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Nestes 30 minutos vou mostrar a vocês a ligação entre hipertensão pulmonar persistente (HPP) do recém-nascido (RN) e enterocolite necrosante (ECN). Sem dúvida alguma, o elemento de ligação entre estas duas doenças, é que a HPP do RN depende da vasculatura arterial pulmonar e a ECN tem um componente isquêmico importante. Para salientar os aspectos relevantes queria brevemente rever o controle do tônus ou do grau de constrição/dilatação dos vasos que dependem do óxido nítrico (NO). Os vasos tem uma musculatura interna e o grau de constrição e relaxamento desta musculatura depende de vários fatores, principalmente do NO com relação com a vasodilatação. O NO é gerado quando a arginina é convertida à citrulina por uma família de enzimas chamadas endotelial sintetase do NO (eNOS). 
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O conceito relativamente novo na área de biologia que é importante entender sob o ponto de vista clínico é a interação de fatores com a endotelial sintetase do óxido nítrico para que ela funcione e entre estes, há o cofator importante chamado BH4 (tetrahidrobiopterina). Quando o BH4 está presente a sua atividade gera NO que leva à vasodilatação.

Na ausência do BH4 esta mesma enzima, ao invés de produzir NO, vai produzir o superóxido ou elemento oxidativo que vai se combinar com uma pequena quantidade de NO que continua sendo produzido, gerando uma substancia ainda mais tóxica e vasoconstritora, o peróxido de nitrito. 
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O conceito que precisamos ter em mente é: na dependência da presença deste cofator (BH4) vai levar a enzima gerar o NO e vasodilatação ou estresse oxidativo e vasoconstrição. Assim, o BH4 é fundamental para o funcionamento desta enzima.
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De onde vem o BH4? É meio complicado, mas existe toda uma cascata que gera a formação do BH4. Esta cascata depende de uma enzima inicial que é a GTP CH (guanosina trifosfato ciclohidrolase). O BH4 é importante para a produção de certos elementos e entre eles, a formação do NO. Também é importante na formação de dopamina, serotonina e quando oxidado, forma o BH2 (dihidrobiopterina) que é uma forma inativa. 
Existe uma febre atualmente de interesse clínico no BH4, principalmente na área de adulto. Tenho dito que os neonatologistas estão sempre 10 anos atrás dos intensivistas e clínicos ligados à medicina de adulto, sendo então importante saber o que eles estão fazendo e tentar aplicar à neonatologia. O uso do BH4 já é comum para o diabetes, hipertensão sistêmica, doença coronariana, hipercolesterolemia, com resultados importantes e positivos. 

Então existe muito interesse em usar o BH4 para tratar a hipertensão pulmonar, eis porque me interessei nesta molécula.


O que vocês veem aqui é uma experimentação animal (existem também dados em humanos). Neste modelo de animal de ratos a hipertensão pulmonar foi produzida através de uma substância chamada monocrotalina e estes animais submetidos a este composto passam a ter uma pressão de artéria pulmonar elevada e o tratamento com o BH4 na dose de 10 ou 100mg resolveu a hipertensão pulmonar nestes ratos. A hipertensão pulmonar ocasionada pela monocrotalina é fatal. Administrando uma injeção de monocrotalina no dia 1, o rato morre por volta do dia 21 a 31. Se administrar o BH4, não só a pressão diminui como não morrem. E foi isto que levou ao interesse do ponto de vista clínico  (Tetrahydrobiopterin and the regulation of hypoxic pulmonary vasoconstriction. Francis BN, Wilkins MR, Zhao L. Eur Respir J. 2010 Aug;36(2):323-30. [image: image1.wmf]
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Eur Respir J. 2010 Aug;36(2):323-30. doi: 10.1183/09031936.00188809. Epub 2010 Mar 11).Artigo Integral.
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Há um camundongo (camundongo hph-1) devido à mutação genética, não tem a enzima que está no topo da cascata guanosina trifosfato ciclohidrolase (GTPCH1) e assim, níveis de BH4 são muito baixos. Estes animais apresentam níveis elevados de fenilalanina (fenilcetonúria), apresentam distúrbios neurológicos devido à baixa de dopamina. O meu interesse era saber se eles tinham hipertensão pulmonar desde o nascimento. Medimos a concentração de BH4 no pulmão destes camundongos recém-nascidos e adultos e comparamos com os camundongos que não tinham a mutação genética e os camundongos com a mutação genética tinham níveis de BH4 muito menores em relação aos camundongos normais. 

            Quando se estuda o grau de hipertensão pulmonar nestes camundongos (medida da razão da parede do ventrículo direito (VD) /parede do ventrículo esquerdo (VE), o grau de hipertrofia do VD denota a hipertensão. Estes camundongos em relação aos que não tem a mutação genética tem um grau de hipertrofia do VD significativamente maior e já no primeiro dia de vida. Ou seja, começam a desenvolver a hipertensão pulmonar ainda no período fetal. Portanto, a falta de BH4 nestes animais leva a hipertensão pulmonar que permanece durante a vida adulta (leve a moderada); os animais não morrem (Pulmonary hypertension in the newborn GTP cyclohydrolase I-deficient mouse. Belik J, McIntyre BA, Enomoto M, Pan J, Grasemann H, Vasquez-Vivar J. Free Radic Biol Med. 2011 Dec 15;51(12):2227-33).
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Conteúdo de NH4 no pulmão com 3 dias de idade e vida adulta nos ratos controles (wild-type) versos ratos hph-1(Belik, 2011)
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O camundongo hph-1 nasce com hipertensão pulmonar

Portanto, o mecanismo de hipertensão pulmonar tem a ver com o fato de que a deficiência do BH4 leva ao não acoplamento da e-NOS e ao invés de produzir o NO, vai produzir o superóxido que vai gerar o peroxinitrato e isto leva a diminuição da vasodilatação; o peroxinitrato leva a remodelação vascular e é possível reverter isto através da conversão do superóxido a água oxigenada, diminuindo a vasoconstricção e aumentando a vasodilatação.
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ENTEROCOLITE NECROSANTE
Agora saindo da hipertensão pulmonar para a enterocolite necrosante (ECN) para mostrar as similaridades sob o ponto de vista de vasoconstrição e vasodilatação

Tenho certeza que todos vocês estão familiarizados com a ECN. A grande questão é se o processo começa com isquemia e isto leva a translocação de bactérias da parede intestinal para as circulação levando a sepse ou a translocação de bactérias é que leva a isquemia. Provavelmente ambos acontecem simultaneamente. Enquanto a hipertensão pulmonar é uma vasoconstrição que leva a diminuição do fluxo sanguíneo pulmonar e shunt Direita-Esquerda, a isquemia que ocorre na ECN leva a necrose da parede do intestino. 

O que é interessante é estudar um pouco a circulação a nível das artérias mesentéricas. A aorta através das mesentéricas superiores e inferiores leva manutenção da circulação de sangue a nível de intestino e estes vasos entram a nível do intestino com  pequenas arteríolas,

Há um estudo recente que tentou estudar o padrão de vascularização do intestino e eu particularmente não sabia. Quero salientar o aspecto anatômico da ECN. Estes são dados em animais, mas existe evidencias histológicos em humanos que o processo é o mesmo e o que se fez nestes ratos foi injetar carbono dentro da vasculatura, permitindo que se identificasse a espessura e a localização das ramificações da vasculatura intestinal para ver o que ocorre. As grandes artérias levam a esta ramificação, havendo partes do intestino que na verdade não recebem vascularização própria e provavelmente o O2 não se difunde. 
Com base na observação destes autores eles criaram este diagrama; para cada 2 ramos principais da artéria mesentérica existe uma zona central que seria  hipoperfusa, sendo assim uma área mais propícia a ECN, ou seja qualquer vasoconstrição a níveis destes vasos ao invés de gerar isquemia  em áreas  próximas a  artérias maiores, vai levar uma isquemia   importante onde a vascularização é quase ausente. Eles tentaram provar isto dando um bloqueador de prostaglandina (indometacina). Por alguma razão não muito entendida, o rato é muito mais sensível à indometacina em relação aos humanos. Uma dose de indometacina em ratos leva a uma isquemia muito importante, levando a enterocolite necrosante e também isquemia importante de estômago, Os autores demonstraram que estudando o padrão de isquemia no intestino é bem específico e localizado em áreas de hipovascularidade (são as áreas pretas onde havia a necrose).  Interessante que um sítio equivalente avascular não foi identificado no íleo terminal do rato (resistente à indometacina). Em conclusão, os autores identificaram um local anatômico definido ao longo da margem mesentérica do jejuno do rato susceptível a ulceração induzida pela indometacina. A vascularização deste sítio é significativamente menor do que a área equivalente ao longo da margem antimesentérica e os estudos sugerem que o suprimento sanguíneo não se comunica com os vasos do plexo submucoso que existe no resto do intestino. Assim, este sítio parece representar uma área de perfusão “watershed” no intestino que poderia ser de risco para lesão por isquemia e reperfusão. Portanto,  o padrão anatômico da vasculatura intestinal tem muito a  ver  com a predisposição do RN a ECN e vasoconstrição e isquemia são os elementos importantes neste processo (Vascular anatomy defines sites of indomethacin induced jejunal ulceration along the mesenteric margin. Anthony A, Pounder RE, Dhillon AP, Wakefield AJ. Gut. 1997 Dec;41(6):763-70.
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Diagrama esquemático do pequeno intestino do rato indicando o suprimento sanguíneo arterial. Vasos alimentadores longos (vasa recta-VR) e curtos (vasa brevia-VB) saindo da artéria marginal peri-intestinal (PIMA) suprem as margens antimesentérica (AM) e mesentérica (MM), respectivamente. A secção transversal da parede do intestino é considerada para representar um mostrador de relógio, onde as margens antimesentérica e mesentérica estão localizados a 12 e 6 horas, respectivamente (Anthony A et al, 1997).
[image: image19.png]



[image: image20.png]Study Relative risk (95% Cl)

Gross'? 0.21(0.02101.93) —m—
Lucas and Cole®  0.46 (0.1210 1.77) e
Svenningsen ef al'® Not estimable

Tyson etal'! 0.24(0.01104.78) —m——
Total 0.34(0.12 10 0.99) -

S R A —
0.001 0.02 1 50 1000
Favours Favours
human milk  formula milk



Margem mesentérica de uma alça não aberta do jejuno normal do rato que tem sido clareada para mostrar a vasculatura com carbono. A margem mesentérica de um ciclo fechado de jejuno de rato normal, que foi limpo para revelar o carbono preenchido vasculatura preenchida com o carbono. Somente o sistema arterial foi preenchido com o carbono. Saindo da grande artéria peri-intestinal extramural são a VR (seta grande) e a menor VB (seta pequena). Observem que os sítios de penetração da VB estão mais próximos da margem mesentérica do que os locais de penetração da VR. As áreas do intestino supridas pela VB correspondem aos locais de ulceração pela indometacina (Anthony A et al, 1997).

 Segmento aberto arterialmente perfundido e clareado do jejuno do rato mostrando lesões discretas (negras) induzidas pela indometacina localizadas ao longo da margem mesentérica (setas). Muitas lesões são localizadas entre os vasos de alimentação longos (vasa recta-VR) (Anthony A et al, 1997).
E AGORA, QUE LEVA A PROTEÇÃO?
Há certas coisas que todos concordamos: o leite materno reduz a incidência de ECN nos pré-termos. O estudo de Schanler et al, de 1999,  mostrou que com leite materno exclusivo(com fortificante) versus fórmula, ocorre menos ECN no grupo do leite materno (Feeding strategies for premature infants: beneficial outcomes of feeding fortified human milk versus preterm formula. Schanler RJ, Shulman RJ, Lau C. Pediatrics. 1999 Jun;103(6 Pt 1):1150-7) (NEC: enterocolite necrosante.Leite humano fortificado).
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Metanálise mais recente confirmou que a chance de desenvolver ECN é significativamente menor nas crianças que receberam leite materno (Donor human milk versus formula for preventing necrotising enterocolitis in preterm infants: systematic review. McGuire W, Anthony MY. Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed. 2003 Jan;88(1):F11-4. Review.

Risco relativo de enterocolite necrosante em crianças randomizadas para leite humano de banco de doadora versus fórmula (McGuire W, Anthony MY, 1999)
Existe uma lista de potenciais fatores ligados o que daria esta proteção potencial do leite humano a ECN. O que gostaria de colocar é o fator BH4. 

Por que pensar no leite materno exercendo a proteção através do óxido nítrico e da isquemia. Há um estudo de 1997, que mostrou que no leite humano, do primeiro ao 4º dia pós-parto, há um aumento significativo de metabólico de óxido nítrico, implicando que a geração do NO no leite materno está aumentada. Neste estudo propuseram que o NO não fazia nada mais do que facilitar a geração de leite materno. O que eles discutiram e que foi de maior interesse para mim, foi a medição do BH4. Se vocês observarem existe uma similaridade entre o pico de BH4 e o pico de NO, ou seja, a quantidade BH4 aumenta até o final da primeira semana de vida e isto coincide com o aumento da produção do NO. Mostrei a vocês que a presença do BH4 é fundamental na geração do NO (Nitric oxide may trigger lactation in humans. Iizuka T, Sasaki M, Oishi K, Uemura S, Koike M, Minatogawa Y. J Pediatr. 1997 Dec;131(6):839-43.
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Volume de leite humano secretado e concentrações totais de nitrito mais nitrato (Iizuka T et al, 1997)

Volume de leite materno secretado e concentrações totais de nitrito mais nitrato, biopterina e neopterina (Iuzuka et al, 1997)
A questão que levantamos: o leite materno através da geração de NO contribuiria significativamente na proteção da ECN. O leite materno apresenta inúmeros outros fatores protetores. Deste estudo de 1984, é interessante ver a presença da arginina, que é precursora do NO. A arginina tem os níveis mais altos entre 1-3 após o parto e começa cair e por volta de 30 dias, tem níveis 7 x mais baixo do que os iniciais. Por que a concentração de arginina nos primeiros 3 dias de vida seriam mais elevados? Será que isto tem a ver alguma coisa com o fato de que a geração de óxido nítrico a nível do leite materno tem o seu pico por volta de 4-6 dias? Assim, podemos concluir que o leite  materno produz elemento importante na cascata a de proteção (Human milk nonprotein nitrogen components: changing patterns of free amino acids and urea in the course of early lactation. Harzer G, Franzke V, Bindels JG. Am J Clin Nutr. 1984 Aug;40(2):303-9).Artigo Integral.
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L-arginina no leite humano é 4 vezes mais nos primeiros 3 dias de vida (Gerd Harzer et al, 1984)
Angela Weinmann (Universidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul) passou um tempo conosco em Toronto e juntamente com outros colegas, conseguimos demonstrar que se você medir as concentrações de BH4 em colostro e leite materno e medir as concentrações de BH4 na mãe, as concentrações de BH4 no leite são muito maiores em relação às concentrações no sangue. As concentrações de BH4 aumentam nos primeiros dias de vida e comprovamos isto nos nossos dados. Ao compararmos as concentrações de BH4 no colostro e com a fórmula e observamos que as fórmulas usadas no Canadá não tem nenhum BH4 e o leite materno tem 500 vezes mais. Assim, a possibilidade do leite materno proteger o recém-nascido da enterocolite necrosante com base no BH4 é real.

Leite materno e formula para recém-nascidos a termo. Em (A) tetrahydrobiopterina (BH4-barra branca) e BH2-barra preta). Em (B): taxa de BH4/BH2 (Weinmann, 2011)
Conseguimos também medir na rata. Não foi fácil obter o leite de rata. A concentração de BH4 no leite da rata é o dobro.

Então, a composição do leite materno faz dele o alimento ideal para o RN e entre outros, contem concentrações altas de arginina e BH4, levando a hipótese de que o leite materno preveniria a ECN através do favorecimento da vasodilatação intestinal. A geração de NO no leite materno, mais BH4 para a musculatura intestinal, facilitaria a produção do NO, mantendo os vasos intestinais em um estado mais dilatado, em relação às crianças que estão recebendo fórmulas.
Tentamos provar em animais e observamos
 que se você aumenta a concentração de BH4, as artérias mesentéricas normais relaxam. Aumentado os níveis de BH4 além dos níveis de que os RN seriam expostos, observamos constrição, o que demonstra que o BH4 é instável e pode rapidamente se transformar em BH2 e contribui para a vasoconstrição. 

Qual seria o grau de constrição que estas artérias mesentéricas demonstraram na presença ou ausência de BH4? Uma molécula importante que leva a vasoconstricção intestinal é o tromboxane (molécula produzida por sepse por Streptococcus). Na faixa de tromboxane mais fisiológica presente a nível tecidual, a presença do BH4 levou a diminuição do grau de constrição. Assim, não só conseguimos observar que é possível vasodilatar ramos das artérias mesentéricas com BH4, mas também conseguimos prevenir a vasoconstricção desta vasculatura exposta ao tromboxane.

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 


c
O BH4 reduz a contração pelo tromboxane em artérias mesentéricas de recém-nascidos de rato

Efeito da tetrahidrobiopterina (BH4) no tromboxane A-2 na indução da força. O desenvolvimento da  força das artérias mesentéricas do rato U46619  foi dose-resposta na ausência ([image: image4.png]


) e presença do BH4([image: image5.png]


); sozinho  ou em combinação com o nNOS([image: image6.png]


) eNOS  ([image: image7.png]


) inibidores (Weinmann, 2011)
Com isto queria concluir dizendo que a deficiência do BH4 leva a uma vasoconstricção pulmonar e sistêmica. Já existe no mercado americano o BH4 em cápsulas, podendo ser usado e para tratamento. A sua presença no leite materno confere proteção do recém-nascido à enterocolite necrosante e a explicação seria através do óxido nítrico (NO). O leite materno, além de conter BH4, contem arginina que é o substrato para geração do NO.



Nota do Editor do site (www.paulomargotto.com.br), Dr. Paulo R. Margotto. Consultem também!

A PASTEURIZAÇÃO DO LEITE HUMANO COMPROMETE A CONCENTRAÇÃO DE BH4?NO LEITE HUMANO
E-mail enviado ao Prof. Dr. Jaques Belik do Canadá

(jaques.brelik@sikkids.ca)
llustre Prof. Jaques Belik. Tive acesso à excelente Apresentação sobre Leite Materno e a Regulação Intestinal e Pulmonar no Recém-Nascido, assim como o estudo da Profa. Angela Weinmann sob sua orientação (Tetrahydrobiopterin is present in high quantity in human milk and has a vasorelaxing effect on newborn rat mesenteric arteries, Pediatric Research 2011;69:325-329). Gostaria de saber se a pasteurização do leite humano destruiria, diminuiria, inativaria o BH4. Não consegui literatura sobre este aspecto quanto o papel da pasteurização do leite humano no  do BH4.Abraços, Paulo R. Margotto, de Brasília, Brasil

Resposta ao e-mail: Eu creio que a pasteurização destrói o BH4, mas seria importante confirmar isto.  Há muito tempo que estou querendo obter dados a respeito aqui em Toronto, já que todo o nosso leite vindo do banco de leite é pasteurizado.
Leite humano fortificado
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RESUMO

Resumo

BH4

Deficiência leva a vasoconstricção pulmonar e sistêmica

Induz vasodilatação de vasos mesentérios

Leite Materno

Protege contra a enterocolite necrosante

Contém óxido nítrico

Precursores (L-arginina) e co-fator (BH4)
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