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RESUMO
Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pés-Graduacdo em Disturbios da Comunicagdo Humana
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Potenciais Evocados Auditivos de Longa Laténcia e metabolismo oxidativo em
recém-nascidos a termo e prematuros

Autora: Dayane Domeneghini Didoné
Orientador: Aron Ferreira da Silveira
Coorientadora: Michele Vargas Garcia

INTRODUGCAO: A integridade e funcionamento adequado das estruturas centrais
sdo importantes para o desenvolvimento cognitivo e linguistico, e os Potenciais
Evocados Auditivos de Longa Laténcia (PEALL) permitem avaliar o processamento
da informacédo auditiva, sendo considerados como indicadores do desenvolvimento
cognitivo, principalmente em prematuros, 0s quais sao de risco para alteracdes do
processamento auditivo e de linguagem. Os recém-nascidos prematuros também
sdo vulneraveis a alteracbes celulares, sendo que as mesmas podem causar
diversas doencas no periodo neonatal. A pesquisa do metabolismo oxidativo por
meio do Teste de Micronucleos permite a identificacdo dessas alteracdes em nivel
celular. OBJETIVO: Avaliar os PEALL e o metabolismo oxidativo em recém-nascidos
a termo e prematuros. MATERIAL E METODO: Participaram do estudo recém-
nascidos com até um més de vida que compareceram ao Hospital Universitario de
Santa Maria (HUSM) para realizacdo da Triagem Auditiva Neonatal (TAN). Os
neonatos foram divididos em grupo controle (GC) e grupo estudo (GE), sendo
constituidos por recém-nascidos a termo e prematuros, respectivamente. A amostra
foi constituida por 15 individuos em cada grupo para avaliacdo do metabolismo
oxidativo, e 15 recém-nascidos a termo e 10 prematuros para avaliagdo dos PEALL.
Para o teste de micronucleos foram coletadas células epiteliais da mucosa oral, por
meio do esfregaco da mucosa oral, com uma escova cytobrush. As células foram
analisadas em laboratério. Os PEALL foram pesquisado de forma binaural, por meio
de fones de insercdo, com estimulo de fala frequente /ba/ e raro /ga/, sendo
analisados apenas os potenciais exodgenos (P1, N1, P2 e N2). RESULTADOS: De
maneira geral, para a pesquisa do metabolismo oxidativo, houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos para as analises do Teste de
Micronucleos, sendo que o nimero de micronucleos e de células alteradas foi maior
no grupo de prematuros quando comparados com o grupo de recém-nascidos a
termo. Para os PEALL n&o houve diferenca estatisticamente significante para as
laténcias dos componentes P1 e N1. CONCLUSOES: A partir desse estudo pode-se
concluir que os recém-nascidos prematuros apresentaram um indice maior de danos
celulares a nivel nuclear quando comparados com 0s recém-nascidos a termo. Na
avaliacdo eletrofisiolégica dos potenciais corticais, foi possivel observar os
componentes exodgenos P1 e N1, porém ndo houve diferencas entre os grupos. Sao
necessarios mais estudos nessa area, a fim de se conhecer melhor as
caracteristicas desses potenciais em recém-nascidos e criangas pequenas.

Palavras-chave: Potenciais Evocados Auditivos. Micronucleos. Prematuridade.
Neonatos.
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INTRODUCTION: The proper integrity and functioning of the central structures are
important for the linguistic and cognitive development and the Long Latency Auditory
Evokes Potentials (LLAEP) allow the evaluation of the hearing information
processing, considered as indicator of cognitive development, mainly in preterm
infants, that present risks to alterations of hearing and language processing. The
preterm infants are also vulnerable to cellular alterations. These alterations may
cause several diseases during the neonatal period. The research of the oxidative
metabolism through the Micronucleus Essay allows the identification of these
alterations in cellular level. PURPOSE: To evaluate the LLAEPs and the oxidative
metabolism of term and premature infants. MATERIAL AND METHODS: This study
consisted of newborns with no more than one month old that came to the Hospital
Universitario de Santa Maria (HUSM) to the Neonatal Hearing Screening (NHS). The
infants were divided in control group (CG) and study group (SG), with term and
premature infants, respectively. The sample consisted of 15 individuals in each group
for the oxidative metabolism evaluation and 15 term infants and 10 premature infants
for the LLAEP evaluation. For the micronucleus test, epithelial cells of the mouth
mucosa were collected, with acytobrush. The cells were analyzed in a laboratory.
The LLAEPs were researched in binaural form, through insertion earphones, with
frequent speech stimulation /ba/ and rare /gal/, analyzing only the exogenous
potentials (P1, N1, P2 e N2). RESULTS: In general, for the oxidative metabolism
research, there was statistically significant difference between the groups in the
analysis of the Micronucleus Test. The number of altered micronucleus and cells was
higher for the group of premature infants when compared with the group of term
infants. For the LLAEPs there was no statistically significant difference for the
latencies of the members P1 and N1. CONCLUSIONS: After this study, it was
concluded that premature infants present higher index of cellular damage in nuclear
level when compared with term infants. In the electrophysiological evaluation of the
cortical potential, it was possible to observe the exogenous components P1 and N1,
but there was no difference between the groups. More studies in this area are
necessary in order to better understand the characteristics of these potentials in
newborn and young infants.

Keywords: Evoked Potentials Auditory. Micronucleus. Prematurity. Newborn.


pccli
Nota


LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1- Respostas dos PEALL em um recém-nascido na intensidade de 80dBNA

no equipamento Intelligent Hearing Systems (IHS) .....cccooviviiiiiiiiiieeeen, 32
Figura 2- Formacgao de MIiCrONUCIEOS ..........uuuvuuiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e e e e e e e e e 35
ARTIGO1

Figura 1- Grafico de dispersdo entre as células normais e o total de células
PV [(=T = To P TS T=To 18 [ a o [o o I [ (1 oL 55



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Valores das laténcias dos PEALL em neonatos a termo e prematuros

(dados publicados por Pasman et al.; 1992).........cccoooiiiiiiiiiiiiiier e 28
ARTIGO1
Tabela 1- Comparacédo dos resultados do Teste de Micronlcleos entre o grupo de
recém-nascidos a termo € PreMALUIOS .......oooueririeeei i e e et ee e e e e e e eeee e e 56
ARTIGO2

Tabela 1- Medidas descritivas para as idades gestacional e corrigida do grupo de
recém-nascidos a termo € PremMatUrOS .......ccoeevevvvriiuuiiiiiieeeeeeeeeeeee e e e e e e e eerare 70

Tabela 2- Comparacéo da laténcia dos componentes P1 e N1 para orelha direita e
orelha esquerda entre o grupo de recém-nascidos a termo e prematuros ............... 71



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Alguns estudos de Potenciais Evocados Auditivos de Longa Laténcia em

NEOoNAatOS € CHANGCAS PEQUENAS ......uuuuuuiiieesieeeeeeeeeeeeereeereannrraa e aaaaaaaeaeesreeseernenan 33



LISTA DE REDUCOES

dB- Decibel

dBNA- Decibel nivel de audicéo

dBNPS- Decibel nivel de pressao sonora
DNA- Acido Desoxirribonucleico

EROs- Espécies reativas de oxigénio
MN- Microndcleos

MMN — Mismatch negativity

BN- Binucleada

PN- Ponte nucleoplasmatica

BUDS- Buds nucleares

PEAs- Potenciais Evocados Auditivos
PEALL- Potencial Evocado Auditivo de Longa Laténcia
RPM- Rotacgdes por minuto



LISTA DE ANEXOS

ANEXO 1 — Carta de aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)



LISTA DE APENDICES

APENDICE A- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido



SUMARIO

L INTRODUGAO .....oouiieiieiceeeee ettt 19
2 O0BIETIVOS ... 22
2.1 ODJELIVO QEIAl ... ——— 22
2.2 ODbjetivos €SPECITICOS: .uuuiiii i 22
3 REVISAO DE LITERATURA ...t 23
3.1 Potenciais EvOCados AUdITIVOS ....uuuuiiiiiiieiiiiiiiii e 23
3.2 Potenciais Evocados Auditivos de Longa Laténcia.........cccccevvvvveiviieeennnnnn. 24
3.3 Caracteristicas do estimulo gerador dos PEALL ........cooovviiiiiiiiiiiieiiiiiinn, 25
3.4 Potenciais Evocados Auditivos de Longa Laténcia em recém-nascidos .27
3.5 MetaboliSmO OXIdALIVO ....coveieiiiiieeiici e 34
3.6 Metabolismo oxidativo em recém-nascidos a termo e prematuros........... 39
4 METODOLOGIA GERAL ..., 43
4.1 Delineamento da PESQUISA ......uuuuuiiiieeeeiiieeiiiiie e e e ee et e e e e e e 43
4.2 CONSIAEraCOES ELICAS ...ouuveveiiiiieee e ittt e e e e e e e e e e e eaes 43
N 1 00 1 1 PP 43
4.4 Crit€rios de INCIUSAO ....ccccce i e 44
N O 1 (= o FR 0 [T =)o LT 17 T LR 44
Ol o o Lot =T o 1T 1= | (o 1P 45
4.6.1 Triagem Auditiva Neonatal............cooouuuiiiiiii i 45
4.6.2 Potencial Evocado Auditivo de Longa Laténcia................eeeveeeeeiiininnnnnnnnns 46
4.6.3 Teste de MICTONUCIEOS .........ciiii e e e e e eaaans 47
4.6.4 ANAIISE eStatiStICA .......ceevviiiii i e 47

5 ARTIGO 1 GENOTOXICIDADE POR MEIO DO TESTE DE
MICRONUCLEQOS EM RECEM-NASCIDOS A TERMO E

PREMATUROS ..ottt e e v 49
6 ARTIGO 2 POTENCIAL EVOCADO AUDITIVO DE LONGA

LATENCIA EM RECEM-NASCIDOS A TERMO E PREMATUROS..... 63
7 DISCUSSAO GERAL ...t 78
8 CONCLUSODES ..ottt 81
9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFIAS .....ooeeeeeeeeee e, 82
ANEXO | oottt e, 90

APENDICE A oo e e e 92



19

1 INTRODUCAO

O estudo da eletrofisiologia da audicdo tem sido destague nos ultimos anos,
principalmente por se tratar de exames objetivos, nos quais pode-se mensurar 0S
limiares eletrofisiologicos da audicédo, sendo muito utilizados na avaliacdo de recém-
nascidos e de criangas pequenas que nao cooperam nas avaliacoes
comportamentais.

Os potenciais evocados auditivos (PEAs) fornecem informacfes sobre a
audicdo e a conducédo neural ao longo das vias auditivas (JIANG et al., 2005), e
permitem avaliar a atividade neuroelétrica até o cortex cerebral. S&o classificados
em potencias de curta, média e longa laténcia, dependendo do tempo em que as
respostas sdo geradas apoés a apresentacao do estimulo acustico (HOOD, 1998).

Até 0o momento, os exames eletrofisiologicos mais utilizados em recém-
nascidos sdo os Potenciais Evocados Auditivos de Tronco Encefalico (PEATE) e o
Potencial Evocado Auditivo de Estado Estavel (PEAEE), os quais tem por principal
objetivo a determinacgéo dos limiares eletrofisiologicos.

Os limiares auditivos sao de fundamental importancia para o desenvolvimento
linguistico, mas, além disso, a integridade e funcionamento adequado das estruturas
centrais também merecem destaque no desenvolvimento infantil. Pensando nisso,
alguns autores tem feito uso do Potencial Evocado Auditivo de Longa Laténcia
(PEALL) para avaliar o processamento da informacao auditiva.

Os Potenciais Evocados Auditivos de Longa Laténcia (PEALL) refletem a
atividade elétrica desde o sistema auditivo periférico até as vias auditivas centrais, e
tem como objetivo verificar o processamento da informacgéo auditiva em nivel cortical
e em funcao do tempo (REIS; FRIZZO, 2011).

Fazem parte dos PEALL as ondas positivo 1 (P1), negativo 1 (N1), positivo 2
(P2), negativo 2 (N2) e positivo 3 (P3), sendo subdivididas em potenciais exdégenos
(P1, N1, P2, N2), os quais sdo influenciados pelas caracteristicas fisicas do
estimulo, como intensidade, duracdo e frequéncia, e potencial endogeno (P3),
influenciado predominantemente por eventos relacionados as habilidades cognitivas
(DUARTE et al., 2009).

Alguns estudiosos referem que a habilidade de discriminagédo auditiva ja pode

ser mensurada ao nascimento por meio de avaliagdes eletrofisiologicas, ja que essa
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habilidade esta presente no segundo trimestre de vida intra-uterina (CHEOUR;
LEPPANEN, KRAUS, 2000).

A pesquisa dos PEALL em neonatos € um tema recente e controverso devido
a maturacdo das estruturas corticais, mas alguns estudos ja referem que esses
potenciais podem ser evidenciados nessa faixa etéria, sendo considerados
indicadores do desenvolvimento cognitivo, principalmente em prematuros, 0s quais
sdo de risco para alteracbes do processamento auditivo e de linguagem
(KUSHNERENKO, 2003; FELLMAN et al., 2004; CHOUDHURY; BENASICH, 2010).

Os recém-nascidos prematuros também s&o vulneraveis a diversas doencas
no periodo neonatal. Por conta disso, novos estudos na area de genotoxicidade
permitiram identificar o metabolismo oxidativo dessa populacdo, a qual € de risco
para o desenvolvimento de alteracGes celulares. O metabolismo oxidativo pode ser
avaliado por meio da pesquisa da genotoxicidade utilizando o Teste de
Micronucleos, o qual pode inferir indiretamente sobre os niveis de estresse oxidativo,
ja gque concentracdes elevadas de espécies reativas de oxigénio (EROs) aumentam
0 numero de alteracdes celulares.

O estresse oxidativo € definido como um aumento dos niveis fisiol6gicos das
EROs, podendo causar destruicdo das membranas celulares. Essa condicdo €
resultante da diminuicdo do sistema antioxidante, composto de enzimas e outras
substéancias, ou da elevada produc¢édo das EROs (HARGRAVES; HENTALL, 2005).

O nascimento ocasiona um estresse oxidativo fisioldgico, ja que ocorre a
transicdo do recém-nascido de um ambiente intrauterino, pobre em oxigénio, para o
extrauterino, rico em oxigénio. Naturalmente, ocorre um aumento da producao de
EROs e um desequilibrio no sistema antioxidante, (GOMES; SAUNDERS; ACCIOL,
2005).

Os recém-nascidos a termo possuem um sistema de defesa antioxidante
adequado para combater o estresse oxidativo fisioldgico. Ja os recém-nascidos pré-
temo séo vulneraveis as condicdes de estresse oxidativo, ja que as concentracoes
antioxidantes sé estdo adequadas no final da gestacdo (ROBLES; PALOMINO;
ROBLES, 2001). Além disso, 0 uso terapéutico do oxigénio nos prematuros € 0 uso
de medicamentos pode aumentar os niveis de EROs e, consequentemente,
acarretar em alteragcdes celulares (BIANCHI; ANTUNES, 1999; ROBLES;
PALOMINO; ROBLES, 2001).
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A justificativa desse trabalho esta centrada na necessidade de conhecer as
caracteristicas dos PEALL em neonatos a termo e prematuros e as possiveis
alteracdes celulares decorrentes da prematuridade, visto que esse tema é pouco
estudado nessa faixa etaria.

E necessario ressaltar que a integridade e funcionalidade das vias auditivas
centrais sdo fundamentais para o desenvolvimento das habilidades auditivas, as
quais vao proporcionar a crianca o aprendizado da linguagem e, consequentemente,
os aprendizados futuros que dependem da mesma. Além disso, o biomonitoramento
dos recém-nascidos prematuros também é fundamental, podendo predizer sobre
diversas doencas no periodo neonatal.

Sendo assim, este estudo teve por finalidade o estudo dos PEALL e do
metabolismo oxidativo em recém-nascidos a termo e prematuros.

Essa dissertacao foi desenvolvida no modelo alternativo subdividindo-se nos
seguintes capitulos: Introducdo, Objetivos, Metodologia geral, Revisdo de literatura,

Artigo de pesquisa 1, Artigo de pesquisa 2, Discusséo geral e Conclusoes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Analisar e comparar as caracteristicas dos Potenciais Evocados Auditivos de
Longa Laténcia em recém-nascidos a termo e prematuros, assim como

verificar o metabolismo oxidativo dessas populacoes.

2.2 Objetivos especificos:

e Analisar a presencga/auséncia das ondas P1, N1, P2 e N2 em recém-nascidos

a termo e prematuros.

e Analisar as laténcias das ondas P1, N1, P2 e N2 dos PEALL em recém-

nascidos a termo e prematuros.

¢ Analisar o metabolismo oxidativo em recém-nascidos a termo e prematuros.

e Comparar os resultados da avaliacdo dos PEALL entre recém-nascidos a

termo e prematuros.

e Comparar o metabolismo oxidativo entre recém-nascidos a termo e

prematuros.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Potenciais Evocados Auditivos

Em 1939 Davis e colaboradores (apud MATAS; MAGLIARO, 2011)
descreveram pela primeira vez alteracfes no encefalograma geradas por estimulos
auditivos. Essas respostas eram de baixa amplitude e apareciam misturadas as
atividades elétricas do proprio encefalograma, o que dificultava a andlise das
respostas.

Em 1958, Clark desenvolveu o computador de respostas mediadas, o qual
melhorou a relagdo das respostas auditivas com o ruido da atividade cerebral
permitindo grande avanco na eletrofisiologia da audicao (apud SOUZA et al., 2008).

Os potenciais evocados auditivos podem ser classificados de acordo com a
laténcia, origem anatbmica, relacdo entre estimulo e resposta (transitéria/continua
versus enddgena/exdégena) e o posicionamento dos eletrodos (campo proximo ou
distante) (GOLDSTEIN et al., 1979).

Hood (1998) define potencial evocado como uma resposta complexa de
estimulacdo externa, representado a atividade neural de diferentes lugares do
sistema nervoso.

A classificacdo mais utilizada é referente a laténcia, ou seja, o tempo
necessario para o estimulo auditivo gerar a atividade neuroelétrica, sendo que
guanto mais proximo da periferia estiver a fonte geradora da atividade bioelétrica,
menor sera o tempo de resposta. De acordo com esse parametro, oS potenciais
podem ser divididos em: potenciais de curta laténcia, 0s quais surgem nos primeiros
10 a 12 ms, potenciais de média laténcia, os quais ocorrem entre 12 e 50 ms, e 0s
potenciais de longa laténcia, os quais surgem entre 50 e 600 ms (PICTON et al.,
1974 apud MATAS; MAGLIARO, 2011).
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3.2 Potenciais Evocados Auditivos de Longa Laténcia

Para Hall (1990) os potenciais de longa laténcia apresentam multiplos
geradores, como formacédo reticular, lemnisco, coliculo inferior, talamo, cortex
primario, cértex frontal, cortex centro parietal, cértex temporal e hipocampo.

Os potenciais corticais sdo divididos em exogenos e enddgenos. Os
potenciais exdgenos sdo obtidos por meio de um estimulo acustico repetitivo, e
representam a capacidade do cortex auditivo em detectar o estimulo. Em adultos os
componentes exégenos geralmente ocorrem entre 100 e 200ms apos a
apresentacdo do estimulo e séo influenciados pela frequéncia, intensidade e
duracdo do estimulo acustico. Sao representados pelas ondas P1, N1, P2 e N2. J4 o
potencial endégeno (P3) ocorre apds 100-200 ms e refletem a atividade mental e
intencional para deteccdo dos estimulos raros em uma série de estimulos frequentes
(NAATANEN, 1992).

Kraus e McGee (1994) acrescentam que 0s potenciais de longa laténcia
envolvem a participacao de estruturas corticais como o cortex frontal, centroparietal
e cortex auditivo.

Molfese e Molfese (1997) referem que os potenciais corticais sdo Uteis para
predizer sobre possiveis alteragdes cognitivas. Os autores estudaram criancas com
risco para alteracfes de linguagem e verificaram que as criancas com potenciais
corticais alterados durante o periodo neonatal desenvolveram alteracfes
linguisticas.

Segundo Groenen et al (2001) o componente P3 é eliciado quando um
estimulo raro ocorre dentro de uma série de estimulos esperados, o qual é
decorrente da discriminacdo do individuo sobre o estimulo raro. Os componentes
exégenos P1, N1, P2, N2 ndo dependem da atencdo aos estimulos acusticos,
enquanto que o componente enddgeno P3 depende da discriminacédo do individuo
ao estimulo raro. Segundo os autores a amplitude do P3 € maior do que os demais
componentes, e depende de habilidades como atencéo, discriminacdo e memodria,

representando a atividade cortical.
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Para Kraus e Mcgee (2002) a laténcia do componente N1 esté entre 80 e 250
ms, de P2 por volta de 200 ms, de N2 entre 200 e 400 ms, e de P3 entre 250 e 350
ms em individuos adultos.

Sobre os sitios geradores especificos dos componentes exdgenos, acredita-
se que o componente P1 seja originado no giro de Heschl ou na area de associacéo
auditiva secundéria, o N1 no lobo frontal, embora as areas de geracdo desse
componente ndo sejam claras, o P2 no giro temporal superior anterior e 0 N2
préximo a regides supratemporais, incluindo cortex frontal (KUSHNERENKO, 2003).

Ventura, Alvarenga e Filho (2009) definem os PEALL como uma série de
mudancas elétricas que ocorrem no sistema nervoso central, a qual é decorrente da
estimulacdo da via auditiva. Esses potenciais possuem multiplos geradores,
envolvendo as vias auditivas talamo-corticais e cortico-corticais, cortex auditivo
primério e &reas corticais associativas. Os PEALL sao representados por uma série
de picos positivos e negativos, que incluem os componentes P1, N1, P2, N2 e P3.

Choudhury e Benasich (2010) referem que os PEALL podem ser visualizados
em bebés, sendo que os valores de laténcia dos componentes encontram-se
aumentados quando comparados com individuos adultos. Os autores destacam o0s
seguintes valores de laténcia para bebés de seis meses: P1 ao redor de 160 ms, N1
ao redor de 260 ms, P2 ao redor de 331 ms e N2 ao redor de 450 ms.

Massa et al (2011) acrescentam que os PEALL consistem em uma série de
picos positivos e negativos que ocorrem acima de 50 ms apos o inicio do estimulo,
podendo ser utilizados para investigacdo dos mecanismos neurais do cortex

auditivo.

3.3 Caracteristicas do estimulo gerador dos PEALL

3.3.1 Tipo de estimulo

Quanto ao tipo de estimulo utilizado para avaliagdo dos PEALL, utilizam-se,

rotineiramente, tons puros (tone burst). Porém, uma série de diferentes estimulos,
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como contrastes de vogais, de silabas, palavras e até mesmo sentencas podem ser
utilizados para evocar esses potenciais (GROENEN et al., 2001; KORCZAK;
KURTZBERG; STAPELLS, 2005) sendo que os estimulos complexos de fala sédo
ideais para o estudo das bases neurais da deteccdo e discriminacdo da mesma
(KRAUS; NICOL, 2003).

3.3.2 Intensidade do estimulo

Os PEALL séao influenciados pela intensidade, sendo que quanto maior a
intensidade menor séo as laténcias e maior a amplitude dos componentes (PICTON;
HILLYARD; GALAMBOS, 1976).

O maior aumento da amplitude acontece entre 20 e 30 dB acima do limiar e
se estabiliza ao redor de 75 dB (HALL, 2006).

3.3.3 Velocidade do estimulo

A velocidade de apresentacéo do estimulo produz pouca alteracdo na laténcia
e na amplitude das ondas dos PEALL. Porém, a amplitude dos componentes P1, N1,
P2, pode aumentar conforme diminui a taxa de estimulagcdo (MARTIN; TREMBLAY;
STAPELLS, 2007).

A taxa de estimulacdo recomendada é em torno de 0,5 a 2,9 estimulos por
segundo. Valores acima de 2,9 estimulos por segundo diminuem a amplitude dos
potenciais (MCPHERSON; BALLACHANDA; KAF, 2008).

3.3.4 Probabilidade do nimero de estimulos

Hall (2006) refere que em geral 20 estimulos raros sdo necessarios para

eliciar as respostas dos PEALL, mais especificamente do P3. Os estimulos devem
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ser apresentados de forma aleatéria, sendo que 15 a 20% dos estimulos
apresentados devem ser raros e de 75 a 80% devem ser frequentes, sendo esses

altimos os que eliciam os componentes P1, N1, P2 e N2.

3.4 Potenciais Evocados Auditivos de Longa Laténcia em recém-nascidos

Os PEALL em recém-nascidos e criangas jovens ndo tem semelhanga com os
potenciais corticais obtidos em adultos. Novak et al. (1989) referem que os
componentes P1, N1, P2 e N2 podem ser visualizados durante o primeiro ano de
vida. Os autores avaliaram a maturacdo dos potenciais corticais utilizando estimulos
de fala em criangas recém-nascidas até os seis meses de idade. Verificaram que o
complexo P2-N2, obtido logo ao nascimento, mudou suas caracteristicas aos trés
meses de idade. O componente N1, o qual foi obtido entre 160 e 200 ms, foi visivel
aos seis meses de idade. Durante os seis meses foi verificado diminuicdo da
laténcia e aumento da amplitude para os componentes P1 e P2, evidenciando a
maturacdo das estruturas centrais.

Courchesne (1990) refere que os componentes P50, N100 e P200
(denominados de acordo com a laténcia) ndo sao facilmente identificados em
criancas com idade inferior a dez anos. Outros estudos referem que em criancas
esses potenciais séo referidos como P100, N250 e P450, sendo sua denominacao
de acordo com o tempo em que surgem (KORPILAHTI; LANG, 1994, CEPONIENE
et al., 2001).

Vaughan e Kurtzberg (1992) referem que os potenciais acima de 200 ms
variam muito mais em amplitude e laténcia quando comparados com 0s mais
precoces. Ressaltam também que a amplitude dos potenciais é proporcional a
magnitude das sinapses.

Pasman et al. (1992) estudaram os potenciais evocados auditivos de 33
neonatos nascidos a termo, com mais de 39 semanas de idade gestacional, 40
prematuros, entre 27 e 34 semanas de gestacdo. Todos os neonatos foram
avaliados quando completaram 40 semanas de idade gestacional e apds trés meses

da primeira avaliagdo. Os potenciais N1, P2 e N2 foram pesquisados nos lactentes
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de 40 a 52 semanas de idade gestacional e o componente P3 nos lactentes de 52
semanas. Verificaram diferengcas na laténcia, amplitude e morfologia dos
componentes entre o grupo de prematuros e a termo. A morfologia dos
componentes foi melhor evidenciada nos lactentes a termo nos dois momentos de
avaliacdo. Sobre a laténcia, aos trés meses de idade 0s prematuros apresentaram
valores superiores, para a maioria dos componentes, quando comparados com 0s

lactentes a termo (tabela 1).

Tabela 1. Valores das laténcias dos PEALL em neonatos a termo e prematuros com
40 semanas de idade gestacional e com trés meses de idade

40 semanas de Trés meses de
idade gestacional idade
Termos Prematuros Termos Prematuros
Média da laténcia Média da laténcia Média da Média da
(ms) (ms) laténcia (ms) laténcia (ms)
N1 140 128 115 119
P2 209 187 174 191
N2 344 347 294 292
P3 Nao analisado Nao analisado 375 389

Fonte: dados publicados por Pasman et al., 1992

Cheour, Leppanen, Kraus (2000) afirmam que a habilidade de discriminacéo
da informacdo acustica ja esta presente a partir do segundo trimestre de vida
intrauterina, sendo que esta capacidade pode ser mensurada por avaliacdes
eletrofisiolégicas no nascimento, inclusive os potenciais corticais. Os autores referem
gue os potenciais evocados podem ser obtidos em neonatos durante o sono ativo,
sendo que a morfologia das ondas € semelhante ao estado de vigilia, tornando o
exame Util, sem qualquer necessidade de resposta da crianca.

Embora a maturacdo das estruturas corticais seja incompleta nos primeiros
anos de vida, as maiores modificacfes em relacdo ao niumero de sinapses, ocorrem
durante os dois primeiros anos de vida, e se estendem até a adolescéncia
(JOHNSON, 2001).

Kushnerenko et al. (2002) afirmam que os PEALL em neonatos apresentam

caracteristicas diferentes quando comparados com individuos adultos, embora ja
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possam ser visualizados logo nos primeiros dias de vida. Os autores avaliaram 0s
PEALL em 15 recém-nascidos a termo dos 2-4 dias até os 12 meses, com intervalos
de trés meses entre as avaliacfes. Os estimulos foram apresentados por meio de
alto-falantes na intensidade de 70 dBNPS. Para realizacdo do exame, 0s recém-
nascidos permaneceram em sono natural e 0s neonatos maiores em vigilia. Nos
recém-nascidos de 2-4 dias observou-se as ondas P150, N250, P350 e N450,
nomeadas de acordo com a laténcia. O estudo mostrou que a amplitude do P150,
N250 e N450 aumentou progressivamente ao longo das avaliacdes. A laténcia do
P150 e N450 diminuiu conforme a maturacdo, e do componente N250 permaneceu
estavel. O P350 mostrou um aumento da amplitude entre o nascimento e o terceiro
més de vida, e um decréscimo entre seis e 12 meses. Os valores de laténcia do
P350 permaneceram estaveis ao longo das avaliacfes. Os autores sugerem que 0s
componentes dos PEALL apresentam diferentes caracteristicas no processo
maturacional.

Ceponiene, Rinne e Naatanen (2002) também afirmam que as caracteristicas
dos PEALL sao diferentes em criancas e adultos. Os autores compararam as
respostas dos potenciais P1 e N2 em criancas de quatro e nove anos de idade com
adultos entre 18 e 39 anos. Os estimulos foram apresentados por alto-falantes,
numa intensidade de aproximadamente 65 dBNPS. Para pesquisa dos componentes
de longa laténcia os participantes foram orientados a ignorar os estimulos, enquanto
eram distraidos por um video. Os pesquisadores relataram que a amplitude do P1 e
N2 foi menor nos adultos quando comparados com as criancas de quatro e nove
anos. As laténcias dos componentes P1 e N2 diminuiram apenas entre a faixa etéria
dos nove anos até a idade adulta. Ndo foram encontradas diferencas entre as
laténcias de P1 e N2 do grupo de quatro a hove anos.

Para Kushnerenko (2003), em neonatos com menos de um més de idade os
componentes predominantes no tracado dos potenciais corticais sdo o P2 e N2,
podendo o componente P1 estar presente em alguns neonatos ao redor de 60 a 80
ms, seguido do componente N1. Os autores avaliaram 15 neonatos desde os
primeiros dias de vida até os 12 meses com intervalos de trés meses entre cada
avaliagdo. Verificaram que os potenciais verificados aos 12 meses ja estavam
presentes ao nascimento. Entre o primeiro e terceiro més a principal mudanca que
evidenciou a maturacao foi o crescimento da amplitude dos componentes P150 e

P350. Dos trés aos seis meses o componente N250 ficou mais robusto. Dos seis aos
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12 meses a maturacéo ficou evidente pela melhora da morfologia dos componentes
N250 e N450, acompanhada pela diminuicdo da amplitude do P350. A laténcia do
P350 diminuiu dos trés aos seis meses e dos seis aos nove meses. Ja a laténcia do
N250 permaneceu estavel entre 230-270 ms, enquanto que a laténcia do N450
diminuiu ao longo do estudo. Ao longo da maturacdo, ocorre uma melhor definicéo
dos picos dos potenciais e aumento da amplitude. Apesar da visualizacdo desses
potenciais, o0s autores referem que no nascimento o0os PEALL séo
predominantemente caracterizados por um pico positivo ao redor de 300ms, seguido
de uma pequena deflexdo entre 450-600ms, os quais sao representados pelos
componentes P2, N2, respectivamente. Contudo, ressaltam que a denominagao
desses potenciais em neonatos pode ndo ser a mesma dos adultos, sendo variavel
na literatura.

Fellman et al. (2004) referiram que os potenciais evocados auditivos podem
ser utilizados precocemente como um indicador do desenvolvimento cognitivo em
prematuros. Para isso, estudaram os PEALL em neonatos prematuros pequenos
para idade gestacional, adequados para idade gestacional e bebés a termo. Os
prematuros foram avaliados com 40 semanas de idade gestacional, aos seis e aos
12 meses de idade corrigida, e os bebés a termo avaliados com dois a quatro dias,
com trés, seis, nove, 12 e 15 meses de idade. Os autores identificaram os
componentes P1 e P3 com laténcias semelhantes no grupo de prematuros avaliados
com 40 semanas de idade pds-concepcional e no grupo dos bebés a termo
avaliados entre 2 a 4 dias de vida, sendo que a laténcia de P1 ficou entre 150 a 250
ms e P3 entre 250 e 350 ms em ambos o0s grupos. J& o componente N250 foi
observado apenas nos bebés a termo e nos prematuros adequados para a idade
gestacional entre seis e nove meses de idade. Os estudiosos compararam os bebés
prematuros com 40 semanas de idade pds-concepcional com os bebés a termo com
2-4 dias e verificaram que o P3 foi similar no grupo dos prematuros e a termo.
Contudo, quando avaliados com trés meses de idade, a amplitude desse
componente foi menor no grupo dos prematuros quando comparados com 0 grupo
controle. Ja as caracteristicas do componente P1 foi similar em ambos 0s grupos
aos trés meses. Os autores referem que a prematuridade associada com auséncia
dos potenciais pode ser um fator de risco para futuras alteragbes cognitivas.

Wunderlich, Cone-Wesson e Shepherd (2006) avaliaram os PEALL com

estimulos de fala e tone burst em 49 criancas, desde os dois dias de vida até os seis
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anos de idade e compararam as respostas com individuos adultos. Os recém-
nascidos permaneceram em sono natural e as criangas maiores e adultos assistindo
um video. Para os recém-nascidos evidenciaram predominantemente o componente
P2 ao redor de 250ms e N2 ao redor de 400 a 500ms. Os autores relataram que as
laténcias dos PEALL s&o relativamente estaveis do nascimento até os seis anos,
sendo que decrescem em individuos adultos por conta da maturacao.
Demonstraram também que os estimulos de fala evocam melhores respostas nos
recém nascidos, ndo sendo tao significativo nas outras faixas etarias.

Ventura, Alvarenga e Filho (2009) estudaram o processo maturacional nos
PEALL N1, P1 e P2 em 56 individuos de ambos os sexos, sendo 46 da faixa etaria
entre trés a 12 anos, e 10 adultos entre 20 e aproximadamente 30 anos de idade.
Verificaram que a maturacdo das estruturas melhorou a morfologia e diminuiu as
laténcias dos componentes N1, P1 e P2. A amplitude do componente P1 diminuiu
com o avanc¢o da idade, e a amplitude dos componentes N1 e P2 nado sofreu
modificacao.

Por conta da escassez de trabalhos com PEALL durante a infancia,
Choudhury e Benasich (2010) estudaram a maturacdo dos PEALL em criancas de
seis a 48 meses de idade, sem e com risco para desenvolvimento de alteracdes de
linguagem. Descreveram o desenvolvimento dos potenciais P1, N1, P2 e N2, os
quais estao relacionados apenas com a percepcao auditiva, e o potencial MMN, o
qual esta relacionado com a discriminacdo. Observaram que 0s potenciais P1, N1,
P2 e N2 estavam presentes aos seis meses, em ambos 0s grupos, com laténcias de
aproximadamente 160, 260, 331 e 450 ms. Os autores verificaram que conforme
ocorre a mielinizacdo e melhora da eficiéncia sinaptica das estruturas centrais, as
laténcias diminuiram e as amplitudes aumentaram dos seis aos 48 meses, em
ambos os grupos. Na comparacao entre os grupos das diferentes faixas etarias, os
autores encontraram diferencas nas respostas dos componentes N2 e MMN no
referente & maturacdo e as habilidades de processamento temporal entre o0s
hemisférios.

A figura 1. llustra um exemplo das respostas dos PEALL na intensidade de 80
dBNA no equipamento Intelligent Hearing Systems (IHS) em um recém-nascido. Os
tracados superiores correspondem ao estimulo raro, o qual ndo foi analisado nesse
estudo, e os inferiores aos estimulos frequentes, os quais eliciaram os componentes

exodgenos (analisados neste estudo).
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Figura 1. Respostas dos PEALL em um recém-nascido da pesquisa na intensidade
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de 80dBNA no equipamento Intelligent Hearing Systems (IHS)
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Autores Idade dos individuos Ondas Laténcias encontradas Posicionamento de Tipo de Intensidade
avaliados pesquisadas # eletrodos estimulo
Pasman et al. (1992) Neonatos a termo e | N1, P2, N2, P3 Termos e prematuros com 40 semanas de IG: N1: 70 dBNPS
prematuros com 40 140ms, P2: 209ms, N2: 344ms; N1:. 128ms, P2:
semanas de idade 187ms, N2: 347 ms, respectivamente. Cz,C4’,C3, A2, A1, Fz
gestacional (IG) e com Termos e prematuros com trés meses:
trés meses N1: 115ms, P2: 174ms, N2: 294ms, P3: 375; N1: *
119ms, P2: 191ms, N2: 292 ms,P3: 389ms,
respectivamente
Kushnerenko et al. | Recém-nascidos a | P150, N250, P350 | P150 (150ms), N250 (250ms), (350ms) e N450 | F3, F4, C3, C4, P3, P4, | Tons de 500, 70 dBNPS
(2002) termo dos 2-4 dias até | e N450 (450ms). A laténcia do P150 e N450 diminuiu | T3,e T4 625 e 750Hz
0s 12 meses conforme a maturacdo, e do componente N250 e
P350 permaneceram estaveis
Kushnerenko (2003) Neonatos desde os | P150, N250, Neonatos recém-nascidos e aos 12 meses | F3, F4, C3, C4, Cz, T3, | Tons de 500, 70 dBNPS
primeiros dias de vida | P350, N450 apresentaram 0s mesmos potenciais: T4, P3, P4 1000 e 1500Hz
até os 12 meses P150 (150ms), N250 (250ms), P350 (350ms) e
N450 (450ms). Contudo o que predomina nos
recém-nascidos é um pico positivo ao redor de
300ms e uma deflexdo entre 450-600ms (poderiam
ser os potenciais P2 e N2 do adulto)
Fellman et al. (2004) Prematuros pequenos | P150, N250, P350 | P150 (150 a 250 ms), N250 (250ms) (observado | F3, F4, C3, C4, P3, P4, | Tons 500 e 70dBNPS
para idade gestacional apenas entre seis e nove meses), P350 (250 a 350 | T3 eT4 750Hz

avaliados em diferentes
faixas etarias (até os
15 meses de idade)

ms) em ambos 0S grupos

Wunderlich, Cone-

Dois dias de vida até

P2, N2

P2 (250ms) e N2 (400 a 500ms) (potenciais estaveis

Estimulos de

400Hz: 75dBNPS

Wesson e Shepherd os seis anos de idade do nascimento aos seis anos). Fz, Cz, Pz, C4, T4, C3, | fala (/bad/)e 3000Hz:
(2006) T3 tone burst (400 | 71dBNPS

e 3000Hz) Fala: 85dBNPS
Choudhury e Criangas de seis a 48 P1, N1, P2 e N2 P1 (160ms), N1(260ms) P2 (331ms) e N2 (450ms) F3, F4, Fc3, Fcz, Fc4, Tons 75 dBNPS

Benasich (2010)

meses de idade sem e
com risco para
desenvolvimento de
alteracBes de
linguagem

presentes a partir dos seis meses, em ambos os
grupos. Diminuigdo das laténcias de acordo com a
maturacao

C3,Cze C4.

complexos com
frequéncias
fundamentais
entre 100 e
300Hz.

Quadro 1 - Alguns estudos de PEALL em neonatos e criangas pequenas

#Potenciais nomeados de acordo com as laténcias; *N&ao informado pelos autores
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3.4.1 Estado do recém-nascido durante o exame

O estado dos neonatos durante o exame (sono ativo ou vigilia) ainda é
questdo de debate na literatura, jA que alguns estudos avaliaram 0s neonatos
durante o sono ativo, outros com as criangas acordadas, e outros nas duas formas.
Porém, autores como Kushnerenko (2003) referem néo existir diferencas no tracado
dos componentes dos potenciais corticais nas duas formas de avaliacao.

O sono ativo faz parte do sono REM, e é definido como o estado em que o
neonato estd de olhos fechados, com respiracdo irregular e sem movimentos
grosseiros. Este estado de sono pode ser identificado com observacdo do
comportamento do neonato (KHAN; RAYA; NUNES, 2009).

3.5 Metabolismo oxidativo

O teste de micronucleos (MN) foi descrito pela primeira vez em 1973 por
Heddle, em células da medula éssea de camundongos. Em 1976, Countryman e
Heddle mostraram a possibilidade de se medir os danos cromossémicos através dos
linfécitos do sangue periférico humano.

Freman e Crapo (1982) referiram que as rea¢c0Oes de oxidacdo desempenham
um importante papel nos processos bioldgicos do nosso organismo, mas podem ser
lesivas as células, rompendo com a membrana lipoprotéica das células, destruindo
as funcbes enzimaticas celulares e alterando o DNA, levando a morte celular.

Os micronucleos sao fragmentos de cromossomos Ou Cromossomos inteiros
visiveis no citoplasma das células, que por ndo se ligaram as fibras do fuso no
processo de divisdo celular, acabam ndo sendo incluidas no nucleo das células
filhas (Heddle et al.; 1983) (figura 2).
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Figura 2. Formacg&o de micronucleos.

Fonte: Fenech et al. (1999)

Cross et al. (1987) afirmam que cerca de 95% do oxigénio do nosso
organismo é consumido pelas mitocéndrias das células, a fim de gerar energia e
adgua. Os restantes 5% sdo metabolizados como espécies reativas de oxigénio,
chamados de radical superoxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila.

Heffner e Repine (1989) relatam que o organismo possui um sistema de
defesa antioxidante composto por enzimas como o superéxido, dismutase, catalase
e glutationa peroxidade, e um sistema ndo-enzimatico, sendo composto por
vitaminas E, C, acido urico e bilirrubina.

Para Friel et al. (1993) os prematuros podem apresentar maior
susceptibilidade dos microndcleos ao estresse oxidativo, devido a imaturidade do
sistema antioxidante ocasionado pela curta gestacéo

Ferreira e Matsubara (1997) definem radical livre como um atomo ou molécula
altamente reativa e que possui nimero impar de elétrons em sua Ultima camada
eletrbnica, sendo que o ndo emparelhamento de elétrons na ultima camada é o que
confere alta reatividade a esses atomos ou moléculas.

Yoshie (1997) refere que em adultos e criancas saudaveis o namero de

micronucleos é praticamente zero. Contudo, alguns fatores, considerados toxicos
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para as células, como os medicamentos, podem aumentar o numero de
micronucleos.

Para Fenech (1998) o teste de micronucleos permite identificar eventual
aumento na frequéncia de mutacdo em células que sdo expostas a agentes
genotoxicos, sendo capaz de expressar 0os danos citogenéticocos, ou seja, referente
ao material genético, DNA, da célula.

Bianchi e Antunes (1999) destacam que além das espécies reativas serem
formadas por mecanismos enddgenos, fatores exdégenos como 0zonio, radiacdes
gama e ultra-violeta, os medicamentos, tabagismo, alimentagdo, entre outros,
também contribuem para o desencadeamento de estresse oxidativo.

O estudo dos MN tem sido utilizado ndo apenas para verificar dano no DNA,
mas também para verificar o potencial genotoxico de algumas substancias. Em
organismos saudaveis a quantidade de células com micronucleos varia de 1 a 3 em
cada 1000 ceélulas. A idade e género sdo as principais variaveis que afetam os
micronucleos, e em geral a quantidade de micronucleos é maior nas mulheres
guando comparadas com os homens (Fenech et al., 1999).

Polidori, Caro e Massi (2000) referem que os radicais livres sdo importantes
para 0 organismo, pois eles agem como um sistema de defesa, quando, por
exemplo, as células sdo agredidas por algum agente estressor e acabam produzindo
radicais livres para combater estes agentes.

Garaj-Vrhova e Zeljezic (2002) relatam que o teste de MN apresenta algumas
vantagens quando comparados com outros testes citogenéticos, tais como baixo
custo, rapidez de andlise para triagem, é capaz de avaliar as diferentes fases de
danos causados por drogas e apresenta reprodutibilidade satisfatéria.

Scandalios et al. (2005) afirmam que as EROs sdo produzidas em todos
organismos aerébicos, e existem nas células em equilibrio com o sistema
antioxidante. Quando esse equilibrio é interrompido, desencadeia-se 0 estresse
oxidativo, devido a deplecdo de antioxidantes ou ao acumulo de EROs, levando ao
dano celular e ocasionando disfuncéo fisiolégica e morte das células. Os autores
acrescentam que 0 sistema enzimatico antioxidante protege 0 organismo contra
radicais superoxido e peroxido de hidrogénio, convertendo-os em espécies menos
reativas.

Para Barreiros, David e David (2006) a oxidagao faz parte do metabolismo de

seres aerobicos, sendo que os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por
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alguma disfuncdo biolégica. Esses radicais livres, sdo denominados EROs, ja que o
elétron desemparelhado encontra-se centrado nesses atomos. O excesso de
radicais livres é combatido pelo sistema antioxidante, sendo composto por enzimas
ou por moléculas, as quais sao produzidas pelo organismo ou absorvido pela dieta.
Segundos os autores, antioxidante é uma substancia capaz de diminuir ou inibir a
oxidagdo mesmo presente em baixas concentragdes em rela¢cdo ao seu substrato.

Kern (2006) refere que as duas principais técnicas de analise dos MN sdo por
meio dos linfocitos sanguineos ou por meio de células epiteliais descamadas. As
células epiteliais possuem um grande potencial para biomonitoramento de humanos
expostas a agentes genotdxicos, ja que sua coleta € extremamente facil. A mucosa
epitelial da boca, nariz e da bexiga sdo exemplos de regides em que as células
podem ser coletadas. A coleta é realizada de forma nédo-invasiva com o auxilio de
uma pequena escova de cerdas macias (cytobrush), que é levemente friccionada na
regido da coleta.

Para Margarita et al (2006) o teste de micronucleos detecta danos no DNA,
gue em algumas patologias aumentam o numero de eritrocitos micronucleados
devido a producé@o de radicais livres. Os autores compararam a quantidade de
microndcleos de recém-nascidos prematuros cujas maes tiveram alguma doenca
gestacional com recém-nascidos de mées sem intercorréncias durante a gestacao.
Os resultados mostraram que a quantidade de microndcleos foi maior nos
prematuros de mées com alguma doenca gestacional. Os autores referem que esse
aumento esta relacionado com o estresse oxidativo causado pelas doencas.

Para Vasconcelos et al. (2007) o estresse oxidativo causa desequilibrio entre
o sistema pro e antioxidante. O dano as células resulta do ataque das EROs sobre
as macromoléculas, tais como acucares, DNA, proteinas e lipideos.

Para Csiszar et al. (2009), as células do corpo humano dependem de um
fornecimento adequado de oxigénio e nutrientes para manterem sua funcao, tendo
como consequéncia a producdo de energia para que O organismo execute suas
atividades metabdlicas. A cadeia respiratoria mitocondrial € responsavel por essa
producédo de energia. Contudo, cerca de 5% do oxigénio que é inspirado ao invés de
ser utilizado na producao de energia, gera espécies ativas de oxigénio, os chamados
radicais livres. Essas moléculas séo reativas com outras moléculas e podem causar

diversos danos fisiolégicos e doengas caso ndo sejam controladas.
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O teste de micronucleos pode identificar danos no DNA das células, podendo
ser um aviso precoce de possiveis problemas futuros de saide (CORREA et al.,
2009).

Em recém-nascidos e criancas pequenas o teste de MN também pode ser
empregado como uma técnica de avaliacdo de danos genotoxicos, devido a sua
confiabilidade. Alguns fatores como exposicdo ao tabaco, radiagdo ionica,
guimioterapia e radioterapia aumentam a taxa de MN (HOLLAND et al., 2011).

Na analise das células, podemos encontrar alteracfes distintas, como 0s
micronucleos, as células binucleadas, as pontes nucleoplasmaticas e os buds
nucleares (PALAZZO; MALUF, 2011).

3.5.1 Células com micronucleos

Alguns critérios para andlise dos micronucleos devem ser seguidos, tais
como: o didametro geralmente varia entre 1/16 e 1/3 do ndcleo principal, tem formato
oval ou redondo, ndo apresentam conexdo com o nucleo principal, podem estar ao
lado do nucleo principal, sem haver sobreposicao, a coloracdo é igual a do nucleo
principal (FENECH, 2000).

Os micronucleos séo formados a partir de fragmentos de cromossomos ou de
cromossomos inteiros que foram perdidos durante a anafase da divisao celular. Séo
formados por falhas no fuso acromatico, por danos nas subestruturas
cromossOmicas, por alteracbes na fisiologia celular e alteracbes mecéanicas
(PALAZZO; MALUF, 2011).

3.5.2 Células binucleadas

De acordo com Fenech et al. (1999) para se considerar uma célula binucleada
os dois nucleos devem estar situados no mesmo limite do citoplasma, as
membranas nucleares devem estar intactas, o tamanho dos nucleos devem ser

semelhantes, a coloragcédo dos nucleos deve ser igual, e os dois nucleos podem estar
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em contato, devendo ser considerada apenas se o limite de cada nucleo for

distinguivel.

3.5.3 Pontes nucleoplasmaticas

Devem ser consideradas quando: for de espessura fina, ndo devendo
ultrapassar a espessura de ¥4 do didametro do nucleo e devem apresentar a mesma
coloragdo do nucleo da célula (FENECH et al., 1999). Uma célula binucleada, com
pontes nucleoplasmaticas também pode apresentar microndcleos (FENECH, 2000).

As pontes nucleoplasmaticas ocorrem quando o0s centrbmeros de
cromossomos, cromatides ou anéis dicéntricos sdo tracionados para os polos
opostos da célula durante a divisdo celular (PALAZZO; MALUF, 2011).

3.5.4 Buds nucleares

Os buds apresentam os mesmos critérios de analise dos micronucleos,
contudo sdo conectados ao nucleo por uma conexdo nucleoplasmatica (FENECH et
al., 1999).

Os buds sédo morfologicamente similares aos micronucleos, porém a conexao
nucleoplasmatica se liga ao nucleo, podendo ser espessa ou fina. Podem ser
observados em células normais, contudo sdo mais raros do que os micronucleos
(PALAZZO; MALUF, 2011).

3.6 Metabolismo oxidativo em recém-nascidos a termo e prematuros

Frank e Groseclosed (1984) relatam que o recém-nascido prematuro, além de

estar exposto a maior producédo de radicais livres, ndo apresenta seu sistema de
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defesa antioxidante totalmente desenvolvido no nascimento. Em estudos com
animais, os autores observaram um aumento progressivo na atividade das enzimas
antioxidantes no final da gestacao, e relataram que o nascimento prematuro pode
provocar falhas na formacao do sistema antioxidante.

Sullivan e Newton (1988) avaliaram a atividade antioxidante de recém-
nascidos a termo e prematuros. Observaram baixa concentracdo de antioxidantes
em recém-nascidos, principalmente nos prematuros.

Para Schlenzig et al. (1993) o estresse oxidativo atua como mecanismo
patogénico em diversas doencas no periodo neonatal, como asfixia perinatal,
displasia broncopulmonar, retinopatia da prematuridade, enterite necrosante,
hemorragia intracraniana, hipertensao arterial, entre outras.

Rodrigues (1998) atenta para o uso de oxigénio no periodo neonatal, que
embora seja necessario para sobrevivéncia de alguns neonatos, pode ser
potencialmente téxico para diversos tecidos e 6rgdos do organismo. Nesses casos 0
organismo do neonato precisa desenvolver o sistema antioxidante para combater a
citotoxicidade do uso de oxigénio. O autor sugere também que a deficiéncia
enzimatica nos primeiros dias de vida pode estar envolvida na destruicdo dos
eritrocitos.

Para Ortiz (2000) a formagé&o de estresse oxidativo esta envolvida na agédo de
muitos medicamentos, causando quebras no DNA e, consequentemente aumento
dos micronucleos.

Robles, Palomino e Robles (2001) afirmam que o nascimento ocasiona um
estresse oxidativo que resulta em reducdo da capacidade antioxidante, levando a
um aumento da producédo de radicais livres. Os recém-nascidos a termo possuem
um sistema antioxidante capaz de resistir ao estresse fisioldgico. Contudo, 0s recém-
nascidos pré-temo sao vulneraveis as condi¢cdes de estresse oxidativo, jA que as
concentracdes antioxidantes s6 estdo adequadas no final da gestacdo. Além disso, o
uso terapéutico de oxigénio contribui para o aumento dos radicais livres. Os autores
estudaram o estado de oxidacdo de dez recém-nascidos prematuros e dez a termo,
no momento do nascimento e durante os primeiros dias de vida. Verificaram que ao
nascimento os marcadores de estresse oxidativo estavam elevados em todos os
recém-nascidos, e que o sistema de defesa antioxidante era menor nos neonatos
prematuros quando comparados com os a termo. Os estudiosos relatam também

que o nivel de estresse oxidativo é maior conforme diminui a idade gestacional.
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Zufiga-Gonzalez (2001) afirmam que em recém-nascidos o sistema reticulo
endotelial remove os eritrocitos micronucleados livres na circulagdo. Porém, nos
prematuros esse sistema ndo € tdo eficiente, o que acarreta aumento de
micronucleos.

Gomes, Sauders e Accioly (2005) relatam que o préprio nascimento ocasiona
um estresse oxidativo fisiolégico, j& que ocorre a transi¢cdo do recém-nascido de um
ambiente intrauterino, pobre em oxigénio, para o extrauterino, rico em oxigénio.
Naturalmente, ocorre um aumento da producdo de EROs e um desequilibrio no
sistema antioxidante.

Tsopmo e Friel (2007) também relatam que os prematuros sdo vulneraveis a
diversas doencas no periodo neonatal. Muitos prematuros, com hipoxia neonatal,
necessitam de uso de oxigénio, por conta da imaturidade pulmonar e, devido ao
nivel elevado de oxigénio no organismo, acabam produzindo espécies reativas de
oxigénio, que podem provocar alteracdes celulares como, por exemplo, no DNA. O
estresse oxidativo também pode comprometer o desenvolvimento cerebral,
principalmente nos prematuros de baixo peso. Portanto, os prematuros sao
susceptiveis a doencas provocadas pelo elevado nivel e estresse oxidativo.

Aycicek et al. (2008) referem que quantidades excessivas de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio podem provocar quebras no DNA das células. Os
autores avaliaram 65 recém-nascidos, de 38 a 41 semanas de idade gestacional,
entre o terceiro e o décimo dia de vida. Dos recém-nascidos, 23 foram expostos a
fototerapia intensiva, 23 a fototerapia convencional por pelo menos 48 horas e 19
fizem parte do grupo controle. A fototerapia convencional consistia de seis lampadas
fluorescentes brancas posicionadas 40 cm acima do recém-nascido, e a fototerapia
intensiva consistia de 12 lampadas fluorescentes azuis posicionadas 20 cm acima e
abaixo do recém-nascido. Verificaram que os danos no DNA e os niveis de estresse
oxidativo foram significativamente maiores no grupo de recém-nascidos expostos a
fototerapia intensiva e convencional quando comparados com o grupo controle.

Negi et al. (2011) referem que o dano nas células ocasionados pelo estresse
oxidativo elevado pode provocar inumeras doencas. Os autores estudaram o
estresse oxidativo de 55 prematuros com idade gestacional inferior a 37 semanas e
24 recém-nascidos a termo com idade gestacional maior que 37 semanas. O sangue

foi coletado do corddo umbilical dos recém-nascidos. O estudo demonstrou niveis
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elevados de estresse oxidativo e danos no DNA em recém-nascidos prematuros e
de baixo peso quando comparados ao grupo controle.

Dessa forma, o biomonitoramento de populacfes consideradas de risco para
alteracdes celulares torna-se importante para predizer sobre possiveis problemas de

saude.
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4 METODOLOGIA GERAL

4.1 Delineamento da pesquisa

Estudo transversal, prospectivo, contemporaneo e comparativo.

4.2 Considerac0Oes éticas

As avaliacbes deste projeto foram realizadas no Ambulatério de
Eletrofisiologia da Audicdo do Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM) e no
Laboratorio de Biogendmica do Departamento de Morfologia da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), com autorizagao prévia dos locais.

Participaram deste estudo somente os bebés, cujos pais ou responsaveis,
apos receberem informacdes sobre os objetivos e a metodologia da pesquisa,
concordaram com o0s procedimentos a serem realizados e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A).

Os dados de identificacdo foram sigilosos. Este projeto so foi executado apoés
autorizacdo formal da Direcdo de Ensino, Pesquisa e Extensdo do Hospital
Universitario de Santa Maria (DEPE/HUSM) e registro e aprovacdo no Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da UFSM sob 0 05704712.8.0000.5346 (ANEXO 1).

4.3 Amostra

Participaram do estudo recém-nascidos a termo e prematuros, de ambos 0s
géneros, que comparecerem ao HUSM para realizacdo da Triagem Auditiva
Neonatal (TAN) durante o primeiro més de vida. Foram considerados prematuros os
bebés com idade gestacional abaixo 37 semanas, segundo a classificacdo da Word

Health Organization (1974). Os neonatos foram divididos em grupocontrole (GC) e



44

grupo estudo (GE), sendo constituidos por recém-nascidos a termo e prematuros,
respectivamente. A amostra foi constituida por 15 individuos em cada grupo para
avaliacdo do metabolismo oxidativo, e 15 recém-nascidos a termo e 10 prematuros
para avaliacdo dos PEALL. A diferenca do arranjo amostral para a pesquisa dos
PEALL explica-se pelo fato de ter ocorrido interferéncia elétrica na realizacéo de

alguns exames, por isso alguns neonatos tiveram de ser excluidos da pesquisa.

4.4 Critérios de inclusao

e GC: recém-nascidos, com 37 semanas ou mais de idade gestacional, sem
indicadores de risco para perda auditiva, com presenca de emissdes
otoacusticas transientes (EOAT) e reflexo cocleo-palpebral (RCP) na ocasiao

da TAN, cujos pais autorizaram a participacao na pesquisa.

e GE: recém-nascidos abaixo de 37 semanas de idade gestacional, sem e com
indicadores de risco para perda auditiva, com presenca de EOAT na ocasiao

da TAN, com RCP, cujos pais autorizaram a participacdo na pesquisa.

4.5 Critérios de excluséo

Foram excluidos do estudo os recém-nascidos com alteracdes neuroldgicas
evidentes, com auséncia de RCP e com mais de um més de idade e com auséncia
de EOAT.
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4.6 Procedimentos

Inicialmente, os recém-nascidos de ambos os grupos foram submetidos a
TAN, sendo pesquisadas as EOAT, o RCP e os indicadores de risco para perda
auditiva, segundo o Joint Committee on InfantHearing (JCIH, 2007). Em outro
momento, foram pesquisados PEALL e o metabolismo oxidativo por meio do teste
de micronucleos. Ressalta-se que a pesquisa das EOAT teve por objetivo garantir
que os recém-nascidos ndo apresentassem perda auditiva coclear. A pesquisa dos
PEALL foi realizada pela autora do estudo. Sobre o Teste de Microndcleos, a coleta
do material celular foi realizada pela pesquisadora, a preparacdo do material por um
profissional especializado do Laboratério de Biogenémica e a analise microscopica
do material pela autora da pesquisa e profissionais especializados do referido
laboratario.

4.6.1 Triagem Auditiva Neonatal

As EOAT foram pesquisadas em ambas as orelhas com estimulo click néo-
linear, janela de 20 ms, nas frequéncias de 1000, 1500, 2000, 3000 e 4000 Hz, com
intensidade de aproximadamente 80 dBNPS. As EOAT foram consideradas
presentes quando a relacdo sinal/ruido for maior ou igual a 3 dB para a frequéncia
de 1000Hz e 6 dB para as demais frequéncias, em pelo menos trés das cinco
frequéncias pesquisadas. O registro das EOAET foi realizado em local silencioso
com o equipamento Intelligent Hearing Systems (IHS), médulo SmartTrOAE.

O RCP foi pesquisado por meio do instrumento agogd, campéanula grande,
numa intensidade de aproximadamente 90 dBNPS.

A informacéo sobre os indicadores de risco para perda auditiva (JCIH, 2007)

foi obtida por meio da anamnese com 0s responsaveis pelos recém-nascidos.
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4.6.2 Potencial Evocado Auditivo de Longa Laténcia

Para pesquisa dos PEALL foi utilizado o equipamento IHS, médulo SmartEP,
de dois canais.

Para a avaliacao eletrofisiolégica os bebés permaneceram em sono natural no
colo do responsavel. Nao foi possivel avaliar os recém-nascidos em vigilia, pois a
movimentagdo dos mesmos alterava a estabilidade elétrica do exame e a
confiabilidade das respostas.

Apoés a limpeza da pele com pasta abrasiva, os eletrodos foram fixados com
pasta condutiva eletrolitica e esparadrapo, sendo o eletrodo ativo colocado na fronte
(Fz), o terra (Fpz) na fronte, e os de referéncia na mastéide esquerda (M1) e
mastoide direita (M2). A impedéancia individual dos eletrodos foi igual a 1Kohm para
todas as avaliacOes.

Os PEALL foram pesquisados de forma binaural, por meio de fones de
insercdo, com estimulo de fala frequente /ba/ e raro /ga/, de polaridade rarefeita,
envelope trapezoidal, raise/fall de 10000 usec, duracdo de 50000 usec, na
intensidade de 80 dBNA. Os estimulos frequentes totalizaram 80% (cerca de 120
estimulos) das apresentacdes e os raros 20% (cerca de 30 estimulos). Os estimulos
foram apresentados de forma randomizada. A taxa de apresentacdo foi de um
estimulo por segundo, estando dentro da faixa recomendada por McPherson,
Ballachanda e Kaf (2008) e o intervalo entre os estimulos também foi de um
segundo, conforme Polich (1991).

Para garantir a confiabilidade dos exames, foi realizada a replicacdo do
tracado.

Como resultados da avaliagdo dos PEALL foram consideradas a presenca ou
auséncia dos componentes, P1, N1, P2 e N2 no tracado correspondente aos

estimulos frequentes (silaba /ba/), assim como a laténcia dos mesmos.
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4.6.3 Teste de Micronucleos

Para este teste foram coletadas células epiteliais da mucosa oral, por meio do
esfregaco da mucosa oral, com uma espéatula de madeira. A espéatula contendo
material celular foi colocada em um tubo de ensaio cbnico, contendo de 2 ml de
Solucéo Fisiologica 0,9%NacCl (cloreto de sddio) resfriada a 6°C.

Em seguida, os tubos de ensaio foram levados ao laboratoério de Biogenémica
e centrifugados por 10 minutos a 1000 (rotagbes por minuto). Para lavagem das
células, a solucéo fisiolégica foi trocada, cuidando para que ndo fossem retiradas as
células contidas no fundo do tubo de ensaio. A solucdo foi homogeneizada com as
células, utilizando pipeta Pasteur e centrifugada novamente. O procedimento de
lavagem das células/centrifugacdo foi repetido duas vezes. Em seguida, foi
acrescentado 1ml de solucado fisioldgica, homogeneizado e distribuido em duas
laminas (500uL em cada), pois foram confeccionadas em duplicata para cada
individuo da amostra. As laminas secaram em temperatura ambiente. Depois, foi
realizada a coloracdo das mesmas, utilizando o Kit Pandtico de Coloracdo da marca
Laborclin®.

ApoOs seco, o material foi observado em microscépio Optico binocular da
marca Olympus®, modelo CX40, com magnificagdo de 400x para contagem dos
micronucleos presentes e posterior analise dos dados. Foram contadas 1000 células
(500 por lamina) e os células classificadas em: normais, com micronucleos,

binucleadas, com Buds ou com pontes citoplasmaticas.

4.6.4 Andlise estatistica

Apoés o levantamento dos dados os resultados foram dispostos em planilhas,
utilizando o programa Microsoft Excel para posterior analise e comparagdao. O
tratamento estatistico foi realizado por um profissional da area, sendo considerados

resultados significantes quando p<0,05, com intervalo de confianca de 95%.
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Para a andlise do Teste de Micronucleos entre os grupos foram utilizados os
seguintes testes: Teste t-Student para grupo independentes assumindo igualdade e
heterogeneidade de variancias; Teste Exato de Fisher por simulacdo Monte Carlo; e
teste de Mann Whitney.

Para analise dos PEALL foram utilizados os testes t-Student, Wilcoxon e de
Mann Whitney.

A andlise estatistica foi feita com o programa Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) verséo 17.0 para Windows.
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5 ARTIGO 1 )
GENOTOXICIDADE POR MEIO DO TESTE DE MICRONUCLEOS EM
RECEM-NASCIDOS A TERMO E PREMATUROS

Resumo:

Introducdo: Os recém-nascidos prematuros sao considerados de risco para o
desenvolvimento de diversas doencas no periodo neonatal. O teste de Micronucleos
permite a identificagdo de alteragdes celulares e pode ser utilizado como uma
técnica de biomonitoramento para essa populacdo. Objetivo: Avaliar a
genotoxicidade por meio do teste de micronucleos em recém-nascidos prematuros e
a termo. Material e Método: Foram avaliados 30 recém-nascidos durante o primeiro
més de vida, sendo 15 prematuros e 15 a termo. Foram considerados prematuros os
bebés com idade gestacional abaixo de 37 semanas, segundo a classificacdo da
Word Health Organization (1974). Foram coletadas células epiteliais da mucosa oral.
O material celular foi colocada em um tubo de ensaio, contendo de 2 ml de Solucéo
Fisioldgica 0,9%NacCl (cloreto de sédio) resfriada a 6°C.Os tubos de ensaio foram
centrifugados por 10 minutos a 1000 RPM (rotagcbes por minuto). Foi acrescentado
1ml de solucéo fixadora metanol:acido acético (3:1), centrifugado novamente e o
pellet de células foi homogeneizado e distribuido em duas laminas. Foram contadas
1000 células para cada lamina. Resultados: Foi evidenciado diferenca
estatisticamente significante para a andlise dos micronuicleos entre os grupos, sendo
gque a quantidade de micronucleos foi maior nos prematuros. Para as células
binucleadas, Buds e pontes nucleoplasmaticas nao houve diferenca entre 0s grupos.
A andlise de correlagdo entre o total de células normais e alteradas intra-grupos
mostrou significancia estatisticamente significante em ambos os grupos, sendo que
o total de células normais foi muito maior quando comparado com o total de células
alteradas. Na comparacao entre os grupos foi detectada diferenca estatisticamente
significante, o grupo de prematuros apresentou um numero maior de células
alteradas. Concluséao: Os recém-nascidos prematuros apresentaram um indice

maior de danos genotoxicos.

Palavras-chaves: Micronucleos. Prematuridade. Recém-nascidos.
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ARTCLE 1
GENOTOXICITY THROUGH MICRONUCLEUS ESSAY IN TERM AND
PREMATURE INFANTS

Abstract:

Introduction: Being a premature infant is considered a risk to the development of
several diseases during the neonatal period. The micronucleus essay allows the
identification of cellular alterations and it may be used as a biomonitoring technique
for this population. Purpose: To evaluate genotoxicity through the micronucleus test
in term and premature infants. Material and Methods: Thirty newborn infants were
evaluated during their first month of life, 15 premature and 15 term infants. The
infants were considered as term when the gestational age was lower than 37 weeks,
according to the classification by the World Health Organization (1974). Epithelial
cells of the mouth mucosa were collected. The cellular material was placed in a test
tube with 2 ml of isotonic saline solution 0.9% NaCl (sodium chlorite) cooled to 6°C.
The test tubes were centrifuged for ten minutes, 1000 RPM (rotations per minute). It
was added 1 ml of fixative solution methanol: acetic acid (3:1), centrifuged again and
the cells pellet was homogenized and distributed in two blades. It was counted 1000
cells for each blade. Results: It was evidenced statistically significant difference for
the micronucleus analysis between the groups. The micronucleus amount was higher
in premature infants. For the binucleated cells, Buds and nucleoplasmic bridges there
was no difference between the groups. The correlation analysis between the total of
normal and altered cells between the groups demonstrated statistically significant
difference in both groups. The total of normal cells was higher when compared with
the total of altered cells. In the comparison between the groups, it was detected
statistically significant difference and the group of premature infants presented higher
number of altered cells. Conclusion: The premature infants presented higher index
of genotoxic damage.

Keywords: Micronucleus. Prematurity. Newborn.
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INTRODUCAO

Os progressos na area da neonatologia contribuiram para a sobrevida de
recém-nascidos prematuros, diminuindo o indice de mortalidade dessa populacéao.
Apesar disso, esses recém-nascidos sdo considerados de risco para alteracdes no
decorrer do desenvolvimento.

O estudo dos radicais livres tem despertado grande interesse nas ultimas
décadas pelo papel desempenhado por essas moléculas em varias situacdes
clinicas (ANDRADE JUNIOR et al., 2005), incluindo a prematuridade.

Os radicais livres sdo moléculas que apresentam elétrons ndo pareados em
sua Orbita externa, capazes de transformar outras moléculas com as quais se
encontram, como proteinas, carboidratos, lipideos e o &cido desoxirribonucleico,
sendo responsaveis pelas reacdes de estresse oxidativo e, consequentemente de
danos celulares. Este processo de dano celular ocasionado pelo estresse oxidativo
também pode ser definido como genotoxicidade.

Como forma de combater os radicais livres, 0 organismo possui um sistema
antioxidante, sendo classificado em enzimatico e ndo-enzimatico. O enzimatico &
representado, principalmente, pelas enzimas antioxidantes superdxido dismutase
(SOD), a catalase e a glutationa peroxidase (GPx). O sistema antioxidante nao
enzimatico é formado por muitas substancias, com destaque para a glutationa
(GSH), tocoferdis, ascorbato, acido urico e B-caroteno (VASCONCELOS et al.,
2007).

O nascimento ocasiona um estresse oxidativo que resulta em reducédo da
capacidade antioxidante. Os recém-nascidos a termo possuem um sistema
antioxidante capaz de resistir ao estresse fisioldgico. Contudo, os recém-nascidos
prematuros sdo vulneraveis as condicbes de estresse oxidativo, ja que as
concentracdes antioxidantes s6 estdo adequadas no final da gestacao (PALOMINO;
ROBLES, 2001).

Scancalios (2005) afirmam que as espécies reativas de oxigénio (EROs) sao
produzidas em todos 0s organismos aerobicos, e existem nas células em equilibrio
com o sistema antioxidante. Quando esse equilibrio € interrompido, desencadeia-se
0 estresse oxidativo, devido a deplecdo de antioxidantes ou ao acumulo de EROs,

levando ao dano celular e ocasionando disfuncéo fisiolégica.
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Por conta do aumento dos niveis de estresse oxidativo, 0s prematuros sao
suscetiveis a diversas doencas no periodo neonatal (NEGI et al.,, 2011). Fatores
adicionais como uso de oxigénio e medicacdo aumentam ainda mais as espécies
reativas de oxigénio, podendo provocar alteracdes celulares como quebras no DNA
(TSOPMO; FRIEL, 2007; AYCECEK et al., 2008).

O teste de micronucleos permite avaliar o dano celular, a nivel nuclear, que
em situacbes especificas, como no caso da prematuridade, infere de maneira
indireta sobre os niveis de estresse oxidativo, jA que niveis elevados aumentam o
namero de alteracdes celulares (MARGARITA et al., 2006, CORREA et al., 2009).
Portanto, as alteragdes celulares encontradas através deste teste podem predizer
sobre possiveis problemas de salde em neonatos e lactentes (CORREA et al.,
2009), tais como como asfixia perinatal, displasia broncopulmonar, retinopatia da
prematuridade, enterite necrosante, hemorragia intracraniana, hipertensédo arterial,
entre outras (SCHLENZIG et al.,1993).

Na andlise das células, por meio do teste de micronucleos, podemos
encontrar alteracdes distintas além dos micronucleos propriamente ditos, tais como
as células binucleadas, pontes nucleoplasmaticas e os Buds nucleares (PALAZZO;
MALUF, 2011).

Com base no exposto, e pela necessidade de biomonitoramento dessa
populacdo, a qual € considerada de risco para determinadas doencas no periodo
neonatal, o objetivo desse trabalho foi avaliar a genotoxicidade por meio do teste de

microndcleos em recém-nascidos prematuros e a termo.
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METODOLOGIA

Esta pesquisa esta vinculada ao projeto intitulado “Metabolismo oxidativo e
maturagédo das vias auditivas em prematuros” registrado no Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Santa Maria sob o0 numero
05704712.8.0000.5346.

Trata-se de um estudo transversal, prospectivo, contemporaneo e
comparativo.

As avaliacdes deste estudo foram realizadas no Ambulatério de
Fonoaudiologia do Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM) e no Laboratorio
de Biogen6émica do Departamento de Morfologia da universidade.

Participaram desta pesquisa somente os bebés, cujos pais ou responsaveis,
apos receberem informacdes sobre os objetivos e a metodologia da pesquisa,
concordaram com o0s procedimentos a serem realizados e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Fizeram parte da amostra 30 recém-nascidos, sendo 15 a termo e 15
prematuros, de ambos os géneros, que compareceram ao HUSM para realizagéo da
Triagem Auditiva Neonatal (TAN) durante o primeiro més de vida. Foram
considerados prematuros os bebés com idade gestacional abaixo 37 semanas,
segundo a classificacdo da Word Health Organization (1974).

Para o teste de micronucleos foram coletadas células epiteliais da mucosa
oral, por meio do esfregaco da mucosa oral, com uma escova cytobrush ou swab. A
escova de coleta contendo material celular foi colocada em um tubo de ensaio
cbnico de 15mL, tipo Falcon, contendo de 2 ml de Solucéo Fisiol6gica 0,9%NacCl
(cloreto de sédio) resfriada a 6°C.

Em seguida, os tubos de ensaio foram centrifugados por 10 minutos a 1000
RPM (rotacBes por minuto). Para lavagem das células, a solucao fisiologica foi
trocada, cuidando para néo retirar o pellet de células contidas no fundo do tubo. A
solucdo foi homogeneizada com as células, utilizando pipeta Pasteur e centrifugada
novamente. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e foi acrescentado 1ml de
solucéo fixadora metanol: 4cido acético (3:1), realizando nova centrifugacdo a 1000
RPM durante 2 minutos. Removeu-se 0 sobrenadante e o pellet celular foi

homogeneizado e depositado em duas laminas limpas e previamente identificadas,
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pois foram confeccionadas em duplicata para cada individuo da amostra. As laminas
secaram em temperatura ambiente. Depois, foi realizada a coloracdo das mesmas,
utilizando o Kit Panético de Coloracdo da marca Laborclin®.

Apés secagem, o material foi analisado em microscopio 6ptico binocular da
marca Olympus®, modelo CX40, com magnificagdo de 400x para contagem das
possiveis alteracdes presentes e posterior andlise dos dados. Foram contadas 1000
células para cada lamina. As células foram classificadas em normais, com presenca
de microndcleos, binucleadas, com pontes nucleoplasméaticas ou com buds
nucleares.

Os dados foram dispostos em planilhas, utilizando o programa Microsoft Excel
e analisados estatisticamente, sendo considerados resultados significantes quando
p<0,05, com intervalo de confianca de 95%.

Os testes estatisticos utilizados para as analises entre os grupos foram: Teste
t-Student para grupo independentes assumindo igualdade e heterogeneidade de
variancias; Teste Exato de Fisher por simulacdo Monte Carlo; e teste de Mann
Whitney.
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RESULTADOS

A média de idade gestacional para os recém-nascidos prematuros foi de 33
semanas, enquanto que para os recém-nascidos a termo foi de 39 semanas.

Para a andlise referente aos microndcleos entre o grupo de prematuros e a
termo, foi evidenciada diferenca estatisticamente significante (p=0,011), j& que a
mediana no grupo de prematuros (Mediana: 16; 1°-3° quartil: 9-26) mostrou-se mais
elevada quando comparada com o grupo a termo (Mediana: 7; 1°-3° quartil: 5 — 9).

No que se refere as células binucleadas, as variagbes observadas entre as
médias dos grupos prematuro (6,27 + 4,6) e a termo (5,67 + 3,49) ndo se mostraram
relevantes o suficiente para serem definidas como significativas.

Na comparacdo entre o nimero de Buds e de pontes entre oS grupos,
também nado houve diferenca estatisticamente significante.

A analise de correlagcdo entre o total de células normais e alteradas intra-
grupos mostrou significancia estatistica, tanto no grupo controle quanto no grupo
estudo, ou seja, o total de células normais foi muito maior quando comparado com o

total de células alteradas, em ambos os grupos (Figura 1).

Figura 1: Grafico de dispersdo entre as células normais e o total de células alteradas
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Contudo, na comparacdo entre 0s grupos, em relacdo ao total de células
normais e de células alteradas, foi detectada diferenca estatisticamente significante,
ou seja, 0 grupo de prematuros apresentou um numero menor de células normais
(970,47 £ 18,39) quando comparado com o grupo de recém-nascidos a termo
(986,67 + 4,2) (p=0,004).

Todos o0s resultados das comparacdes entre 0S grupos encontram-se

descritos na tabela 1.

Tabela 1- Comparacdo dos resultados do Teste de Micronucleos entre o grupo de
recém-nascidos a termo e prematuros

Grupo
Células p(value)
Prematuro (n=15) A termo (n=15)
Normais
Média + desvio padréo 970,47 + 18,39 986,67 + 4,2 0,004¥
Minimo — maximo 922 - 986 980 - 993
Total de células alteradas
Média + desvio padréo 29,53 +£18,39 13,47 £4,1 0.005¥
Mediana (Q; — Q3) 22 (19-32) 15(9-17)
Minimo — maximo 14 -78 7-20
Normais x alteradas
Correlagdo -1,000 (p<0,0001) -0,993 (p<0,001) o
Micronucleos £
Média + desvio padréo 22,33 +£19,89 7,13 £ 2,97 0,011 F
Mediana (Q; — Qs) 16 (9 — 26) 7(5-9)
Minimo — maximo 5-76 2-13
Binucleadas £
Média + desvio padréo 6,27 + 4,6 5,67 + 3,49
Mediana (Q; — Q3) 6(2-9) 6(3-8) 0692%
Minimo — maximo 0-15 0-14
BUDS *
0 11 (73,3) 13 (86,7)
1 1(6,7) 1(6,7) 0,7918
2 2 (13,3) 1(6,7)
3 1(6,7)
BUDS
0,327F

Mediana (Q; — Q) 0(0-12) 0(0-0)
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(continuacéo)

Tabela 1- Comparacdo dos resultados do Teste de Micronucleos entre o grupo de
recém-nascidos a termo e prematuros

Pontes
0 10 (66,7) 10 (66,7)
1 4 (26,7) 3(20,0)
2 1(6,7) 2 (13,3)
Pontes
0,327F
Mediana (Q; — Qyz) 0(0-12) 0(0-12)

* Valores apresentados da forma n(%) com percentual obtido com base no total de casos de cada
grupo; £: Variavel com distribuicdo assimétrica; ®: Teste t-Student para grupos independentes
assumindo igualdade de variancias: ¥: Teste t-Student para grupos independentes assumindo
heterogeneidade de variancias; §: este Exato de Fisher por simulagdo de Monte Carlo; ¥: Teste de
Mann Whitney;
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DISCUSSAO

O teste de micronacleos (MN) é uma forma simples de detectar danos ao
DNA, sendo viavel para o biomonitoramento de popula¢des consideradas de risco
para desenvolver determinadas doencas, como é o0 caso dos recém-nascidos
prematuros. Por meio deste teste, pode-se detectar alteracdes celulares como os
micronucleos propriamente ditos, as células binucleadas, os Buds e as pontes
nucleoplasmaticas, as quais podem ser decorrentes do estresse oxidativo.

Nesse estudo, as alteracOes celulares sao correlacionadas de maneira
indireta com os niveis de estresse oxidativo, jA que elevadas concentracdes de
radicais livres causam quebras no DNA celular, e tais alteracbes podem ser
observadas no teste de microntcleos (MARGARITA et al., 2006).

Os micronucleos sao formados a partir de fragmentos de cromossomos ou de
cromossomos inteiros que foram perdidos durante a anafase da divisdo celular. Sao
formados por falhas no fuso acromatico, por danos nas subestruturas
cromossOmicas, por alteracbes na fisiologia celular e alteragbes mecanicas
(PALAZZO; MALUF, 2011). Neste estudo, a quantidade de micronucleos foi maior
para o grupo de prematuros quando comparados com o grupo de recém-nascidos a
termo, sendo esta diferenca estatisticamente significante. Nossos resultados se
assemelham com o estudo de Friel et al. (1993), os quais relataram que o0s
prematuros podem apresentar maior quantidade de micronucleos devido ao estresse
oxidativo ocasionado pela imaturidade do sistema antioxidante, o qual é decorrente
da curta gestacéo desses recém-nascidos.

As células binucleadas sdo consideradas quando dois nucleos estéo situados
no mesmo limite do citoplasma (FENECH et al., 1999). As pontes nucleoplasméticas
ocorrem guando os centrbmeros de cromossomos, cromatides ou anéis dicéntricos
sdo tracionados para os polos opostos da célula durante a divisao celular; e os buds
sdao morfologicamente similares aos microndcleos, porém a conexao
nucleoplasmatica se liga ao nucleo, podendo ser espessa ou fina. Podem ser
observados em células normais, contudo sdo mais raros do que os micronucleos
(PALAZZO; MALUF, 2011). Neste trabalho, observamos também que a quantidade
de células binucleadas foi maior para o grupo de prematuros, embora sem diferenca

estatisticamente significante. Contudo, a evidéncia de Buds e de pontes
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nucleoplasmaticas foi praticamente igual para ambos os grupos. Isso pode ser
explicado pelo fato da ocorréncia de tais alteracdes celulares ser menor quando
comparada com 0s micronucleos e células binucleadas.

Quando considerou-se o total de alteracdes celulares entre os grupos, foi
evidenciado que o grupo de prematuros apresentou quantidades maiores de células
alteradas em relacdo ao grupo de recém-nascidos a termo. Esses resultados
concordam com o estudo de Negi et al. (2011), os quais estudaram o0 estresse
oxidativo de 55 prematuros com idade gestacional inferior a 37 semanas e 24
recém-nascidos a termo, com idade gestacional maior que 37 semanas. O estudo
demonstrou niveis elevados de estresse oxidativo e danos no DNA em recém-
nascidos prematuros e de baixo peso quando comparados ao grupo controle.

Embora este estudo tenha inferido sobre o estresse oxidativo de maneira
indireta por meio do teste de Microndcleos, os resultados concordam com as
afirmacdes de Robles, Palomino e Robles (2001), os quais relatam que os recém-
nascidos prematuros sao vulneraveis as condicdes de estresse oxidativo, ja que 0s
sistemas antioxidantes sO estdo adequados no final da gestacdo. Estes
pesquisadores estudaram o estado de oxidacao de dez recém-nascidos prematuros
e dez a termo, no momento do nascimento e durante os primeiros dias de vida,
sendo verificado que ao nascimento os marcadores de estresse oxidativo estavam
elevados em todos os recém-nascidos, e que o sistema de defesa antioxidante era
menor Nos neonatos prematuros quando comparados com os a termo, sendo que o
nivel de estresse oxidativo foi maior conforme a diminuicdo da idade gestacional.

A quantidade elevada de células alteradas no grupo de prematuros
encontrada nesse estudo também pode ser correlacionada com o0 uso de
medicacdes e oxigénio, 0s quais estdo frequentemente associados a prematuridade,
concordando com alguns autores como Rodrigues (1988) e Ortiz (2000), os quais
atentam para a formacao de estresse oxidativo e consequentemente aumento das
alteracdes celulares, por estes fatores adicionais a prematuridade.

O teste de Micronucleos mostrou ser uma técnica pouco invasiva, de rapidez
para triagens em populagcbes de risco, como € o0 caso de recém-nascidos
prematuros, e eficiente para predizer sobre possiveis problemas futuros de saude,
concordando com estudos como de Garaj-Vrhova e Zeljezic, 2002; Corréa et al.,
2009; Holland et al., 2011.
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CONCLUSAO

A partir deste estudo, pode-se observar que o0s recém-nascidos prematuros
apresentaram um indice maior de danos celulares a nivel nuclear. O teste de
Micronucleos mostrou-se uma técnica eficiente para o biomonitoramento dessa

populacao.
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6 ARTIGO 2 A
POTENCIAL EVOCADO AUDITIVO DE LONGA LATENCIA EM
RECEM-NASCIDOS A TERMO E PREMATUROS

Resumo

Introducdo: A pesquisa dos potenciais evocados auditivos de longa laténcia (PEALL)
em neonatos é um tema recente e controverso devido a maturacdo das estruturas
corticais, mas alguns estudos ja referem que esses potenciais podem ser evidenciados
nessa faixa etaria, sendo considerados indicadores do desenvolvimento cognitivo,
principalmente em prematuros, os quais séo de risco para alteracdes do processamento
auditivo e de linguagem. Em bebés a obtencéo dos potenciais exdgenos (P1, N1, P2 e
N2) esta fundamentada no fato desses potencias representarem a capacidade cortical
de deteccdo do estimulo acustico, e por ndo dependerem da atencdo do individuo.
Objetivo: Pesquisar os potenciais exdgenos em neonatos a termo e prematuros durante
0 primeiro més de vida, assim como comparar a laténcia dos mesmos entre 0S grupos.
Material e método: Fizeram parte da amostra 25 recém-nascidos, sendo 15 a termo
(grupo controle) e 10 prematuros (grupo estudo), de ambos os géneros. Foram
considerados prematuros os bebés com idade gestacional abaixo 37 semanas, segundo
a classificacdo da Word Health Organization (1974). Para a avaliagdo dos potenciais
corticais os bebés permaneceram em sono natural no colo do responsavel. Os PEALL
foram pesquisados de forma binaural, por meio de fones de insercéo, com estimulo de
fala frequente /ba/ e raro /ga/, na intensidade de 80 dBNA. Os estimulos frequentes
totalizaram 80% (cerca de 200 estimulos) das apresentacdes e os raros 20% (cerca de
40 estimulos). Foi realizada a replicacdo do tracado. Os dados foram analisados
estatisticamente sendo considerados significantes quando p<0,05, com intervalo de
confianca de 95%. Resultados: A média de idade gestacional para o grupo de recém-
nascidos a termo foi de 38 semanas (+1,3) e para o grupo de prematuros foi de 33
semanas (+1,6). Foi possivel observar apenas os potenciais P1 e N1 em ambos os
grupos, porém nao foi verificada diferenca estatisticamente significante para as laténcias
dos componentes P1 e N1 (p>0,05) entre os grupos. Concluséo: Foi possivel observar
0s componentes exdgenos P1 e N1 dos potenciais corticais em recém-nascidos com até
um més de vida, tanto em bebés a termo quanto prematuros, porém nado houve

diferencas entre 0s grupos.

Palavras-chaves: Potenciais Evocados Auditivos, Prematuridade, Recém-nascidos.
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ARTICLE 2

LONG LATENCY AUDITORY EVOKES POTENTIAL IN TERM AND
PREMATURE INFANTS

Abstract

Introduction: The research of the long latency auditory evokes potentials (LLAEP) in
newborns is a recent and controversial issue because of the cortical structure maturation, but
studies refer that these potentials may be evidenced in this age, being considered as
indicators of the cognitive development, mainly in premature infants, which present risks of
auditory and language processing alterations. In infants, the acquisition of exogenous
potentials (P1, N1, P2 and N2) is based in the fact that these potentials represent the cortical
ability to detect the acoustic stimulation, and in the fact that they do not depend on the
individual’s attention. Purpose: To research the exogenous potentials in term and premature
infants during their first month of life, as well as to compare the latency of them between the
groups. Material and Method: The sample consisted of 25 newborns, 15 term (control
group) and 10 premature (study group) infants, male and female. The infants with gestational
age under 37 weeks were considered as premature, according to the classification by the
World Health Organization (1974). To evaluate the cortical potentials, the infants remained in
natural sleep into an adult's arm. The LLAEPs were researched in binaural way, through
insertion earphones, with frequent /ba/ and rare /ga/ speech stimuli, in the intensity of 80
dBNA. The frequent stimuli presented a total of 80% (about 200 stimuli) of the presentations
and the rare were 20% (about 40 stimuli). It was performed tracing replication. The data were
statistically analyzed and considered as significant when p<0.05, with confidence interval of
95%. Results: The average of gestational age for the term infants was 38 weeks (+1.3) and
for the premature group it was 33 weeks (x£1.6). It was possible to observe only the potentials
P1 and N1 in both groups, but it was not verified statistically significant difference for the
latencies of the components P1 and N1 (p>0.05) between the groups. Conclusion: It was
possible to observe the exogenous components P1 and N1 of the cortical potentials in
newborns with no more than one month of life, as in term as in premature infants. However,

there was no difference between the groups.

Keywords: Evoked Potentials Auditory, Prematurity, Newborn
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INTRODUCAO

O estudo da eletrofisiologia da audi¢do tem sido destaque nos ultimos anos,
principalmente por se tratar de exames objetivos, nos quais pode-se mensurar 0S
limiares eletrofisiologicos da audicédo, sendo muito utilizados na avaliacdo de recém-
nascidos e de criangcas pequenas que nao cooperam nas avaliacdes
comportamentais.

Até o0 momento, os exames eletrofisiologicos mais utilizados em recém-
nascidos sdo os Potenciais Evocados Auditivos de Tronco Encefalico (PEATE) e o
Potencial Evocado Auditivo de Estado Estavel (PEAEE), os quais tem por principal
objetivo a determinacéo dos limiares eletrofisioldgicos.

Os limiares auditivos sao de fundamental importancia para o desenvolvimento
linguistico, mas, além disso, a integridade e funcionamento adequado das estruturas
centrais também merecem destaque no desenvolvimento infantil. Pensando nisso,
alguns autores tem feito uso do Potencial Evocado Auditivo de Longa Laténcia
(PEALL) para avaliar o processamento da informacgéao auditiva.

A pesquisa dos PEALL em neonatos € um tema recente e controverso devido
a maturacdo das estruturas corticais, mas alguns estudos ja referem que esses
potenciais podem ser evidenciados nessa faixa etaria, sendo considerados
indicadores do desenvolvimento cognitivo, principalmente em prematuros, 0s quais
sdo de risco para alteracbes do processamento auditivo e de linguagem
(KUSHNERENKO, 2003; FELLMAN et al., 2004; CHOUDHURY; BENASICH, 2010).
Estudos verificaram que criangas com potenciais corticais alterados durante o
periodo  neonatal, desenvolveram  alteracbes linguisticas @ (MOLFESE;
MOLFESE,1997).

Os Potenciais Evocados Auditivos de Longa Laténcia (PEALL) refletem a
atividade elétrica desde o sistema auditivo periférico até as vias auditivas centrais, e
tem como objetivo verificar o processamento da informacao auditiva em nivel cortical
e em funcao do tempo (REIS; FRIZZO, 2011).

Fazem parte dos PEALL as ondas positivo 1 (P1), negativo 1 (N1), positivo 2
(P2), negativo 2 (N2) e positivo 3 (P3), sendo subdivididas em potenciais exogenos

(P1, N1, P2, N2), os quais séo influenciados pelas caracteristicas fisicas do
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estimulo, como intensidade, duracdo e frequéncia, e potencial endogeno (P3),
influenciado predominantemente por eventos relacionados as habilidades cognitivas
(DUARTE et al., 2009).

Em bebés a obtencdo dos potenciais exogenos (P1, N1, P2 e N2) esta
fundamentada no fato desses potencias representarem a capacidade cortical de
detecc¢do do estimulo acustico, e por ndo dependerem da atencédo do individuo.

Sobre os sitios geradores especificos dos componentes exdgenos, acredita-
se que o componente P1 seja originado no giro de Heschl ou na area de associacéo
auditiva secundéria, o N1 no lobo frontal, embora as areas de geracdo desse
componente ndo sejam claras, o P2 no giro temporal superior anterior e 0 N2
préximo a regides supratemporais, incluindo cortex frontal (KUSHNERENKO, 2003).

Com base no exposto, e pela necessidade de conhecer as caracteristicas dos
PEALL em recém-nascidos, este estudo teve por objetivo a pesquisa dos potenciais
exdgenos em neonatos a termo e prematuros durante o primeiro més de vida, assim

como comparar a laténcia dos mesmos entre 0s grupos.
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METODOLOGIA

Esta pesquisa esta vinculada ao projeto intitulado “Metabolismo oxidativo e
maturagdo das vias auditivas em prematuros” registrado no Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Santa Maria sob o numero
05704712.8.0000.5346.

Trata-se de um estudo transversal, prospectivo, contemporaneo e
comparativo.

As avaliacdes deste projeto foram realizadas no setor de Eletrofisiologia da
Audicdo do Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM). Participaram deste
estudo somente o0s bebés, cujos pais ou responsaveis, apos receberem informacdes
sobre o0s objetivos e a metodologia da pesquisa, concordaram com 0S
procedimentos a serem realizados e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

Fizeram parte da amostra 25 recém-nascidos, sendo 15 a termo (grupo
controle) e 10 prematuros (grupo estudo), de ambos os géneros, que compareceram
ao HUSM para realizacdo da Triagem Auditiva Neonatal (TAN) durante o primeiro
més de vida. Foram considerados prematuros os bebés com idade gestacional
abaixo 37 semanas, segundo a classificacdo da Word Health Organization (1974).

Foram adotados os seguintes critérios de incluséo:

e Recém-nascidos a termo (grupo controle): recém-nascidos, com 37 semanas
ou mais de idade gestacional, sem indicadores de risco para perda auditiva,
com presenca de emissdes otoacusticas transientes (EOAT) em ambas as
orelhas e reflexo cécleo-palpebral (RCP) na ocasido da TAN.

e Recém-nascidos prematuros (grupo estudo) recém-nascidos abaixo de 37
semanas de idade gestacional, sem e com indicadores de risco para perda
auditiva, com presenca de EOAT em ambas as orelhas na ocasido da TAN,

sem ou com RCP.
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Foram excluidos do estudo os recém-nascidos com alteragBes neuroldgicas
evidentes, com auséncia de RCP e com mais de um més de idade e com auséncia
de EOAT.

As EOAT foram pesquisadas em ambas as orelhas com estimulo click néo-
linear, janela de 20 ms, nas frequéncias de 1000, 1500, 2000, 3000 e 4000 Hz, com
intensidade de aproximadamente 80 dBNPS. As EOAT foram consideradas
presentes quando a relacéao sinal/ruido for maior ou igual a 3 dB para a frequéncia
de 1000Hz e 6 dB para as demais frequéncias, em pelo menos trés das cinco
frequéncias pesquisadas. O registro das EOAT foi realizado em local silencioso com
o equipamento Intelligent Hearing Systems (IHS), médulo SmartTrOAE.

O RCP foi pesquisado por meio do instrumento agog6, campanula grande,
numa intensidade de aproximadamente 90 dBNPS.

Ressalta-se que a pesquisa das EOAT teve como objetivo a exclusdo de
recém-nascidos com perda auditiva coclear.

Para pesquisa dos PEALL foi utilizado o equipamento IHS, médulo SmartEP,
de dois canais.

Para a avaliacao eletrofisiologica os bebés permaneceram em sono natural no
colo do responsavel. Nao foi possivel avaliar os recém-nascidos em vigilia, pois a
movimentagdo dos mesmos alterava a estabilidade elétrica do exame e a
confiabilidade das respostas.

Apos a limpeza da pele com pasta abrasiva e alcool, os eletrodos foram
fixados com pasta condutiva eletrolitica e esparadrapo, sendo o eletrodo ativo
colocado na fronte (Fz), o terra (Fpz) na fronte, e os de referéncia na mastdide
esquerda (M1) e mastoide direita (M2). A impedancia individual dos eletrodos foi
igual a 1Kohm para todas as avaliagdes.

Os PEALL foram pesquisados de forma binaural, por meio de fones de
insercdo, com estimulo de fala frequente /ba/ e raro /ga/, de polaridade rarefeita,
envelope trapezoidal, raise/fall de 10000 usec, duracdo de 50000 usec, na
intensidade de 80 dBNA. Os estimulos frequentes totalizaram 80% (cerca de 120
estimulos) das apresentacdes e os raros 20% (cerca de 30 estimulos). Os estimulos
foram apresentados de forma randomizada. A taxa de apresentacdo foi de um
estimulo por segundo, estando dentro da faixa recomendada por McPherson,

Ballachanda e Kaf (2008) e o intervalo entre os estimulos também foi de um
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segundo, conforme Polich (1991). Para garantir a confiabilidade dos exames, foi
realizada a replicacao do tracado.

Como resultados da avaliagdo dos PEALL foram consideradas a presenca ou
auséncia dos componentes, P1, N1, P2 e N2 nos tracados correspondente aos
estimulos frequentes (silaba /ba/), assim como a laténcia dos mesmos.

Os dados foram dispostos em planilhas, utilizando o programa Microsoft Excel
e analisados estatisticamente, sendo considerados resultados significantes quando
p<0,05, com intervalo de confianca de 95%.

A metodologia estatistica utilizada para a analise dos dados foi baseada no
teste t-Student para comparacdo de médias em amostras emparelhadas e amostras
independentes, bem como os testes de Wilcoxon e de Mann Whitney.

O nivel de significancia adotado na concluséo dos testes foi de 0,05, ou seja,
o nivel de significancia minimo a ser adotado para se rejeitar a hipétese nula (Hp). A
analise estatistica foi feita com o programa Statistical Package for Social

Sciences (SPSS) verséo 17.0 para Windows.
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RESULTADOS

A média de idade gestacional para o grupo de recém-nascidos a termo foi de
38 semanas (+1,3) e para o grupo de prematuros foi de 33 semanas (+1,6). A média
de idade corrigida no momento da avaliacao foi de 9,9 dias para o grupo de termos e
de 15,7 dias para os prematuros. As analises descritivas relacionadas as idades dos

grupos encontram-se descritas na tabela 1.

Tabela 1: Medidas descritivas para as idades gestacional e corrigida segundo o
grupo

Grupos
Idades (dias) A termo (n=15) Prematuro (n=10) p§
Média Eaej;’e"g Mediana  Média Eaej;’;g Mediana
Gestacional 38,9 1,3 39,0 33,9 1,6 34,0 <0,0018
Corrigida 9,9 11,3 2,0 15,7 91 18,0 0,186€

8: Teste t-Student para grupos independentes; €: Teste de Mann Whitney

Em nosso estudo foi possivel observar um grande pico ao redor de 230 ms
para o grupo controle e ao redor de 201 ms para o grupo estudo, e uma grande
deflexdo ao redor de 341 ms para o grupo controle e de 302 ms para 0 grupo
estudo. O componente P2 foi observado em apenas um recém-nascido a termo, pico
ao redor de 270ms, e em dois recém-nascidos prematuros, pico ao redor de 290ms,
ndo sendo analisados estatisticamente.

N&o foi verificada diferenca estatisticamente significante na comparacao das
laténcias dos componentes P1 e N1 para orelha direita e orelha esquerda intra
grupos.

Na comparacdo entre o grupo de recém-nascidos a termo e prematuros,
também né&o foi verificada diferenca estatisticamente significante para as laténcias
dos componentes P1 e N1.

Os resultados das comparagfes intra e entre 0S grupos encontram-se

descritos na tabela 2.
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Tabela 2: Comparacédo da laténcia dos componentes P1 e N1 para orelha direita e

orelha esquerda, segundo os grupos

Grupos
Idades (dias) A termo (n=15) Prematuro (n=10) p§
Média Eae(j:/a"i\g Mediana Média E:j;’;g Mediana

Latencia onda P1

Orelha esquerda 230,4 58,8 254.0 201,8 72,7 209,0 0,2898

Orelha direita 2293 57,7 262,0 205,0 73,8 210,0 0,3658
p£ 0,807 0,220

Latencia onda N1

Orelha esquerda 341,2 84,1 386,0 302,8 102,7 355,0 0,335€

Orelha direita 336,6 85,7 386,0 298,2 101,8 349,0 0,337€
pT 0,398 0,454

§: Teste t-Student para grupos independentes; €: Teste de Mann Whitney; £: Teste t-Student para
dados pareados; 1: Teste de Wilcoxon;
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DISCUSSAO

Por ser um tema recente, a pesquisa dos potenciais de longa laténcia em
bebés gera controvérsias, principalmente pelo fato da maturacdo das estruturas
corticais ocorrerem apenas na idade adulta. Apesar disso, alguns autores acreditam
que é possivel sua aplicacdo em criancas pequenas (Kushnerenko et al., 2002;
Kushnerenko, 2003; Fellman et al., 2004; Wunderlich, Cone-Wesson e Shepherd,
2006; Choudhury e Benasich, 2010) j& que as maiores modificacdes sinapticas
ocorrem nos primeiros anos de vida. Portanto, acredita-se que 0s potenciais corticais
possam ser Uteis para predizer sobre possiveis alteracbes cognitivas e de
linguagem.

No presente trabalho foi possivel evidenciar os componentes exdégenos dos
potenciais corticais em neonatos, concordando com outros estudos como de
Pasman et al. (1992), Kushnerenko et al. (2002), Kushnerenko (2003), Fellman et al.
(2004), Wunderlich, Cone-Wesson e Shepherd (2006), Choudhury e Benasich
(2010). Os componentes exdgenos sao respostas corticais para a deteccdo do
estimulo acustico, ndo sendo tdo dependentes da habilidade de atencao, por isso da
possibilidade de captacdo em bebés.

Em nosso estudo foi possivel observar um grande pico ao redor de 230 ms
para o grupo controle e ao redor de 201 ms para o0 grupo estudo, e uma grande
deflexdo ao redor de 341 ms para o grupo controle e de 302 ms para 0 grupo
estudo. Optou-se por denominar o pico e a deflexdo de P1 e N1, respectivamente,
pois acreditamos que o pico positivo e a deflexdo possam corresponder a esses
potenciais, porém com laténcias aumentadas por conta da imaturidade das
estruturas corticais.

A existéncia de um grande pico e de uma grande deflexdo no tracado de
recém-nascidos com até um més de vida concorda com outros estudos como de
Pasman et al., 1992, Kushnerenko, 2003, Wunderlich e Cone-Wesson e Shepherd,
2006. Contudo, esses autores denominaram esses componentes como sendo P2 e
N2, diferente da denominacéo utilizada nessa pesquisa (P1 e N1). Acredita-se que a
denominacéo utilizada pelos autores tenha sido por conta da laténcia dos potenciais,

sendo que nesses estudos o grande pico foi redor de 300ms e a deflexdo por volta
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de 600ms, e os componentes P2 e N2 correspondem aos de maior laténcia.
Kushnerenko (2003) também chama atencdo para a denominacdo dos potenciais
em bebés, relatando que a mesma é variavel na literatura. Ceponiené et al., 2001
também utilizaram a laténcia dos potenciais para a denominacdo dos mesmos,
P100, N250 e P450, ndo correspondendo a nomenclatura utilizada para adultos.

No presente trabalho ndo houve diferenca estatisticamente significante entre
a laténcia dos componentes P1 e N1 entre o grupo de recém-nascidos a termo e
prematuros. Esses resultados diferem do estudo de Pasman et al. (1992), em que o
potencial P2 (pico ao redor de 200ms, correspondendo ao Pl para a presente
pesquisa) mostrou diferenga estatisticamente significante entre os grupos. Contudo
os resultados do presente trabalho concordam com o estudo de Fellman et al.
(2004), onde a laténcia dos componentes avaliados foi semelhante no grupo de
recém-nascidos a termo e prematuros. Os mesmos autores alertam que a
prematuridade associada com auséncia dos potenciais corticais pode ser um fator
de risco para futuras alteracdes cognitivas.

O estado dos neonatos durante o exame ainda é questdo de debate na
literatura, ja que alguns estudos avaliaram os neonatos durante o sono ativo, outros
com as criancas acordadas, e outros nas duas formas. Porém, autores como
Kushnerenko (2003) referem nao existir diferengas no tracado dos componentes dos
potenciais corticais nas duas formas de avaliacao.

O sono ativo faz parte do sono REM, e é definido como o estado em que o
neonato estd de olhos fechados, com respiracdo irregular e sem movimentos
grosseiros. Este estado de sono pode ser identificado com observacdo do
comportamento do neonato (KHAN; RAYA; NUNES, 2009). Cheour, Leppanen,
Kraus (2000) afirmam que os potenciais evocados podem ser obtidos em neonatos
durante o sono ativo, sendo que a morfologia das ondas é semelhante ao estado de
vigilia, tornando o exame Util, sem qualquer necessidade de resposta da crianca. De
Weerd (1995), também refere ndo haver diferencas no eletroencefalograma de um
recém-nascido durante o sono ativo e durante o estado de alerta, e que por esse
motivo os PEALL podem ser pesquisados com o bebé dormindo, tornando o exame
bastante util.

No presente estudo foi possivel obter resultados com 0s neonatos em sono
natural, concordando com Cheour, Leppanen, Kraus (2000), Kushnerenko et al.
(2002), Kushnerenko (2003), Wunderlich, Cone-Wesson e Shepherd (2006).
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Ressalta-se que nesses estudos a avaliagdo em sono natural foi realizada apenas
com recém-nascidos com até um més de vida. Bebés maiores foram avaliados em
estado de vigilia.

A partir dessa pesquisa pode-se evidenciar que a aplicacdo dos potenciais
corticais em bebés é recente e gera controvérsias, principalmente devido a
maturagdo das estruturas corticais e do estado do neonato durante a avaliagao.
Além disso, a denominacdo dos potenciais em bebés também é diversificada na
literatura. Sendo assim, pesquisas ainda serdo necessarias para que este exame se
torne (til para predizer sobre possiveis alteracdes corticais em recém-nascidos e,
consequentemente se tornar uma avaliagdo de deteccdo precoce das alteracdes

cognitivas e de linguagem.
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CONCLUSAO

Foi possivel observar os componentes exdégenos P1 e N1 dos potenciais
corticais em recém-nascidos com até um més de vida, tanto em bebés a termo
quanto prematuros.

A pesquisa dos PEALL em neonatos € recente, sendo necessarios mais
estudos nessa area, a fim de se conhecer melhor as caracteristicas desses
potenciais em recém-nascidos e criangas pequenas, para que futuramente possam

ser utilizados como preditivos de alteracdes cognitivas e linguisticas.
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7 DISCUSSAO GERAL

O estudo do metabolismo oxidativo e dos Potenciais Evocados Auditivos de
Longa Laténcia (PEALL) em neonatos a termo e prematuros realizados neste estudo
permitiram a analise das condi¢cfes celulares e das vias auditivas centrais dessas
populacoes.

Os recém-nascidos prematuros necessitam de avaliacfes diversificadas, ja
que séo considerados de risco para o desenvolvimento de alteracdes celulares,
neuroldgicas e/ou sensoriais, incluindo alteracdes nas vias auditivas centrais, o que
repercute negativamente no processo de aquisicdo da linguagem e do
desenvolvimento cognitivo. As alteracdes celulares podem predispor essa populacao
a doencas como asfixia perinatal, displasia broncopulmonar, retinopatia da
prematuridade, enterite necrosante, hemorragia intracraniana, hipertenséo arterial,
entre outras.

Para a analise das condi¢cBes celulares foi utilizado o Teste de Micronucleos
(MN), sendo possivel identificar alteracdes como os micronicleos propriamente
ditos, as células binucleadas, os Buds e as pontes nucleoplasméticas. Todas essas
modificacdes celulares podem ser decorrentes do estresse oxidativo, ja que
elevadas concentracGes de radicais livres causam quebras no DNA celular, e tais
alteracdes podem ser observadas no teste de micronicleos (MARGARITA et al.,
2006).

De maneira geral, a quantidade de micronucleos foi maior para o grupo de
prematuros quando comparados com o grupo de recém-nascidos a termo, sendo
esta diferenca estatisticamente significante. Esses resultados concordam com Friel
et al. (1993), os quais relataram que os prematuros podem apresentar maior
guantidade de micronucleos devido ao estresse oxidativo ocasionado pela
imaturidade do sistema antioxidante, o qual é decorrente da curta gestacdo desses
recém-nascidos.

Em relacdo as demais alteracdes celulares detectadas no Teste de
Micronucleos, a quantidade de células binucleadas foi maior para o grupo de
prematuros, embora sem diferenca estatisticamente significante. Contudo, a

evidéncia de Buds e de pontes nucleoplasmaticas foi praticamente igual para ambos
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0S grupos. Isso pode ser explicado pelo fato da ocorréncia de tais alteracdes
celulares ser menor quando comparada com os micronucleos e células binucleadas.

Embora este estudo tenha inferido sobre o estresse oxidativo de maneira
indireta por meio do teste de Microndcleos, os resultados concordam com as
afirmacdes de Robles, Palomino e Robles (2001), os quais relatam que os recém-
nascidos prematuros sao vulneraveis as condi¢cdes de estresse oxidativo, j& que 0s
sistemas antioxidantes soO estdo adequadas no final da gestacéo.

A anadlise das via auditivas centrais pode ser feita por meio da avaliacao
eletrofisioldgica dos PEALL. Embora sua aplicagdo em recém-nascidos seja um
tema recente e controverso por conta da maturagdo das estruturas corticais,
acredita-se que essa avaliacdo possa ser Util para predizer sobre possiveis
alteracdes cognitivas e de linguagem, principalmente em prematuros, 0s quais Sao
de risco para tais alteragdes.

Em bebés a obtencdo dos potenciais exdgenos (P1, N1, P2 e N2) esta
fundamentada no fato desses potencias representarem a capacidade cortical de
deteccado do estimulo acustico, e por ndo dependerem da atencao do individuo.

Em nosso estudo foi possivel observar um grande pico ao redor de 230 ms
para o grupo controle e ao redor de 201 ms para o grupo estudo, e uma grande
deflexdo ao redor de 341 ms para o grupo controle e de 302 ms para 0 grupo
estudo. A existéncia de um pico e de uma deflexdo no tracado de recém-nascidos
com até um més de vida concorda com outros estudos como de Pasman et al.,
1992, Kushnerenko, 2003, Wunderlich e Cone-Wesson e Shepherd, 2006.

A denominacéo utilizada para os potenciais visualizados foi P1 e N1, diferente
de outros estudos em que a denominacao foi de P2 e N2. Kushnerenko (2003)
chama atencdo para a denominagcdo dos potenciais em bebés, relatando que a
mesma € variavel na literatura, jA que alguns autores classificam os potenciais de
acordo com a laténcia, ndo sendo correspondente a utilizada para adultos.

No presente trabalho ndo houve diferenca estatisticamente significante entre
a laténcia dos componentes P1 e N1 entre o grupo de recém-nascidos a termo e
prematuros. Esses resultados diferem do estudo de Pasman et al. (1992), em que o
potencial P2 (pico ao redor de 200ms, correspondendo ao Pl para a presente
pesquisa) mostrou diferenga estatisticamente significante entre os grupos. Contudo
os resultados do presente trabalho concordam com o estudo de Fellman et al.

(2004), onde a laténcia dos componentes avaliados foi semelhante no grupo de
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recém-nascidos a termo e prematuros. Os mesmos autores alertam que a
prematuridade associada com auséncia dos potenciais corticais pode ser um fator
de risco para futuras alteracdes cognitivas.

As avaliacdes de genotoxicidade (condicdes celulares) por meio do Teste de
Micronucleos e dos PEALL nos recém-nascidos a termo e prematuros realizadas
neste estudo permitiram avalia¢des interdisciplinares, correspondendo a aspectos de
desenvolvimento das estruturas centrais, as quais sdo de fundamental importancia
para o desenvolvimento cognitivo e de linguagem, e as condi¢des celulares, as quais
sdo importantes para o biomonitoramento dos bebés prematuros, ja que as
alteracdes em nivel celular predispdem o organismo a diversas doencas.

A partir dessa pesquisa, pode-se concluir que o Teste de Micronucleos é Uutil
para avaliacdo das condi¢cdes celulares de recém-nascidos, sendo uma técnica de
aplicacédo rapida e indolor, a qual pode predizer sobre diferentes doencas no periodo
neonatal. Além disso, a pesquisa dos PEALL, apesar de ser recente em neonatos,
também é util, podendo oferecer indicios precoces sobre as condi¢cbes das vias

auditivas centrais.
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8 CONCLUSOES

A partir desse estudo pode-se concluir que os recém-nascidos prematuros
apresentaram um indice maior de danos celulares a nivel nuclear quando
comparados com 0s recém-nascidos a termo. O biomonitoramento celular é
importante para prever possiveis doencas nessa populacéo.

Na avaliacéo eletrofisioldgica dos potenciais corticais, foi possivel observar os
componentes exdgenos P1 e N1 em recém-nascidos com até um més de vida, tanto
em bebés a termo quanto prematuros. Ressalta-se que sao necessarios mais
estudos nessa area, a fim de se conhecer melhor as caracteristicas desses
potenciais em recém-nascidos e criangas pequenas, para que futuramente possam

ser utilizados como preditivos de alteracfes cognitivas e linguisticas.
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APENDICE A

Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Ministério da Educacao
Universidade Federal de Santa Maria/RS
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de Pés-Graduacao em Distlrbios da Comunicacdo Humana

Pesquisadores responsaveis:
Aron Ferreira da Silveira, Michele Vargas Garcia e
Dayane Domeneghini Didoné
Telefone: (55)91338653
E-mail: dayanedidone@yahoo.com.br

Breve informacao

O desenvolvimento das vias auditivas € fundamental para a aquisicdo da fala
e aprendizagem escolar de seu filho (a). Por isso, os bebés, principalmente os
prematuros, necessitam de avaliacbes das estruturas cerebrais que sao
responsaveis por esse desenvolvimento. Além disso, 0 nascimento pode causar
pequenas alteracbes em algumas células do nosso corpo e causar diversas
doencas, principalmente nos bebés prematuros. Portanto, a verificagcdo dessas
células também é importante para saber se a salde do bebé esta adequada.

Por isso, seu filho (a) esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa
de mestrado que tem como:

Titulo: Potenciais Evocados Auditivos de Longa Laténcia e Metabolismo oxidativo
em recém-nascidos a termo e prematuros.

Objetivo: Verificar a saude geral e as condi¢Bes das vias auditivas de seu filho (a).
Descricdo dos procedimentos: Para verificar o desenvolvimento das vias
auditivas, alguns pontos da pele de seu filho (a), como testa e atras das orelhas,
serdo limpos com algodédo e &lcool e, logo apods serdo colocados alguns eletrodos
nessas regides limpas, sendo fixados com esparadrapos. Esses eletrodos serdo
conectados a cabos ligados no computador, onde seréo registradas as respostas do
exame. Seu filho devera permanecer de maneira confortavel em seu colo. Sera feita
também a coleta de um pouco de saliva de seu filho (a) através de uma leve
raspagem da bochecha com uma espatula, a fim de verificar se todas as células
estdo saudaveis. Beneficios: O seu filho recebera uma avaliacdo auditiva completa
gratuitamente. Além disso, vocé obtera informacédo se as células do organismo de
seu filho (a) estdo saudaveis.

Riscos e desconfortos: A limpeza de alguns pontos da pele de seu filho (a) com
alcool podera causar pequena irritacdo a mesma, e a colocacdo dos fones de
insercdo (espécie de protetor auditivo) podera lhe causar pequeno desconforto,
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porém € minimo. A coleta de saliva podera causar leve incobmodo, mas sem risco de
dor.

Possibilidade de desisténcia: As avaliacbes serdo encerradas a qualquer
momento caso VOcé ndo queira que seu filho (a) continue os exames. As
disponibilidades de seus horarios serdo respeitadas para as avaliagbes. Caso
solicite explicacdes sobre a pesquisa ou sobre os exames, a fonoaudiéloga lhe dara
informacdes a qualquer momento sem custo adicional.

Informacdes adicionais: Trata-se de uma pesquisa de mestrado da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM). Os dados serao sigilosos o nome de seu filho (a)
ndo sera divulgado. Os resultados das suas avaliacbes serdo analisados
conjuntamente com o0s resultados de outros participantes. Apos a defesa da
dissertacdo de mestrado, serdo publicados artigos cientificos com as informacgfes
dos exames de todos 0s sujeitos participantes.

Considero-me igualmente informado:

e Da garantia de receber respostas a qualquer pergunta ou esclarecimento a
duvidas acerca dos procedimentos, riscos, beneficios, e outros assuntos
relacionados com a pesquisa,

e Da seguranca de que ndo serei identificado e que se mantera o carater
confidencial das informacfes relacionada a minha privacidade, sendo que as
avaliacOes realizadas serdo usadas para obter informacbes relacionadas a
pesquisa e, apos, serdo arquivadas pela pesquisadora para posteriores trabalhos
na area de fonoaudiologia, sempre preservando o sigilo sobre a identidade dos
participantes;

e Do compromisso dos pesquisadores de proporcionar informacdo atualizada
obtida durante o estudo, ainda que essa possa afetar a minha vontade de
continuar participando;

¢ De que ndo terei gastos com a participacao nesta pesquisa.

Mediante 0s esclarecimentos recebidos pela pesquisadora, eu
(nome completo),
portador do documento de identidade numero ,
responsavel pelo (a) autorizo a
participacdo de meu filho (a) na pesquisa acima referida. Afirmo que estou ciente de
gue os dados deste estudo serdo divulgados em meio cientifico, sem a minha
identificacao.

Assinatura do participante Assinatura da pesquisadora

Data: [/



