluimos que:

1.

3.

A corticoterapia pos-natal ou pré-natal favorece a condigdo clinica
neonatal (vitalidade, tdnus muscular e funcdes vitais), a funcdo pulmonar
(trocas gasosas e compensacdo aos desequilibrios acido-basicos) e a
atividade metabodlica (controle glicémico). Entretanto, a atividade
cardiogénica mostrou-se diferenciada quando a administragdo de
betametasona € materna ou neonatal (efeitos depressores vinculados a
corticoterapia pré-natal e efeito taquicardico na corticoterapia pos-natal).

O tratamento com betametasona pods-natal ou materna pré-natal diminui a
necessidade de assisténcia ventilatoria em cordeiros prematuros
extremos.

A taxa de mortalidade neonatal é baixa quando sao utilizados protocolos
de inducdo de maturidade pulmonar (corticoterapia pré ou pés-natal) e/ou
intervencdes ventilatorias, 0s quais garantem a sobrevivéncia de cordeiros

prematuros extremos.
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