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Total oxidant/antioxidant status in jaundiced nhewborns
before and after phototherapy

Estado oxidante/antioxidante total em recém-nascidos ictéricos
antes e depois da fototerapia

Ali Aycicek?, Ozcan Erel2

Resumo
Objetivo: Avaliar o efeito da fototerapia no estado oxidante e
antioxidante no soro de recém-nascidos a termo com hiperbilirrubinemia.

Método: Trinta e quatro recém-nascidos a termo com idades entre 3 e
10 dias submetidos a fototerapia foram avaliados. O estado antioxidante do
soro foi determinado pela capacidade antioxidante total e por componentes
antioxidantes individuais: vitamina C, &cido Urico, albumina, concentragédo
de tiol e bilirrubina total. O estado oxidante foi avaliado através do estado
oxidante total, indice de estresse oxidativo e componentes oxidantes
individuais: malondialdeido e niveis de hidroperdxido lipidico.

Resultados: As concentragdes de vitamina C, acido Urico, bilirrubina
total e malondialdeido foram significativamente mais baixas, enquanto que o
estado oxidante total, niveis de hidroperdxido lipidico e o indice de estresse
oxidativo foram significativamente maiores apds a fototerapia (p < 0,05).
Houve correlagdes positivas significativas entre a bilirrubina sérica total e a
concentragdo de malondialdeido (r = 0,434, p = 0,001).

Conclusdes: Embora a concentracdo de malondialdeido tenha
diminuido apds a fototerapia, esta exerce um efeito negativo sobre as
diversas partes do sistema de defesa oxidante/antioxidante em
recém-nascidos a termo ictéricos, expondo-os a um possivel estresse
oxidativo.

J Pediatr (Rio J). 2007;83(4):319-322: Antioxidantes,
malondialdeido, estresse oxidativo, fototerapia.

lactente,

Introducao

A fototerapia é a forma de tratamento mais amplamente
usada contra a hiperbilirrubinemia n&o-conjugada'?. Sua
natureza nao-invasiva, alta disponibilidade, baixo custo e
baixa ocorréncia de efeitos colaterais praticamente levaram a
pressuposicdo inicial de que é indcua>. A possibilidade de que
talvez isso ndo seja verdade foi aventada em varias publica-
cOes recentes, que demonstraram que a fototerapia é um es-
tresse fotodinamico e que ela pode induzir a peroxidagdo
lipidica. A crescente valorizagdo do papel causal do dano oxi-

Abstract
Objective: To assess the effect of phototherapy on serum oxidant and
antioxidant status in hyperbilirubinemic full-term newborns.

Method: Thirty-four full-term infants from 3 to 10 days of age exposed
to phototherapy were studied. The serum antioxidant status was assessed by
measuring the total antioxidant capacity (TAC) and individual antioxidant
components: vitamin C, uric acid, albumin, thiol contents and total bilirubin.
The oxidant status was assessed by determining the total oxidant status
(TOS), oxidative stress index (OSI) and individual oxidant components:
malondialdehyde (MDA), and lipid hydroperoxide levels.

Results: Vitamin C, uricacid, total bilirubin and MDA concentration were
significantly lower, whereas serum TOS, lipid hydroperoxide and OSI levels
were significantly higher after phototherapy (p < 0.05). There were
significant positive correlations between serum total bilirubin and MDA
(r=0.434,p =0.001).

Conclusions: Although the MDA level was reduced after phototherapy,
phototherapy has a negative impact on numerous parts of the
oxidant/antioxidant defense system in jaundiced full-term newborns,
exposing them to potential oxidative stress.
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dativo e da peroxidagéo lipidica no desenvolvimento de mui-
tas doengas graves do recém-nascido vem dando grande

importancia a peroxidacdo lipidica e as suas possiveis
causas®.

Os radicais livres e os metabdlitos relacionados vém rece-
bendo grande atencdo nos Ultimos anos®. Eles se originam
principalmente do oxigénio e sdo gerados no corpo por varios
sistemas enddgenos, exposigdo a diferentes condigdes fisico-
quimicas ou estados fisiopatoldgicos. Os radicais livres po-
dem modificar os lipideos, proteinas e DNA, tendo sido
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envolvidos na lesdo pulmonar por oxigénio, hemorragia in-
traventricular, retinopatia da prematuridade, lesdao de
isquemia/reperfusdo caracterizada por enterocolite necroti-
zante, dano ao sistema nervoso central pds-asfixia e necrose
tubular aguda®”. As reacdes da bilirrubina envolvendo os ra-
dicais livres ou produtos tdxicos da redugdo do oxigénio en-
contram-se bem documentadas: a bilirrubina ndo-conjugada
capta o oxigénio no estado singlet com alta eficiéncia, reage
com os anions do superdxido e radicais de peroxil, servindo
como substrato redutor das peroxidases na presenga de pe-
réxido de hidrogénio ou hidroperéxidos orgénicos®:°.

Formulamos a hipétese de que um fator importante no
mecanismo do estresse oxidativo nos recém-nascidos a
termo com hiperbilirrubinemia submetidos a fototerapia nos
primeiros dias de vida seria 0 aumento do estresse oxidativo
em relagdo aos antioxidantes. Esse desequilibrio seria afe-
tado pelo estresse oxidativo exacerbado, nimero reduzido de
antioxidantes, ou uma combinagdo de ambos. O objetivo
deste estudo foi testar a validade dessa hipdtese através da
determinacgdo dos papéis relativos do estresse oxidativo e da
reduzida atividade antioxidante total.

Métodos

Cinglienta e sete recém-nascidos a termo com idades en-
tre 3 e 10 dias, nascidos de parto vaginal e admitidos ao San-
liurfa Children’s Hospital por causa de hiperbilirrubinemia
indireta clinicamente significativa foram avaliados neste es-
tudo. Todos os lactentes encontravam-se em amamentagao e
ndo possuiam nenhum fator etioldgico de hiperbilirrubine-
mia. Os lactentes com ma formagdo congénita grave, diabe-
tes materno, asfixia ao nascimento, sepse ou
hiperbilirrubinemia do tipo hemolitica devido a incompatibili-
dade de grupo sanguineo (Rh ou ABO); aqueles que recebe-
ram fototerapia intensiva; aqueles em que o nivel de
bilirrubina sérica total aumentou em mais de 5 mg/dL por dia
ou foi maior que 20 mg/dL nas primeiras 24 horas do nasci-
mento; e aqueles com sinais e sintomas sugestivos de doenga
grave foram excluidos do estudo. A hiperbilirrubinemia indi-
reta clinicamente importante foi definida como aquela pre-
sente em lactentes com uma concentragdo de bilirrubina
sérica total maior que 13 mg/dL°. Os recém-nascidos des-
nudos, exceto aqueles que usavam fraldas e protetores ocu-
lares, foram colocados em uma incubadora com um sistema
de fototerapia que consistia em seis lampadas fluorescentes
brancas (Philips TL 20W/54) localizadas 40 cm acima da in-
cubadora. A energia da unidade fototerapica, medida através
de um fotdmetro padrdo (Light Meter VF, Minolta, Jap&o), cor-
respondeu a 12-16 yW/cm?/nm. Todos os bebés foram sub-
metidos a fototerapia continua durante 48 horas, exceto
durante a amamentacdo, limpeza e amostragem. Esse peri-
odo de tempo foi escolhido a fim de permitir aamostragem si-
multaneamente aos testes rotineiros de bilirrubina, evitando
assim a coleta de sangue apenas para fins do estudo. Este es-
tudo foi aprovado pelo Comité local de Etica. Um consenti-
mento informado foi obtido dos pais para a participagdo dos
recém-nascidos no estudo.
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Métodos analiticos

Amostras de sangue foram coletadas a partir de uma veia
periférica para determinar a bilirrubina total, bilirrubina di-
reta e as concentragdes antioxidantes e oxidantes antes da
fototerapia. Uma segunda amostra de sangue foi coletada de
49 lactentes ap0Os 48 horas. Essas amostras foram centrifu-
gadasa 1500 x g por 10 minutos em até 20 minutos depois da
coleta. As amostras séricas foram armazenadas a -80°C e
analisadas em até 2 meses.

A capacidade antioxidante total (CAT) foi determinada
pelo método de Erel'!'2, que se baseia no embranqueci-
mento da cor caracteristica de um radical catidnico mais es-
tavel de 2,2'-azino-bis  (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) (ABTS) pelos antioxidantes. Os resultados foram
expressos em mmol equivalente de Trolox./L. O tiol sérico
(total - grupo SH) foi medido pelo acido ditio nitrobenzoico
(DTNB)*3. A concentracdo da vitamina C foi determinada pelo
método FRASC#. O &cido urico, albumina e bilirrubina total,
que sdo antioxidantes individuais do soro, foram medidos
através de kits comerciais (Abbott). O estado oxidante total
(EOT) no soro foi determinado pelo método de Erel*>, que é
baseado na oxidagdo do ion ferroso para ion férrico na pre-
senca de varias espécies oxidativas em meio acido e na de-
terminacdo do ion férrico pelo laranja de xilenol. Os
resultados foram expressos em pmol H,O,/L. Os métodos
CAT e EOT de Erel sdo colorimétricos e automatizados e a pre-
cisdo desse ensaio é excelente - menor que 3%*316. O ma-
londialdeido (MDA) sérico foi medido através de um método
fluorométrico'”*8. As concentracdes de hidroperdxido lipi-
dico no soro também foram medidas usando o método auto-
matizado xilenol-férrico laranja'®. A proporcdo entre EOT e
CAT foi considerada como o indice de estresse oxidativo
(IEQ)2°-2t, Para realizar o célculo, a unidade do CAT foi tro-
cada de mmol equivalente de Trolox /L para pmol equivalente
de Trolox /L, e o valor do IEO foi calculado da seguinte
forma: IEO = [(EOT, umol/L)/(CAT, umol equivalente de
Trolox /L) /100].

Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada através do
Statistical Package for the Social Sciences, versao 11.0, para
Windows (SPSS, Inc). Para comparar as amostras de sangue
coletadas antes e depois da fototerapia, foi usado o teste t de
Student para amostras pareadas, utilizando-se um intervalo
de confianga de 95%. As associagdes bivariadas entre as va-
riaveis continuas foram determinadas pelo teste de correla-
¢ao de Pearson. Valores p menores que 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

Resultados

A média de idade dos lactentes foi de 6+3 dias, compri-
mento médio de 50+3,8 cm, peso corporal médio igual a
3,1+1,4 kg, perimetro cefalico médio de 36,2+1,9 cm, sendo
29 do sexo masculino e 28 do sexo feminino. Os parametros
antioxidantes/oxidantes séricos antes e depois da fototera-
pia sdo mostrados na Tabela 1. O CAT sérico, concentragdo de
tiol e niveis de albumina ndo se alteraram apds a fototerapia.
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Tabela 1 - Comparagdo dos parémetros séricos oxidantes e antio-
xidantes antes e depois da fototerapia em recém-nasci-
dos ictéricos. Os dados sdo expressos como média + DP

Antes Apos
da fototerapia a fototerapia
(n=57) (n=49) p*
CAT (mmol equiv. de
Trolox /L) 1,5440,31 1,48+0,13 0,281
Total - grupo SH (mmol/L) 0,42+0,01 0,43+0,01 0,165
Vitamina C (mg/dL) 2,1+1,3 1,3+0,6 0,029
Acido trico (mg/dL) 5,0+2,7 3,7+1,4 0,027
Albumina (mg/dL) 3,8+0,5 3,9+0,5 0,580
Bilirrubina total (umol/L) 17,1£2,5 13,8+2,3 < 0,001
EOT (pmol equiv.de
H,0, /L) 11,34%5,9 16,34+7,4 0,002
MDA (umol/L) 2,46%0,36 1,98+0,33 < 0,001
Hidroperdxido lipidico
(pmol H,0,/L) 6,11£2 7,37+2,8 0,025
1IEO (unidade arbitraria) 0,07+0,03 0,11+0,05 0,002

CAT = capacidade antioxidante total; EOT = estado oxidante total; IEO =
indice de estresse oxidativo; MDA = malondialdeido.
* Teste t para amostras pareadas.

As concentragdes séricas de vitamina C, acido urico, bilirru-
bina total e MDA foram significativamente mais baixas apds a
fototerapia que antes damesma (p < 0,05). Por outro lado, os
niveis séricos de EOT, hidroperdxido lipidico e IEO foram sig-
nificativamente mais altos apds a fototerapia que antes da
mesma (p < 0,05). Houve correlagdes positivas significativas
entre a bilirrubina sérica total e MDA (r = 0,434, p = 0,001).
Além disso, ndo houve correlacao entre a bilirrubina total e
outros parametros.

Discussdo

No presente estudo, as concentragdes de vitamina C e de
acido Urico, que sdo antioxidantes amplamente conhecidos,
foram significativamente mais baixas apds a fototerapia que
antes da mesma; em contrapartida, os niveis de EOT, hidro-
perdxido lipidico e IEO foram significativamente maiores
apds a fototerapia que antes da mesma. E interessante notar
que o MDA, um produto final da peroxidagdo lipidica e um
marcador oxidante, apresentou niveis baixos apds a fotote-
rapia. Houve também uma correlacdo positiva significativa
entre os niveis de MDA e bilirrubina total. Todos os estudos
publicados discorrem sobre os efeitos oxidantes da fototera-
pia, especialmente do perdxido lipidico (que é uma substan-
cia reativa do acido tiobarbitlrico), e das atividades das
enzimas antioxidantes, mas ndo sobre a capacidade sérica
antioxidante total ndo-enzimatica??-27. Este é o primeiro re-
lato que mostra a associacdo entre esses parametros séricos
oxidantes/antioxidantes em lactentes a termo com hiperbilir-
rubinemia ndo-hemolitica submetidos a fototerapia.

Em um ser humano saudavel, aformagdo e inativacéo das
espécies reativas de oxigénio sdo contrabalanceadas a um ni-
vel em que os compostos podem exercer seu papel fisioldgico
sem nenhum efeito toxico. Esse equilibrio pode ser instavel
no periodo neonatal apés rapidas alteracées na concentragdo
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de oxigénio nos tecidos, mecanismo antioxidante imaturo e
mudangas consideraveis nos antioxidantes durante o desen-
volvimento neonatal. Essa deterioragdo é particularmente
evidente na presencga de estresse oxidativo, como por exem-
plo, fototerapia®.

Embora a fototerapia seja amplamente usada no trata-
mento da hiperbilirrubinemia neonatal, hd uma preocupacdo
em relacdo a possibilidade de dano fotodindmico ao tecido?®.
A exposicdo de lactentes a fototerapia na presenga de um
sensibilizador (bilirrubina) resultou em lesdo oxidativa a
membrana eritrocitaria caracterizada por um aumento signi-
ficativo nas concentragdes de produtos da peroxidacao lipi-
dica na membrana e por hemdlise®®. Outro estudo relatou
que a fototerapia na presenga de bilirrubina levou a uma
queda acentuada na atividade da ATPase e a uma maior sus-
ceptibilidade a peroxidacdo lipidica nos eritrécitos neona-
tais*. Nosso estudo revelou que houve aumentos
importantes nos hidroperdxidos lipidicos e no EOT séricos
com a fototerapia em recém-nascidos ictéricos.

As concentragdes plasmaticas de MDA em recém-nasci-
dos com ictericia ndo-hemolitica foram significativamente
maiores que em lactentes saudaveis?2:23, Ozture et al. rela-
taram que as concentragdes de MDA diminuiram considera-
velmente apos a fototerapia em relagdo ao periodo que a
precedeu, e que ndo houve correlagdo significativa entre as
concentragOes plasmaticas de MDA e de bilirrubina antes e
depois da fototerapia?3. Yigit et al. descreveram que néo
houve correlagdo significativa entre os niveis de MDA e de bi-
lirrubina??. Esses autores também demonstraram que tanto
os niveis de bilirrubina como os de MDA eram elevados em
lactentes ictéricos e que ambos os parametros diminuiram
apos a fototerapia; todavia, eles ndo encontraram uma cor-
relacgdo significativa entre os parametros opostos dos oxidan-
tes/antioxidantes. Os resultados de nosso estudo
confirmaram esses achados; todavia, também investigamos
0s niveis séricos de EOT, hidroperoxido lipidico e IEO. Em
nosso estudo, as concentragdes séricas de MDA diminuiram
consideravelmente apds a fototerapia e houve uma correla-
cdo significativa entre as concentragées plasmaticas de MDA
e de bilirrubina antes e apds a fototerapia (r = 0,434, p =
0,001). Esses resultados sugerem que o estresse oxidativo
ndo foi causado pela fototerapia. Contudo, os niveis de EOT,
hidroperoéxido lipidico e IEO aumentaram significativamente
apos a fototerapia. A causa aparente desses dados conflitan-
tes estd no fato de que a determinagdo do MDA ndo é um mé-
todo especifico para a peroxidacdo lipidica, e de que a mesma
é influenciada positivamente pela bilirrubina e algumas es-
truturas do aldeido®®. O MDA é um produto final da peroxida-
cdo lipidica e o hidroperoxido lipidico, que é o nosso
parametro de peroxidacgao lipidica, € umindicador precoce da
cadeia de oxidacdo de lipideos, sendo que o Ultimo método
ndo interfere em outras estruturas.

Estudos anteriores investigaram o efeito da fototerapia
na atividade enzimatica antioxidante eritrocitaria (glutationa
peroxidase, superoxido dismutase, etc.) em lactentes ictéri-
cos. Investigamos a capacidade sérica antioxidante total
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ndo-enzimatica e os antioxidantes individuais. Bohles et al.
descreveram uma reducao significativa no acido urico sérico
durante a fototerapia3°. De um lado, a diminuig&o na concen-
tragdo de acido Urico é discutida como um efeito da fotode-
composicdo direta, e de outro, como um efeito inibidor da
deficiéncia de riboflavina sobre a formacgdo do acido Urico.
Descobrimos que os niveis de CAT ndo foram significativa-
mente alterados pela fototerapia, mas que as concentragdes
de vitamina C e de acido Urico diminuiram consideravelmen-
te. No entanto, os niveis de CAT ndo foram reduzidos e o equi-
librio oxidante/antioxidante mudou significativamente para o
lado oxidante, ja que outros indicadores do estado oxidante,
tais como os niveis de hidroperéxidos lipidicos, EOT e IEO, au-
mentaram significativamente nos lactentes ictéricos subme-
tidos a fototerapia.

A conclusdo é de que a fototerapia tem um efeito negativo
em varias partes do sistema oxidante/antioxidante em re-
cém-nascidos com hiperbilirrubinemia, expondo-os a um
possivel estresse oxidativo.
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