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Resumo: O presente trabalho visa apresentar os principais achados histopatoldgicos derivados
dos Kernicterus, obtidos a partir de estudos sobre Iaminas de tecido encefalico, enfatizando a
investigacdo das alteracdes em cerebelo, hipocampo e ganglios da base, assim como as mudancas
neuronais, gliais e vasculares. Foi realizada uma revisao sistematica dos artigos e estudos que
fizeram analises histopatolégicas de estruturas do Sistema Nervoso Central no Kernicterus. Para
tal, foram utilizadas bases de dados online, dentre elas, Scielo e Pubmed, e revistas cientificas,
sem restri¢des de idioma e periodo. Na pesquisa foram utilizadas varias combinagdes dos
descritores: “Kernicterus”, “hiperbilirrubinemia neonatal”, “encefalopatia bilirrubinica”,
“histologia kernicterus”.

Abstract: The present work aims to present the main hystopathological findings derived from
Kernicterus, obtained from other studies on brain tissue blades, emphasizing the investigation on
cerebellum, hippocampus and basal ganglia alterations, as well as modifications in neurons. Glial
cells and vascularization. A systematic review was performed about papers and articles, which
analyzed hystopathological structures of the Central Nervous System on Kernicterus. For such,
online data bases were used, among them, Scielo and Pubmed, and scientific journals, without
any language and time restriction. On the research, various combinations of key-words were used:
“Kernicterus”, ‘“neonatal hyperbilirubinemia”, “bilirubin encephalopathy”, “kernicterus
histology”.

Introducéo

A ictericia grave neonatal é a causa mais comum de morbidade na primeira semana de vida,
afetando 60-80% dos neonatos mundialmente (BURKE et al, 2009). Kernicterus é definido como
depdsito do pigmento bilirrubina nos ndcleos basais do sistema nervoso central, observado em
cortes anatomopatoldgicos de neonatos falecidos com hiperbilirrubinemia severa (WATCHKO,
2006). A palavra foi formada a partir do alemdo KERN, “ntcleo, carogo”, mais o Latim
ICTERUS, “ictericia”. Constitui-se por alteragdes cognitivas, de linguagem, auditivas, visuais,
comportamentais e no desenvolvimento neurolégico.

Dos 4 milhdes de recém-nascidos por ano nos Estados Unidos, mais de 3.5 milhGes nascem
com 35 ou mais semanas de gestacdo. A maioria desses nascimentos tem desfechos benignos com
pouco ou nenhum comprometimento clinico e neuroldgico durante o primeiro ano de vida. No
entanto, quase todos 0s recém-nascidos saudaveis tem algum grau de hiperbilirrubinemia e mais
de 60% desenvolvem ictericia na primeira semana de vida. O acimulo de bilirrubina pode-se dar
dentro de horas depois do parto, e 0 atraso na capacidade fisioldgica de eliminar tal pigmento €
evidenciado em recém-nascidos prematuros e naqueles com pouco consumo de leite materno e
com alguma infecgéo intercorrente (BUTHANI et al, 2007).

A implementacdo do diagnostico pré-natal, de medidas preventivas e a utilizacdo de
fototerapia e exsanguinotransfusdo reduziram de forma importante a encefalopatia bilirrubinica
em recém-nascidos a termo (JAMA, 2001). Portanto, é fundamental o reconhecimento dos fatores
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de risco epidemioldgicos e outras variaveis, como a idade gestacional, idade pos-natal, peso ao
nascimento e valor da bilirrubina total. Sdo também de notavel importancia a busca de ictericia
durante a internagéo, nas primeiras 48 horas de alta e o incentivo ao aleitamento materno, para
assegurar uma adequada hidratacdo e alimentacdo (MACEDO et al, 2012).

Casos de disfuncdo neuroldgica induzida por hiperbilirrubinemia sdo reportados em todo o
mundo, sendo a incidéncia muito dificil de se estabelecer com precisao, ja que ndo é uma patologia
de reporte obrigatdrio e a severidade da hiperbilirrubinemia depende de um julgamento clinico e
da necessidade de fototerapia ou exsanguinotransfusdo (GAMALEDIN et al, 2011).

O tratamento da hiperbilirrubinemia severa, baseado somente no nivel de bilirrubina, tem um
valor limitado para prevenir dano neuroldgico, visto que se desconhece o valor de bilirrubina para
produzir dano neuroldgico e que existem outros fatores bioldgicos que estariam implicados na
patogenia (VANDBORG, 2012). Complicacdes clinicas como sepse neonatal, desidratacéo,
enfermidades hemoliticas, hipoalbuminemia, acidose metabdlica, asfixia neonatal e algumas
enfermidades genéticas com transtornos do metabolismo da bilirrubina podem incrementar a
vulnerabilidade da neurotoxicidade (HANSEN et al, 2011).

A bilirrubina pode ter efeito neuroprotetor ou neurotoxico, de acordo com a sua concentracao
nos tecidos. Exerce efeito protetor atuando como antioxidante contra radicais livres,
especialmente o peroxinitrito (possui grande capacidade de dano tissular), apresentando protecéo
contra algumas enfermidades crénicas. Por outro lado, em altas concentragdes pode produzir dano
tissular. De acordo com estudos pré-clinicos, essa molécula tem outras funcgdes
imunomoduladoras, atuando tanto sobre linfécitos T e B (MANCUSO et al, 2017).

A neurotoxicidade depende das caracteristicas da imunidade inata do Sistema Nervoso
Central (SNC) imaturo do neonato, assim como de uma complexa interagdo entre o nivel e o
tempo de exposi¢cdo do SNC a bilirrubina livre. Dessa forma, a concentragdo de albumina no
neonato e o deslocamento do seu sitio de unido a bilirrubina, tem um papel muito importante na
fisiopatologia da lesdo neuroldgica (DOCOOD et al, 2009).

A fisiopatogénese molecular do dano neuronal provocado pelo depdsito de bilirrubina, apesar
de ndo ser totalmente compreendido, provavelmente reflete os efeitos da bilirrubina nédo
conjugada no plasma e/ ou membranas mitocondriais e do reticulo endoplasmatico. Distdrbios na
membrana podem levar ao surgimento de exotoxicidade neuronal, faléncia energética
mitocondrial ou concentracdo aumentada de calcio intracelular, contribuindo, portanto, para as
lesbes celulares neuronais. Dentre os efeitos desencadeados pelo aumento do célcio intracelular
estdo a ativagdo de enzimas proteoliticas e mecanismos de apoptose e/ ou necrose (WATCHKO,
2006).

A bilirrubina se adere a membrana celular do neur6nio produzindo mudancas nas
mitocdndrias, estresse oxidativo, falha energética e apoptose celular. Porém as células da glia,
incluindo as células do endotélio vascular cerebral, também podem ser afetadas por ativagdo de
citocinas inflamatérias (WATCHKO et al, 2013). Pode ocorrer dano a estrutura da membrana das
celulas endoteliais dos capilares, mostrando extravasamento de eritrocitos no espaco extra
vascular e edema vasogénico nas regides vulneraveis ao kernicterus (BRITO et al, 2012).

Os mediadores quimicos e transportadores na barreira hematoencefalica tém um papel
importante na entrada do pigmento nas células do SNC. Em culturas de células, a bilirrubina
impede a ramificacdo neuronal e induz a liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias pela microglia
e astrocitos (BRITES, 2012).

H& evidéncias pré-clinicas, que o pigmento pode ser encontrado em cortes cerebrais de
hipocampo, cérebro médio, hipotadlamo, cerebelo e medula espinhal. Nessas regifes, pode ser
evidenciada eosinofilia de neurbnios, caracteristica de células que estdo em processo de
degeneracdo, e espongiose (vacuolizacdo) no parénquima cerebral, usualmente associados a
deplecédo de neurdnios (PALMELA et al, 2015).
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No hipocampo, regido com maior perda neuronal e vacuolizagdo, ha astrogliose
significantemente exacerbada. Segundo Palmela et al, foi evidenciado também que 16% da falta
de cobertura vascular por pericitos acontece no hipocampo. A perda de pericitos, que promovem
a sobrevivéncia tecidual, se da por conta do estresse e injuria teciduais, comprometendo a
interacdo pericito-astrécito, contribuindo assim para um aumento focal da permeabilidade da
barreira hematoencefalica e para a fragilidade de areas do cérebro especificas durante o
desenvolvimento (BRAUN et al, 2007; PALMELA et al, 2015).

O cortex temporal exibe alto nimero de astrécitos e intensidade venosa. De acordo com
Palmela et al, a observacdo de um aumento de 41% da area de coladgeno nas veias do cortex
temporal, mas ndo em outras regides, pode estar relacionada a mecanismos adaptativos e de defesa
que essa regido desenvolve contra as injarias induzidas pela bilirrubina. O aumento da espessura
da membrana basal observada no cortex temporal também sugere que esta € menos submetida a
permeabilidade da bilirrubina (PALMELA et al, 2015).

Resultados

No estudo de Pamela et al., foram observados o cerebelo, hipocampo e os ganglios da base
de 03 criancas com Kkernicterus, corados com Hematoxilina-Eosina. Notou-se neur6nios
eosinofilicos, que é uma caracteristica da degeneracdo destas células. Estes neurdnios foram
observados mais no hipocampo, mas também estiveram evidentes no cerebelo e nos ganglios da
base, mas néo no cortex temporal (PALMELA et al, 2015).

Outro efeito comum foi 0 aumento de les@o espongiforme do parénquima cerebral, ligado a
uma deplecdo dos neurdnios, mais evidente no hipocampo e ndo vista no cortex temporal. Esta
injaria pode ser resultado do acimulo de bilirrubina no citoplasma, uma vez que néo foi observada
no cortex temporal, o qual ndo é suscetivel ao kernicterus ou ndo esteve presente no controle.

A bilirrubina pode originar a significante reducéo de 34% da extensdo da camada germinativa
do cortex cerebelar, ndo apresentando mudangas na camada molecular, nem na camada das células
de Purkinje e nem na camada granulosa interna.

Curiosamente, uma reducdo no numero de neurdnios por campo foi notada nos neurénios de
Purkinje do cortex cerebelar (24%, Figura 1), mas ainda mais evidente nos neurdnios do nucleo
dentado (65%, Figura 2), quando comparado com as amostras controle. Os neurdnios cerebelares
ndo revelaram nenhuma altera¢&o no tamanho celular.
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Figura 1 - AlteracGes neuronais no parénquima cerebral dos casos de kernicterus. A imunomarcacao para
neurénios e neurofilamentos, revelou: uma reducdo na espessura da camada germinativa externa, sem

alteracGes na camada molecular, camada de células de Purkinje e camada granular interna do cortex
cerebelar.
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Figura 2 - AlteracGes neuronais no parénquima cerebral dos casos de kernicterus. A imunomarcacéo para
neurénios e neurofilamentos, revelou: uma reducdo no nimero de neurdnios no nucleo denteado do
cerebelo, sem alteracOes na area do corpo celular.

De acordo com os achados histopatol6gicos representado na figura 1, a perda neuronal foi
particularmente manifestada na terceira camada do corno de Amon (CA3, hipocampo) (Figura 3),
que além da diminuicdo de 73% na densidade neuronal, também apresentou alteragdes celulares
no que tange ao tamanho dos corpos celulares, revelando uma diminuicdo de 51% nas amostras
das criancas que desenvolveram kernicterus.

H ' CA3 O Control cases @ Kernicterus cases
ppocampus -
300
Control Kernicterus ? § =
%: _-"/.f,‘ ¥ : g‘.-"‘ § z 200
LB Y . g 3
3 150 ek
s g 100
: g
z 0

Figura 3 - AlteracGes neuronais no parénquima cerebral dos casos de kernicterus. A imunomarcacéo para
neurdnios e neurofilamentos, revelou: uma redugdo tanto no nimero quanto na &rea do corpo dos
neurdnios presentes na terceira camada do corno de Amon (CA3) do hipocampo.

Uma redugdo significativa de 62% da densidade neuronal e de 39% na dimens&o do corpo
celular foi similarmente observado na regido do globo péalido dos ganglios da base (Figura 4),
guando comparados aos controles pareados.
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Figura 4 - AlteracGes neuronais no parénquima cerebral dos casos de kernicterus. A imunomarcacéo para
neurénios e neurofilamentos, revelou: uma reducdo no nimero e na area do corpo celular dos neurdnios
presentes na regido do globo péalido dos ganglios da base.

A astrogliose foi observada em modelos experimentais de hiperbilirrubinemia e em casos de
kernicterus. Assim sendo, foi encontrado um aumento no nimero de astrocitos em amostras de
autopsias, nos casos de kernicterus.

Nas criangas que desenvolveram a encefalopatia da bilirrubina, a astrogliose estava
significativamente aumentada apenas no hipocampo (76%, Figura 5), isto é, regido com grande
perda neuronal e vacuolizagdo. Por outro lado, é interessante ressaltar que a regido que apresenta
a maior densidade astrocitaria, nos casos de controle, é o cortex temporal (Tabela 1), que é
conhecido pela menor suscetibilidade a deposi¢do de bilirrubina, como mencionado acima.
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Figura5 - AlteracGes no nimero de astrdcitos e na cobertura vascular do pericito no parénquima cerebral
dos casos de kernicterus. Imunocoloracdo para astrocitos e proteina acida fibrilar glial, mostrou uma
elevacao no nimero destas células gliais no hipocampo dos casos de kernicterus.

Tabela 1 - Perfis neuronais, astrogliais e vasculares de diferentes regifes
cerebrais no cérebro néo ictérico.

Ganglios | Cortex

Indicadores Cerebelo | Hipocampo daBase | Temporal

Densidade neuronal
(NUmero de neur6nios por campo) 8+/13" 49+ 5s -

Area do corpo da célula neuronal
(pm°)

Densidade dos astrocitos
(NUmero de astrécitos por campo)
Cobertura vascular do pericito
(intensidade / pm? da 170 154 158 172
parede do vaso)
Imunorreatividade da membrana
basal em vasos intermediarios

171+/243" 265 327% -

20 16 20 24%

&
(intensidade / um? da parede do vaso) 186 155 166 181
Area da membrana bzasal em 53" 40 43 38
pequenos vasos ((m?)
Densidade do vaso 86 68 74 48

(nimero de vasos / mm?)
Vasos de pequeno calibre (%) 13" 49 35 46
Caveolin-1 (intensidade / pm? da
parede do vaso)
A analise imunohistoquimica foi realizada para avaliar neurdnios (neurofilamentos), astrécitos (proteina
acida fibrilar glial), pericitos (a-actina do musculo liso), membrana basal (colageno 1V), vasos (cluster de
diferenciagcdo 34) e caveolae (caveolin-1). "P <0,05 e **P <0,01 vs todas as outras regides; *P <0,05 vs
Cerebelo;&P <0,05 vs Hipocampo; *Cortex Cerebelar; Nicleo dentado; ‘Corno de Amon; *Globo palido.

178 168 210 209

No estudo de Turkel et al., foram avaliadas 58 criancas, sendo 32 com kernicterus e 26 casos
controle. Foram coradas com Hematoxilina-Eosina secgdes do cortex cerebral, regido subcortical,
substancia branca profunda, periventricular, substancia branca, matriz germinativa, cerebelo,
nicleo dentado, ganglios da base, tadlamo, subtadlamo, nucleos olivares inferiores, nucleos
adjacentes ao assoalho do quarto ventriculo, hipocampo, mesencéfalo, ponte, medula, medula
espinhal e as meninges (TURKEL et al., 1982).

Multiplas caracteristicas histologicas foram comparadas entre os kernicterus e o grupo dos
ndo-kernicterus, incluindo degeneracdo neuronal (amarelo coloragdo, eosinofilia, cromatdlise,
picnose), neuronofagia, inflamagdo aguda e cronica, necrose, infarto, hemorragia,
desmielinizacdo, astrocitose, gliose e mudanca esponjosa. Ap6s todas as amostras terem sido
examinadas, os resultados foram tabelados (Tabela 2).

Na revisdo histoldgica, as sec¢des do cérebro de ambos 0s grupos mostraram uma variedade
de anormalidades. A anormalidade mais comum no grupo kernicterus foi a mudanca esponjosa,
caracterizada por uma aparéncia vacuolada do parénquima, com edema. Os neur6nios, na area das
alteracBes esponjosas, ndo tiveram alteracdes.

A necrose neuronal focal, ou de areas maiores, ou de infarto coagulativo, ndo diferiram entre
o0s dois grupos. A gliose foi significativamente mais comum no grupo com kernicterus e foi mais
achada nas criangas que viveram mais. Areas de desmielinizagio foram mais frequentemente
vistas em seccdes de cérebros com kernicterus do que em seccdes de cérebros de controle. Areas
focais de hemorragia foram vistas similarmente em ambos 0s grupos.
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Tabela 2 — Resultados das amostras do estudo de Turkel et al., 1982.

Criancas Cilculos”
Kernicterus Controle P Odds
(n=32) (n=26) Ratios
Mudanga esponjosa 30 17 <0005 232
Cortex Cerebral 22 6 NS 7.33
Branca Cérebro 11 7 NS 0.79
Cortex Cerebelar 10 5 NS 2.14
Branca Cerebelar 8 2 NS 4.00
Medular 8 0 NS
Gliose 9 2 <0005 7.24
Cérebro 6 1 NS 4.73
Cerebelo 1 0 NS
Géinglios da Base 4 0 NS
Coloracgio de Bilirrubina 2 1 NS 3.67
Niicleo dentado 2 1 NS 2.18
Mesencéfalo 1 0 NS
Niicleo Olivares 1 0 NS
4° Ventriculo 1 0 NS
Leucomaldcia Periventricular 5 4 NS 0.74
Hemorragia
Matriz Germinal 17 13 NS 1.31
Meninges 12 12 NS 0.20
Necrose 10 8 NS 0.72
Desmielinizaciio 3 0 NS
Astrocitose 2 4 NS 0.35
Inflamagdio 2 2 NS 0.28

*Cilculos baseados no nimero de observagio, ndo no niimero de pacientes.

Trés exemplos tipicos das alteracbes microscopicas do kernicterus classico foram
encontradas, mostrando neurdnios degenerados no nucleo dentado, nos ndcleos olivares inferiores
ou mesencéfalo e na substancia branca periventricular.

Discusséo

Neste trabalho, comparamos resultados de dois estudos abordando a histopatologia dos
kernicterus, caracterizada principalmente pela impregnagdo bilirrubinica de componentes do
SNC, que traz consigo, fatores determinantes para a lesdo neuronal. Apesar da presenca de
achados em comum, corroborando mutuamente as teses dos dois artigos, é necessario um maior
numero de estudos de casos de kernicterus em humanos para a confirmacgéo, de forma mais segura,
dos dados apresentados.

As avaliagbes do tecido nervoso dos neonatos diferem entre os estudos, nas regides
observadas e no tipo de analise realizada. Turkel et al. realizou uma avaliacdo mais abrangente
com coloracdo por hematoxilina e eosina de dezoito regides do sistema nervoso central, incluindo
cortex, subcortex e medula cerebral, substancia branca periventricular, cerebelo, giro dentado e
outras partes do hipocampo, tdlamo, nucleo olivar inferior, ganglios da base, nucleos adjacentes
a parede do quarto ventriculo, medula espinal, meninges, entre outros (TURKEL et al., 1982).

O estudo de Palmela et al., além da coloracdo por hematoxilina e eosina, realizou analise
imunohistoquimica dos tecidos, para observacdo de parametros neuro-astrocitarios-vasculares.
Nestes métodos, apenas quatro regides cerebrais foram analisadas: cerebelo, hipocampo, ganglios
da base e cortex temporal. Apesar das diferencas, os artigos se complementam e mostram
resultados semelhantes em pontos partilhados, possibilitando nossa comparagédo (PALMELA et
al., 2015).

O principal aspecto em comum no que se refere as lesGes provocadas pela hiperbilirrubinemia
em neonatos — principalmente a custa de bilirrubina ndo-conjugada (BNC), que apresenta mais
certamente neuroafinidade e neurotoxicidade — é a alteragdo vacuolar ou espongiforme
(vacuolizagdo) do parénquima. Tanto Palmela et al. quanto Turkel et al. sinalizam a deplecéo
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neuronal, predominante nos pacientes com kernicterus, como uma das mais significativas
alteracBes histoldgicas. Associada a esta particularidade esta a presenca invaridvel de edema
(TURKEL et al., 1982 e PALMELA et al., 2015).

O artigo de 2015 de Pamela et al ressalta que as principais areas afetadas por essa alteracdo
sdo hipocampo, cerebelo e 0s ganglios da base, constado pela observacao de citoplasma alaranjado
indicando eosinofilia, caracteristica tipica de degradacdo neuronal. Essas regides sdo distintas das
apontadas previamente por Turkel et al., que afirma a presenca mais significante de lesdes
espongiformes cortex e medula cerebral, seguido entdo por cortex e medula cerebelar. Em ambos
0s casos a existéncias de tais lesdes foi menor no grupo controle (TURKEL et al., 1982).

Outro tdpico chave foi a constatacdo de gliose, significativamente mais comum no grupo com
hiperbilirrubinemia e kernicterus, nos dois trabalhos. Os achados de Turkel et al. destacam ainda
que pacientes que sobreviveram por mais tempo apresentaram esta caracteristica mais
frequentemente. Ambos os artigos apontam para as mesmas areas sendo como as principais
afetadas, cerebelo e ganglios da base, porém Palmela et al. também indica o hipocampo como
fortemente afetado pela astrogliose (Figura 5), fato ndo constatado no outro artigo (TURKEL et
al., 1982 e PAMELA et al., 2015).

Vale ressaltar a importancia da constatagdo da astrogliose como fator potencialmente decisivo
na lesdo do sistema nervoso promovida pelos kernicterus. Os astrdcitos parecem apresentar papel
importante na defesa inicial contra a bilirrubina ndo-conjugada, porém o aumento da densidade
de astrdcitos, concomitantemente ao decréscimo dos pericitos (também relatado por Palmela et
al.), aparenta causar fragilidade microvascular na regido do hipocampo. Com um detrimento da
unidade neurovascular, associado ao comprometimento da membrana basal pela reducdo de
colageno tipo 1V, torna-se compreensivel o surgimento do edema através de hiperpermeabilidade
vascular (PAMELA et al., 2015).

A alteracéo espongiforme do parénquima é exposta por Turkel et al. como caracteristica
classica dos kernicterus, e uma indicagdo clara de edema intra ou extracelular, refletindo os danos
causados ao sistema nervoso central. Tanto ela quanto a gliose implicariam em degeneracoes
difusas e, dessa forma, aumentariam a predisposicéo do tecido a deposicdo de bilirrubina mesmo
com concentracdes relativamente baixas de BNC (TURKEL et al., 1982).

Considerac0es Finais

Por mais que sejam evidenciadas alteracGes similares em ambos trabalhos, ainda restam
muitas areas a serem cobertas por novos estudos a cerca da total extensdo dos danos causados pela
hiperbilirrubinemia neonatal, condi¢cdo extremamente comum, porém que se mantém até o
presente momento sem completa percepcao de pontos fundamentais de sua histopatologia.
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