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RESUMO

INTRODUCAOQ: Estresse oxidativo participa na patogénese da pré-
eclampsia (PE). A composigao oxidante e antioxidante do leite materno na
PE é pouco conhecida. OBJETIVO: Investigar o efeito da PE na
composicdo oxidante e antioxidante do colostro e leite maduro. METODO:
Estudo longitudinal de corte transversal, com puérperas da Maternidade
da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, no periodo de 2015-
2017. Foram estudadas 300 puérperas, divididas em 2 grupos, pareados
pela idade gestacional: PE (n=150) e normotensas (n=150). Colostro foi
coletado entre 24-72 horas pos-parto e o leite maduro no final do primeiro
més. Foram dosadas enzimas antioxidantes: Glutationa peroxidase (GPx),
Catalase (CAT) e Superoxido dismutase (SOD) e o marcador de
peroxidacao lipidica malondialdeido (MDA). Os grupos foram comparados
pelo Qui-quadrado ou teste Exato de Fisher, ANOVA seguida pelo teste
de Wald com controle de confundidores. RESULTADOS: No grupo PE,
comparado ao controle, foram detectadas maiores concentragbes das
enzimas antioxidantes SOD(U/mL) (0,05+0,04 vs 0,04+0,03) e
CAT(nmol/min/mL) (560677 vs 317+359) no colostro, e menores
concentragcbes de MDA(nmol/mg) tanto no colostro (12+11 vs 17%15)
como no leite maduro (22+27 vs 38+68). Com a progresséo da lactagao
houve aumento do MDA e diminuicdo da enzima CAT em ambos os
grupos. Na PE o efeito protetor antioxidante do colostro foi maior tanto em
prematuros como nos termos, em comparagdo as normotensas.
CONCLUSAO: Na pré-eclampsia a composicdo oxidante/antioxidante do
leite materno modifica-se, principalmente no colostro, com menor
conteudo oxidante e maior concentragcdo de antioxidantes, o que pode

beneficiar os recém-nascidos, especialmente os prematuros.

Palavras-chave: pré-eclampsia, leite materno, colostro, oxidantes,

antioxidantes.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Oxidative stress contributes to the pathogenesis of
preeclampsia (PE). The oxidant and antioxidant composition of breast milk in
PE is not widely known. OBJECTIVE: To investigate the effect of PE on the
oxidant and antioxidant composition of colostrum and mature milk. METHOD:
Longitudinal cross-sectional study, with puerperal women from the Maternity
Hospital of Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP, in the period 2015-
2017. Were studied 300 puerperal women, divided into 2 groups, matched by
gestational age: PE (n=150) and normotensive (n=150). The colostrum was
obtained between 24-72 hours postpartum and mature milk at the end of the
first month. Antioxidant enzymes: Glutathione peroxidase (GPx), Catalase
(CAT) and Superoxide dismutase (SOD), and the lipid peroxidation marker
malondialdehyde (MDA) were assessed. The groups were compared using
the Chi-square or Fisher's Exact test, ANOVA followed by the Wald test with
confounding control. RESULTS: PE group, compared to the control group,
showed higher concentrations of antioxidant enzymes SOD (U/mL)
(0.05+£0.04 vs 0.04+0.03) and CAT (nmol/min/mL) (5601677 vs 317+359) in
the colostrum, and lower concentrations of MDA (nmol/mg) both in colostrum
(12411 vs 174£15) and mature milk (22+27 vs 38+68). As lactation progressed,
there was an increase in MDA and a decrease in the CAT concentration in
both groups. In PE, the antioxidant protective effect of colostrum was greater
in premature and term gestation, compared to normotensive women.
CONCLUSION: In pre-eclampsia, the oxidant/antioxidant composition of
breast milk is modified, especially in colostrum, with a lower oxidant content
and a higher concentration of antioxidants enzymes, which can benefit

newborns, especially premature infants.

Keywords: pre-eclampsia, breast milk, colostrum, oxidants, antioxidants.
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1. INTRODUGAO

1.1.Pré-eclampsia

Os disturbios hipertensivos acometem 5% a 7% de todas as gestacoes,
com cifras crescentes nos paises em desenvolvimento (Ferrdo et al., 2006;
Nash, 2007; Moura et al., 2010; Novo & Gianini, 2010; Souza et al., 2010; Poon
et al, 2019).

A pré-eclampsia (PE) € uma doenga multissistémica, manifestacdo mais
frequente dos disturbios hipertensivos da gestacédo. Afeta 2 a 5% das gestantes
e € uma das principais causas de morbidade e mortalidade materna e perinatal,
especialmente quando a doenga é de manifestagao precoce (< 34 semanas de
gestacédo) (Coelho et al., 2004; Burton et al, 2019).

A pré-eclampsia associa-se com repercussdes imediatas para o concepto
representadas por prematuridade, restricio do crescimento fetal, sofrimento
fetal, risco aumentado de doengas pulmonares agudas e cronicas e morte
perinatal. No longo prazo existe preocupagao com as criangas nascidas de baixo
peso, pois essas apresentam maior risco de desenvolver hipertensao e
dislipidemia na idade adulta (Ferrao et al., 2006; Souza et al., 2010; Rugolo et
al., 2011; Rugolo et al., 2012; Taysi et al., 2018).

A fisiopatologia e a etiologia dessa doenga nao estdo esclarecidas.
Estudos sugerem que fatores genéticos, imunoldgicos e o estresse oxidativo
estdo envolvidos no desenvolvimento da pré-eclampsia (Peragoli & Parpinelli,
2005; Nash, 2007; Peres, 2007; Raijmakers et al., 2008; Souza et al., 2010;
Rugolo et al., 2015; Shah & Khalil, 2015).

Polimorfismos genéticos e resposta imune materna alterada podem
comprometer o remodelamento das arteriolas espiraladas e prejudicar a invasao
do citotrofoblasto na decidua, causando inadequada perfusdo uteroplacentaria
com areas de isquemia/hipéxia na placenta. A condicdo hipdxico-isquémica
placentaria associa-se com a liberagdo de varios fatores vasoativos, incluindo as
citocinas pro-inflamatorias, fatores anti-angiogénicos e espécies reativas de
oxigénio que culminam na lesdo e disfungdo endotelial, com aumento da
resisténcia vascular, hipertensao e manifestacbes sistémicas maternas. Assim, a

inadequada placentagdo € considerada o evento desencadeante da pré-
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eclampsia e a participagao do estresse oxidativo na fisiopatologia dessa doenga
tem sido cada vez mais destacada (Raghupathy, 2013; Shah e Khalil, 2015;
Aouache et al, 2018; Ferreira et al, 2020; Guerby et al, 2021).

1.2.Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo decorre do desequilibrio entre a geracédo de
compostos oxidantes e a atuacédo dos sistemas de defesa antioxidante. Dentre
os compostos oxidantes destacam-se as espécies reativas de oxigénio,
encontradas predominantemente na forma de radicais livres de oxigénio
derivados do metabolismo mitocondrial. Pela sua instabilidade, os radicais livres
agregam-se facilmente a outras moléculas tentando capturar elétrons para se
tornarem estaveis, entretanto esse processo pode causar danos em proteinas,
lipidios e DNA (Figura 1). Espécies reativas de oxigénio sdo produzidas por
diversos mecanismos, incluindo o metabolismo de prostaglandinas e de acidos
graxos, isquemia-reperfusdo, hipoxia e hiperoxia, inflamag¢ao e degradacéo de
ATP. Dentre as substancias oxidantes, os radicais livres de oxigénio (ROS),
apresentam a maior importancia bioldgica. Como os radicais livres sao altamente
instaveis, seus efeitos oxidantes sdo avaliados indiretamente pela diminuigao
dos antioxidantes ou pelos produtos finais do estresse oxidativo, sendo um dos
mais estudados o malondialdeido (MDA), produto secundario da peroxidagao
lipidica das membranas celulares. O MDA possui agao citotéxica e genotoxica, e
encontra-se em niveis elevados em diversas situacdes associadas ao estresse
oxidativo (Trindade & Rugolo, 2007, Cipierre et al, 2013; Perrone et al, 2019).

O sistema de defesa antioxidante tem a fung¢ao de inibir e ou reduzir os
danos causados pelos radicais livres e ou espécies reativas de oxigénio. Esse
sistema compreende substincias enzimaticas e nao enzimaticas. Os
antioxidantes enzimaticos incluem as enzimas superoxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase. Dentre os antioxidantes n&o enzimaticos destacam-se:
vitamina A (retinol e carotenoides), selénio, zinco, cobre, ceruloplasmina,
bilirrubina e as vitaminas C (acido ascérbico) e E (tocoferol). Dentre estas
substancias, énfase tem sido dada as enzimas antioxidantes: Superodxido

dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa peroxidase (GPx). Essas
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enzimas juntamente com a vitamina E, desempenham importante papel protetor
na peroxidacao lipidica (Trindade & Rugolo, 2007; Nogueira et al, 2010).

Glutationa, um tripeptideo (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), existe no
organismo em duas formas: reduzida e oxidada, atuando direta ou indiretamente
em muitos processos bioldgicos importantes, incluindo a sintese de proteinas,
metabolismo e protecao celular. A atividade enzimatica da glutationa peroxidase
(GPx) € um dos meios de controle dos niveis de perdoxido de hidrogénio e
hidroperoxidos lipidicos no organismo, fazendo parte do sistema de defesa
antioxidante enzimatico celular. Uma caracteristica dessa enzima é apresentar
um residuo de cisteina contendo selénio covalentemente ligado ao restante da
enzima. Sua atividade depende da oxidagdo da glutationa reduzida, que se
transforma em glutationa oxidada (Meister et al., 1983).

Outra enzima que age conjuntamente com a glutationa peroxidase € a
glutationa redutase (GR). Esta ndo age diretamente na remocédo de radicais
livres, porém é responsavel pela regeneragao da glutationa a sua forma reduzida
na presenga de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), visando
impedir a interrup¢do do ciclo metabdlico da glutationa (Meister et al., 1983).

A instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre da producao
excessiva de radicais livres ou da insuficiente capacidade de remocgao dos
mesmos. Tal processo propicia a oxidagao de biomoléculas com consequente
perda de suas fungdes e ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestacéo é o
dano oxidativo de estruturas celulares em varios tecidos e 6rgaos, com alteragao
de suas fungdes vitais (Vancini et al., 2005; Trindade & Rugolo, 2007).

Na presenga do estresse oxidativo sao produzidos metabdlitos
especificos, os marcadores do estresse oxidativo, que podem ser identificados e
quantificados.

A membrana celular é a estrutura mais suscetivel a acdo das espécies
reativas de oxigénio que causam peroxidagdo lipidica, podendo esta
peroxidagcao ser catalisada por ions ferro ou iniciada pelo radical hidroxila
(Trindade & Rugolo, 2007). Os produtos da peroxidagdo lipidica, como o
malondialdeido (MDA) podem ser utilizados como indicadores da agao dos
radicais livres no organismo, assim a quantificagdo de MDA nos sistemas
biolégicos é um parametro importante para avaliagcdo do estresse oxidativo
celular (Andrade Jr et al, 2005; Del Rio et al., 2005). A Figura 1 apresenta
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esquematicamente o desequilibrio nos sistemas oxidante/antioxidante e suas

consequéncias.

~ Sistema | y .
{ oxidante | sistema
. antioxidante

+ 1 Sistema oxidante X | Sistema antioxidante

G

Superdxido dismutase

1 Radicais livres =
Peroxidagéo lipidica Lesao celular = Glutationa peroxidase
» Glutationa
MDA 1."
F2-isoprostano £ = : = Selénio
Disfuncao endotelial .

" « Yitaminas A, Ee C

Alteracao funcgoes vitais

Figura 1. Relacdo entre sistema oxidante e antioxidante (Adaptado de
Vazquez et al., 2004).

1.3.Situagoes que aumentam o estresse oxidativo

Varias situacdes no periodo perinatal estdo associadas com aumento na
produgao de radicais livres, incluindo: doengas maternas e gestacionais, o
nascimento, o uso de altas concentragdes de oxigénio na reanimagao neonatal e
na ventilacdo mecanica, a fase de reperfusdao da lesdo hipdxico-isquémica
cerebral, a infecgéo/inflamacéo, o uso de nutricdo parenteral (Trindade e Rugolo,
2007; Weber et al, 2014).

1.3.1. Na gestagao
O estresse oxidativo aumenta na gestacdo normal, por haver maior

consumo de oxigénio, resultando na formagao de espécies reativas de oxigénio.
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Porém, esse aumento € compensado pela ativagdo dos mecanismos de defesa
antioxidante da gestante (Sharma et al., 2006; Marseglia et al., 2014; Chiarello et
al, 2020).

Na pré-eclampsia, a perfusdo sanguinea placentaria é inadequada,
propiciando a ocorréncia de areas de isquemia e reperfusdo com aumento na
formacao de radicais livres e, paralelamente, o sistema de defesa antioxidante
torna-se deficitario. Estudos em placenta de gestantes com pré-eclampsia
mostram aumento de peroxidagado lipidica e oxidagao proteica, bem como
diminuicdo das enzimas antioxidantes. Assim, o estresse oxidativo placentario &
considerado importante evento na patogénese da pré-eclampsia, e encontra-se
aumentado na mae e no recém-nascido (Vanderlelie et al., 2005; Chamy et al.,
2006; Sharma et al., 2006; Kaur et al., 2008; Rugolo et al., 2011; Hilali et al.,
2013; Negi et al., 2014; Shah & khalil, 2015; Shruti et al, 2017).

1.3.2. No nascimento

O nascimento associa-se a produg¢ao de radicais livres, devido ao aumento
agudo da oxigenagao na transigao do ambiente hipoxico intra-utero para o extra-
utero. Os recém-nascidos de termo possuem sistema de defesa antioxidante
capaz de evitar o aumento supra fisiolégico desses radicais, 0 que nao ocorre
nos prematuros, uma vez que as concentragcdes de antioxidantes sé aumentam
no final da gestacdo, de modo que os recém-nascidos prematuros sdo mais
vulneraveis ao estresse oxidativo desde o nascimento e durante todo o periodo

neonatal (Perrone et al., 2019).

1.3.3. No periodo neonatal

A assisténcia neonatal ao prematuro envolve, com frequéncia, situacoes
que aumentam o risco de estresse oxidativo, incluindo o uso de altas
concentragdes de oxigénio na reanimagédo em sala de parto e/ou na ventilagao
mecanica; o uso de nutricdo parenteral na qual os lipidios, aminoacidos e
vitaminas sao fontes de radicais livres; as transfusdes sanguineas que propiciam
sobrecarga de ferro; uso de fototerapia que pode desencadear dano
fotodindmico aos tecidos e ainda a ocorréncia frequente de infecgao/inflamacéao
(Aycicek & Erel, 2007; Trindade & Rugolo, 2007; Kapadia et al., 2013; Marseglia
et al., 2014; Mohamed et al., 2015; Aversa et al., 2016). Além da maior
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exposicdo a situagbes de risco para estresse oxidativo, a imaturidade e
deficiéncia do sistema antioxidante dos recém-nascidos prematuros aumenta o
risco de lesdo celular por radicais livres. Assim, o estresse oxidativo esta
envolvido na fisiopatologia de varias doengas da prematuridade como displasia
broncopulmonar, hemorragia peri-intraventricular, lesdo de substancia branca,
retinopatia da prematuridade e enterocolite necrosante (Tsukahara et al., 2004;
Trindade & Rugolo, 2007; Namdev et al, 2014; Yzydorczyk et al., 2015).

1.4.Leite Materno

Ja esta bem estabelecido na literatura que a nutricdo no inicio da vida tem
importantes repercussdes no longo prazo, e que o leite materno é o alimento
ideal para o recém-nascido. Assim, a OMS recomenda que todos os recém-
nascidos, incluindo os de baixo peso sejam alimentados com leite materno

exclusivo nos primeiros seis meses de vida (WHO, 2011; Cordero et al, 2012).

Para o RN pré-termo, a recomendacao do aleitamento materno tem sido
enfatizada com base nas propriedades imunoldgicas do leite materno, no seu
papel na maturagdo gastrintestinal, na formagdo do vinculo mae-filho e no
melhor prognoéstico de crescimento e desenvolvimento. O leite materno contém
varios imunonutrientes e fatores de crescimento, que melhoram a barreira
intestinal e a fungdo imune, propiciando beneficios imediatos como diminuigao
da permeabilidade a macromoléculas, reducédo da translocagao bacteriana e da
captacdo de endotoxinas (Tackoen, 2012). Varios estudos mostram menor
incidéncia de doengas neonatais graves como enterocolite necrosante e
infeccao/sepse (Nascimento & lIssler, 2004; Corpeleijn et al, 2012; Chapman,
2013; Patel et al, 2013), bem como beneficios no médio e longo prazo, incluindo
melhor crescimento e desenvolvimento nos primeiros anos de vida (Vohr et al,
2006; Vonhr et al, 2007; Edmond et al, 2008), melhor desempenho cognitivo na
idade escolar (Ribas-Fitd et al, 2007) e menor risco de sindrome metabdlica na
vida adulta (Owen et al, 2011).

O leite materno difere conforme a fase da lactacao. O colostro, produzido

em pequenas quantidades nos primeiros cinco dias apds o parto, € rico em
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componentes imunoldgicos, lactoferrina, leucécitos, fatores de crescimento
(Castellote et al, 2011), e contém concentragdes relativamente baixas de
lactose, calcio e potassio, enquanto que os niveis de sédio, cloro, magnésio sdo
mais elevados, em comparagéo ao leite maduro. (Pang & Hartmann, 2007). A
segunda fase da lactag&o, designada fase de transigédo, ocorre a partir do sexto
dia até o final da segunda semana apds o parto. Nessa fase, o leite ainda
apresenta algumas caracteristicas do colostro, porém com quantidades
crescentes de lactose e diminuicdo da concentracdo de sddio e potassio,
adequando-se as necessidades nutricionais do recém-nascido em crescimento.
A partir da segunda quinzena apo6s o parto o leite materno € classificado como

maduro (Henderson et al, 2008; Nommsen-Rivers et al, 2012).

Além da fase da lactacdo, existem outros fatores que influenciam a
composicao do leite materno, como alguns componentes provenientes da dieta
materna e outros sintetizados na glandula mamaria. Dessa forma, a nutrigdo
materna e o desenvolvimento da glandula mamaria influenciam na lactogénese.
O desenvolvimento da glandula mamaria ocorre predominantemente durante a
gestacao, sendo esse o periodo de maior desenvolvimento do epitélio mamario.
A proliferagcdo e diferenciacdo epitelial sdo estimuladas por hormonios e
citocinas durante a gestagdo, propiciando o desenvolvimento de uma nova
linhagem epitelial: as células alveolares, que estdo envolvidas na produgdo do
leite (Watson et al, 2011).

Considerando que os mecanismos de defesa antioxidante sdo imaturos e
limitados no periodo neonatal (Shekeeb Shahab et al, 2008), o leite materno
pode contribuir para protecado do recém-nascido, uma vez que contém varias
substancias com capacidade antioxidante, incluindo as enzimas catalase,
superéxido dismutase e glutationa peroxidase; bem como substéncias nao-
enzimaticas, como vitaminas (a-tocoferol, carotenodides, acido ascorbico),
proteinas (lactoferrina) e minerais (selénio) (Ochoa et.al., 2003). Entretanto, o
papel do aleitamento materno na protecdo contra o estresse oxidativo, ainda é

pouco estudado.

Sabe-se que o leite humano tem maior concentracdo de varredores de

radicais livres em comparacao ao leite de vaca e que a capacidade antioxidante
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do leite humano é reduzida pelo processo de estocagem (Hanna et al, 2004). Em
recém-nascidos e lactentes amamentados foram detectadas menores
concentracdes plasmaticas de marcadores de estresse oxidativo e maiores

valores de antioxidantes (Koletzko et al, 2003).

Ha controvérsia se a protegcdo antioxidante do leite materno difere em
funcdo da idade gestacional e do tempo de lactagéo, e os resultados dos

estudos nao sao uniformes.

Friel e colaboradores (2002) analisaram a atividade oxidante e
antioxidante do leite materno de puérperas de termo e de pré-termo nas
primeiras semanas de lactacdo, em comparacdo a férmula lactea. O leite
materno teve maior capacidade de protecao antioxidante do que a formula. Nao
houve diferenca entre leite de termo e de pré-termo quanto ao conteudo de
oxidantes (MDA) e das enzimas antioxidantes (SOD, GPx e CAT).

Em outro estudo que investigou a capacidade antioxidante do colostro,
leite de transicdo e leite maduro, foi verificado que as concentracbes de
antioxidantes diminuiram com a progressdo da lactagdo, e a capacidade
antioxidante do leite materno foi menor em méaes de prematuros em comparagao
aos termos (Quiles et al, 2006). Ja no estudo de P&aduraru et al (2018) a
capacidade antioxidante aumentou com o progredir da lactagao, sem diferenca
no colostro de termo e pré-termo, porém no leite maduro a capacidade
antioxidante foi menor nas maes de prematuros do que nas de termo.

Estudos recentes mostraram que o equilibrio oxidante-antioxidante no
leite materno é preservado em todas as fases da lactacdo, e ainda,
documentram no leite de maes de prematuros menor indice de estresse
oxidativo, sugerindo que o leite materno protege o prematuro contra o estresse
oxidativo (Chen et al, 2018; Deniz et al, 2019).

Um importante mecanismo fisiopatolégico na pré-eclampsia € a alteragao
da angiogénese no organismo materno e essa alteragdo pode comprometer o
desenvolvimento da glandula mamaria. Assim, € possivel que a composi¢cado do
leite materno seja alterada em fungéo da pré-eclampsia (Derzsy et al, 2010).

Na pré-eclampsia foram documentadas alteracbes nos macronutrientes

do leite materno, incluindo maiores concentragdes do acido graxo poliinsaturado
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docosahexaendico no colostro e no leite maduro (Dangat et al, 2014). Estudo do
colostro in vitro, ndo mostrou diferenga nos teores de carboidratos, aminoacidos,
lipidios e outros metabdlitos, entretanto, aos 6 meses de lactagdao foram
detectados menores concentracdes desses componentes no leite de mulheres
que tiveram pré-eclampsia (Dangat et al, 2016).

Niveis aumentados de citocinas inflamatérias foram detectados no
colostro de mulheres com pré-eclampsia (PE); e os niveis de IL-6 no leite
materno foram maiores na pré-eclampsia precoce em comparacdo a tardia
(Dangat et al, 2016; Freitas et al, 2018).

Dados interessantes foram obtidos por Erdem e col. (2012) que
investigaram parametros de estresse oxidativo e a capacidade antioxidante em
sangue materno, sangue de corddo umbilical e também no colostro de mulheres
com PE comparadas as normotensas. Na PE foram detectados valores
significativamente aumentados dos marcadores oxidantes e diminuicdo da
capacidade antioxidante no sangue materno e do corddo umbilical, bem como no
colostro. Destaca-se nesse estudo que a capacidade antioxidante total do
colostro foi quase 10 vezes maior do que a detectada em sangue de cordao e na
circulagao materna, tanto na PE como no grupo controle, sugerindo que o leite
materno tem importante papel na protecdo antioxidante do recém-nascido,

especialmente o filho de m&e com PE (Erdem et al, 2012).

2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Os estudos sobre a composigédo oxidante/antioxidante do leite materno na
pré-eclampsia ainda sao escassos € 0s resultados até entdo obtidos sao
inconclusivos, 0 que motivou a realizacdo dessa pesquisa para responder as

seguintes questdes:

a. Qual o efeito da PE na composi¢cao oxidante e antioxidante do leite
materno?
b. Existe diferengca na composi¢cdo oxidante/antioxidante do leite de maes

com PE em funcao da fase da lactagéo?
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A hipotese do estudo é que existem diferengas significativas no leite

de maes com pré-eclampsia, principalmente no colostro.

3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito da pré-eclampsia (PE) na composicdo oxidante e
antioxidante do colostro e do leite maduro.

3.2 Objetivos Especificos

I- Analisar no colostro e no leite maduro de maes com PE, comparadas a um

grupo controle de normotensas, as concentragdes de:
- Biomarcador oxidante: malondialdeido (MDA)

- Enzimas antioxidantes: glutationa-peroxidase (GPx), catalase (CAT) e
superoxidodismutase (SOD)

II- Avaliar o efeito da progressdo da lactagdo na composigcéao
oxidante/antioxidante do leite materno, comparando o colostro com leite maduro

nos 2 grupos (PE e normotensas).

lll- Investigar se a composi¢do oxidante/antioxidante do colostro e do leite
maduro difere entre mées de prematuros e maes de recém-nascidos de termo,

nos 2 grupos (PE e normotensas)
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4. METODO

4.1Desenho do estudo

Estudo longitudinal de corte transversal, envolvendo as maes com pré-
eclampsia e seus recém-nascidos de termo e pré-termo, nascidos na
Maternidade do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP, no periodo de 2015 até 2017.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Instituigao
(Parecer 1.011.745) (ANEXO 1).

4.2 Financiamento
A pesquisa contou com apoio financeiro obtido da FAPESP, outorgado
em 14/03/2015 (Proc. 2014/12784-9) (ANEXO 2).

4.3 Tamanho da amostra

A amostra estudada correspondeu ao numero maximo de puérperas que
preencheram os critérios de inclusdo e concordaram em participar do estudo, em
um periodo de 3 anos, perfazendo um total de 300 puérperas. Nesta amostra o
poder do teste para os biomarcadores oxidantes e antioxidantes foi maior que
90%.

4.4 Selegao e inclusao dos sujeitos:

A partir do livro de registro de nascimentos da Unidade Neonatal foram
selecionados o0s nascidos vivos, filhos de maes com pré-eclampsia
diagnosticada no Servigo. As pacientes que concordaram em participar e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido foram incluidas no

estudo, desde que preenchessem os seguintes critérios:

Critérios de incluséo:

- Gestacao unica

- Sorologias para sifilis e HIV negativas durante a gestagao
- Gestante ndo usuaria de drogas ilicitas

- Auséncia de diabetes mellitus e de corioamnionite clinica
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- Nascimento na Maternidade do servico

- Auséncia de malformacgao multipla no recém-nascido

Critérios de exclusao:
- Impossibilidade de obtengao do colostro

- Necessidade de uso continuo de qualquer medicamento pela puérpera.

4.5 Grupos de estudo

As puérperas foram distribuidas em dois grupos conforme a condig&o
pressoérica materna: Pré-eclampsia e Normotensa (controle). O grupo controle
foi recrutado concomitantemente ao grupo Pré-eclampsia, na proporgéao 1:1, com

pareamento pela mesma semana de idade gestacional.

4.6 Definigoes utilizadas no estudo

Pré-eclampsia foi definida conforme a proposta da International Society
for the Study of Hypertension in Pregnancy (ISSHP) em 2018:

Hipertenséo detectada apds a 202 semana de gestagao, caracterizada por
pressao arterial sistélica = 140 mmHg e/ou pressédo diastdlica = 90 mmHg,
aferidas em pelo menos 2 ocasides com intervalo de 4 horas em mulheres
previamente normotensas e acompanhada por uma ou mais das seguintes
condigoes:

I Presenca de proteinuria; E/OU

Ii. Outras disfungbes organicas maternas, incluindo: Les&o renal

aguda, alteragdo da fungédo hepatica, complicagées neurologicas e
hematoldgicas,; E/OU

iii. Disfuncdo uteroplacentaria (como restricdo de crescimento fetal,

anormalidade da artéria umbilical ou natimorto)

A pré-eclampsia foi sub-classificada conforme a resolugdo da gestacgéo
(Poon et al, 2019):
- PE de pré-termo (nascimento antes de 37 semanas de gestagao)

- PE a termo (nascimento 237 semanas de gestacgao).
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A idade gestacional foi calculada pela melhor estimativa obstétrica
(ultrassom precoce, antes de 20 semanas de gestagcdo, ou data precisa da
ultima menstruagao), sendo considerado recém-nascido prematuro aquele < 37
semanas, e termo de 37 a 41 semanas de gestacéo.

A adequacao do peso de nascimento para a idade gestacional foi avaliada
conforme a curva de crescimento intra-uterino de Fenton (2013), sendo
considerado Pequeno para a ldade Gestacional (PIG) quando o peso for inferior
ao percentil 10 e Adequado para a Idade Gestacional (AlG) se peso ao nascer
entre percentil 10 e 90 da referida curva (Fenton, 2013)

4.7 Variaveis de estudo

As variaveis independentes do estudo incluiram: dados maternos (idade,
paridade, escolaridade, tabagismo, medidas antropométricas pré-gestacionais,
intercorréncias gestacionais e tipo de parto) e dados do recém-nascido (idade
gestacional, género, necessidade de reanimag&o ao nascimento, Apgar, peso de
nascimento, classificagdo do peso para a idade gestacional e tempo de

internacgao).

4.8 Coleta do leite materno e momentos de avaliagao

A coleta do leite materno foi realizada por meio de extragdo manual nas
primeiras 72 horas apds o nascimento (colostro) e na 42 semana de vida (leite
maduro), de acordo com as técnicas preconizadas pela Rede Nacional de Banco
de Leite Humano (http://www.redeblh.fiocruz.br/). Amostras de 3mL de leite
materno foram coletadas pela pesquisadora, no periodo da manha no intervalo
das mamadas.

As amostras foram aliquotadas em 3 criotubos (um mL em cada) e
congeladas em temperatura de menos 80°C até o momento das dosagens, que
foram realizadas nos laboratérios da UNIPEX da Faculdade de Medicina de
Botucatu-UNESP.
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4.9 Dosagens bioquimicas no leite materno

O marcador de peroxidagao lipidica, malondialdeido (MDA), foi dosado
por absorbancia espectrofotométrica das substancias reativas do acido
tiobarbiturico (TBARS), que reagem com o malondialdeido produzindo uma
substancia rosea. Dessa forma, a quantidade de TBARS é proporcional a
quantidade de MDA. A concentracdo de TBARS foi calculada usando a curva
padrao de MDA e foi expressa em nmol/mg de proteina.

Como marcadores da capacidade antioxidante foram dosadas as 3
principais enzimas antioxidantes: Glutationa peroxidase (GPX), Catalase (CAT) e
Superoxido dismutase (SOD). Essas dosagens foram realizadas por Ensaio
Colorimétrico utilizando Kits especificos: Glutathione Peroxidase Assay Kit,

Catalase Assay Kit, Superoxide Dismutase Assay Kit, da Cayman Chemical ®.

4.10 Desfechos

Concentragdes de malondialdeido e das enzimas antioxidantes (glutationa
peroxidase, catalase, superdxido dismutase) no colostro e leite maduro das

puérperas que tiveram pré-eclampsia e nas normotensas.

4.11 Analise estatistica

Na anadlise descritiva da amostra as varidveis continuas foram
apresentadas em tabelas com calculo de média e desvio padrao ou mediana e
percentis para as variaveis quantitativas; e as variaveis categodricas foram
expressas pelo numero e proporgédo de eventos, considerando os grupos: PE e
normotensas.

As comparagdes de médias entre os grupos foram efetuadas pelo teste t-
Student para as variaveis com distribuicdo simétrica. Em caso de assimetria, as
comparagdes foram feitas ajustando um modelo em distribuicdo gama. Para as
variaveis categorizadas, a associagao entre grupos foi feita utilizando o teste do
Qui-quadrado.

Para a avaliacédo do efeito do grupo (PE e normotensas) e do tempo (colostro e

leite maduro) nos marcadores oxidante/antioxidantes, foi utilizado um modelo em
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medidas repetidas, ja que as observagdes foram obtidas do mesmo individuo.
Para as comparagdes de médias neste caso, foi utilizado ANOVA-RM seguido
do teste de comparacao multipla de Tukey em caso de distribuicdo simétrica, ou
um ajuste em distribuicdo gama seguido do teste de comparagdo multipla de
Wald no caso de distribuicdo assimétrica. O mesmo procedimento foi feito
considerando apenas os grupos (PE e normotensas) e apenas o tipo de leite
(colostro e maduro) ajustando para possiveis variaveis confundidoras.

Em todos os testes foi fixado o nivel de significancia de 5% ou o p-valor
correspondente. As analises foram feitas utilizando o programa SAS for
Windows, v.9.4.

5. RESULTADOS

No periodo de 2015 a 2017 foram selecionadas 379 puérperas. Destas,
35 ndo foram incluidas porque nao concordaram em participar, 42 foram
excluidas devido a ndo obtengcédo do volume minimo necessario de colostro (um
mL) e 2 puérperas com pré-eclampsia foram excluidas por ndo se conseguir 0
pareamento. Assim, foram estudadas amostras de leite materno de 300
puérperas, sendo 150 com pré-eclampsia e 150 normotensas (controle),

pareadas pela mesma semana de idade gestacional.

O colostro foi obtido das 300 participantes, entretanto 38% das puérperas
suspenderam a amamentagcdo ou nao retornaram ao final do primeiro més,
motivo pelo qual foi possivel obter amostras de leite maduro em 90 puérperas do

grupo pré-eclampsia e 95 no grupo controle.

Dentre as puérperas estudadas, a grande maioria (84%) tinha = 8 anos de
estudo, 99% realizaram controle pré-natal, e o corticoide antenatal foi usado em
75% das gestagdes abaixo de 34 semanas, sem diferengas entre os grupos.
Entretanto apenas 38% do grupo PE em comparagdo com 67% das

normotensas eram procedentes de Botucatu (p<0,001).

Em relacdo aos recém-nascidos, em ambos os grupos a condigdo de

vitalidade ao nascer foi boa e a média do escore de Apgar foi 8 no primeiro
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minuto e 9 no quinto minuto de vida. A idade gestacional variou de 27 a 41
semanas, e o percentual de prematuridade na amostra estudada foi de 35%
(n=104). A mediana do tempo de internagao foi de 3 dias (Q1=2; Q3=5).

Os principais dados maternos, gestacionais e de nascimento estdo
apresentados na tabela 1, onde se verifica que algumas caracteristicas maternas

e gestacionais diferiram entre os grupos (Tabela 1).

TABELA 1. Dados maternos, gestacionais e de nascimento nos grupos: pré-

eclampsia e normotensas

Variaveis Pré-eclampsia Normotensas P
n= 150 n= 150 Valor

Idade (anos)* 266 24+6 0,004
IMC (kg/m?)* 29+6 25+5 <0,001
Primigesta (%) 54 (36) 57 (38) 0,719
Tabagismo (%) 15 (10) 32 (21) 0,007
Bolsa rota > 18h (%) 3(2) 12 (8) 0,017
Cesarea (%) 85 (57) 30 (20) < 0,001
Idade gestacional (sem)* 37+2,7 37+27 1,000
Peso de nascimento (g)* 2920 + 810 2800 + 650 0,136
PIG 24 (16) 34 (23) 0,143
VPP ao nascimento (%) 19 (13) 17 (11) 0,754
*x+DP IMC = indice de massa corporal

VPP = Ventilagdo com press&o positiva PIG = Pequeno para a idade
gestacional

A Tabela 2 apresenta a comparagéo entre os dois grupos quanto as
concentracdes de malondialdeido e das enzimas antioxidantes, no colostro e
leite maduro. Verifica-se nessa tabela que na pré-eclampsia foram detectados
valores significativamente maiores da enzima catalase (CAT) no colostro, e

menores concentracbes de MDA tanto no colostro como no leite maduro.
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TABELA 2. Concentracbes médias de malondialdeido e de enzimas

antioxidantes no colostro e leite maduro dos grupos pré-eclampsia e

normotensas
Variaveis Pré-eclampsia Normotensas P valor'
(n=150) (n=150)

MDA Colostro 12+ 10 17 £ 15 <0,001
Maduro 22 + 27 38 + 68 0,003

SOD Colostro 0,05+ 0,04 0,04 £ 0,03 0,068
Maduro 0,04 £ 0,04 0,05+ 0,04 0,476

CAT Colostro 560 + 677 317 £ 359 <0,001
Maduro 132 + 151 129 1 166 0,915

GPx Colostro 0,01 £ 0,01 0,01 £ 0,01 0,282
Maduro 0,01 £ 0,01 0,01 £ 0,01 0,586

MDA = Malondialdeido = SOD = Superdéxido dismutase

GPx = Glutationa Peroxidase

CAT = Catalase

A Tabela 3 mostra a analise dos marcadores oxidantes/antioxidantes no

leite materno considerando nao apenas o efeito do grupo (pré-eclampsia X

normotensa), mas também a interagcdo com o tempo (colostro X leite maduro),

sendo as diferengas entre grupos identificadas por letras minusculas e o efeito

do tempo caracterizado por letras maiusculas. Como se observa nessa tabela

nao houve interagcao entre grupo e tempo. Em ambos os grupos a concentragao

de MDA aumentou e a de CAT diminuiu com a progressdo da lactacao,

enquanto a SOD aumentou nas normotensas e a GPx permaneceu estavel

(Tabela 3).
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TABELA 3. Concentragbes médias de malondialdeido e enzimas

antioxidantes, nos grupos pré-eclampsia e normotensas considerando a

interagdo grupo-tempo de lactagéo

Variaveis* Tempo Pré-eclampsia Normotensas P valor
lactacao (n=150) (n=150) (interagéo grupo-tempo)

MDA Colostro 12+ 11 aA 17 £+ 15 bA 0,593

(nmol/mg proteina) Maduro 22 £ 27 aB 38 £+ 68 bB

SOD Colostro 0,05+0,04aA 0,04 £0,03 bA 0,073

(U/mL) Maduro 0,04 +0,04aA 0,05+0,04 aB

CAT Colostro 560 £ 677 aA 317 £ 359 bA 0,473

(nmol/min/mL) Maduro 132 £ 151 aB 130 + 166 aB

GPx Colostro 0,008 + 0,005 0,008 + 0,007 0,406

(nmol/min/mL) Maduro 0,009 + 0,081 0,010 £ 0,010

Letra minuscula = comparagao entre grupos: Pré-eclampsia X Normotensas

Letra maiuscula = comparagao entre Colostro X Leite maduro
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem ao nivel de 5%

*MDA= Malondialdeido SOD= Superodxido dismutase

Peroxidade

CAT= Catalase

GPx= Glutationa

Como algumas caracteristicas maternas diferiram entre os grupos, foi

realizada analise multivariada com controle dos potenciais fatores de confusio:

IMC materno, tabagismo, bolsa rota > 18 horas, cesarea e pequeno para a idade

gestacional.

A Tabela 4 mostra que, mesmo com ajuste dos fatores confundidores, o

colostro das puérperas

com pré-eclampsia

apresentou

concentracao

significativamente menor de oxidante (MDA) e maior quantidade de catalase.
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TABELA 4. Concentracbes médias de malondialdeido e enzimas antioxidantes
no colostro dos grupos pré-eclampsia (PE) e normotensas (Normo), com ajuste
dos fatores de confuséo*

Variaveis Pré-eclampsia Normotensas P

X+DP (n=150) (n=150) valor
MDA (nmol/mg proteina) 12 £17 17 + 31 0,001
SOD (U/mL) 0,06 + 0,08 0,05+ 0,05 0,136
CAT (nmol/min/mL) 474 £ 1334 319+ 578 0,008
GPx (nmol/min/mL) 0,007 £ 0,010 0,007 £ 0,010 0,685

*Ajustado para IMC e tabagismo materno, bolsa rota > 18 horas, cesarea e pequeno
para idade gestacional

No leite maduro, com ajuste dos fatores de confusdo, as concentragdes

de oxidante/antioxidantes nao diferiram entre os grupos, como mostra a Tabela
5.
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TABELA 5. Concentragdes médias de malondialdeido e enzimas antioxidantes

no leite maduro dos grupos pré-eclampsia (PE) e normotensas (Normo), com

ajuste dos fatores de confusao*

Variaveis Pré-eclampsia  Normotensas .
P valor

X+DP (n=90) (n=95)

MDA (nmol/mg proteina) 29+ 74 31+70 0,753

SOD (U/mL) 0,04 + 0,07 0,05+ 0,08 0,443

CAT (nmol/min/mL) 83 + 183 88 + 193 0,707

GPx (nmol/min/mL) 0,007 £0,008 0,008 +£0,010 0,436

*Ajustado para IMC e tabagismo materno, bolsa rota > 18 horas, cesarea e pequeno

para idade gestacional

A tabela 6 mostra o efeito da progresséo da lactagao nas concentragdes

de oxidante/antioxidantes, com ajuste dos fatores de confusdo. Observa-se

nessa tabela que, ao comparar o colostro com o leite maduro, a concentracéao de

MDA aumentou e a de CAT diminuiu nos 2 grupos, e nas normotensas a SOD

aumentou.
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TABELA 6. Comparacgao entre colostro e leite maduro quanto as concentragdes
médias de malondialdeido e das enzimas antioxidantes em cada grupo, com

ajuste dos fatores de confusao*

Variaveis Pré-eclampsia Normotensas
X+ DP (n=150) (n=150)
MDA (nmol/mg proteina)
Colostro 15+ 35 17 £ 27
. Maduro 36 £170 33167
P valor
<0,001 <0,001
SOD (U/mL) Colostro 0,03+0,16 0,05+ 0,04
Maduro 0,03 £ 0,09 0,06 + 0,06
P valor 0,489 0,031
CAT (nmol/min/mL) Colostro 512 + 1565 282 + 800
Maduro 127 + 156 124 £+ 175
P valor* <0,001 <0,001
GPx (nmol/min/mL) Colostro 0,005 +£ 0,010 0,007 £ 0,010
Maduro 0,005 +£ 0,010 0,008 £ 0,010
P valor* 0,330 0,054

*Ajustado para IMC e tabagismo materno, bolsa rota > 18 horas, cesarea e pequeno
para idade gestacional

Como a PE é condicao de risco para nascimento prematuro foram
comparadas as concentragbes de MDA e enzimas antioxidantes em 2 sub-

grupos: prematuros e termos.

No colostro essa comparagdo mostrou que na PE, em relagdo ao grupo
controle, o leite materno apresenta maior efeito protetor antioxidante tanto em
prematuros como nos termos (Tabela 7).
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TABELA 7. Comparagao das concentragcdes médias de malondialdeido e das

enzimas antioxidantes no colostro dos sub-grupos prematuros e termos, na pré-

eclampsia e normotensas

Variaveis Pré-eclampsia Normotensas P valor
(PE x Normo)

MDA PT* 107 14+8 0,010

(nmol/mg proteina)  T** 13+£12 19+£19 0,010
P valor (PT x T) 0,124 0,067

SOD PT 0,065 + 0,043 0,047 £ 0,036 0,031
(U/mL) T 0,036 + 0,004 0,030 + 0,025 0,165

P valor (PT x T) <0,001 0,002

CAT PT 764 + 1029 263 + 340 <0,001
(nmol/min/mL) T 487 £ 480 333 £ 335 0,013

P valor (PT x T) 0,032 0,226

GPx PT 0,007 + 0,005 0,008 +£ 0,010 0,794
(nmol/min/mL) T 0,009 + 0,006 0,007 £ 0,004 0,156

P valor (PT x T) 0,196 0,856

*PT= Prematuros (n= 104) **T= Termos (n= 196)

No leite maduro nao houve diferenga nas concentragcdes de
oxidante/antioxidantes entre prematuros e termos, exceto pela maior

concentragdo de MDA nas maes de termo normotensas (Tabela 8).
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TABELA 8. Concentragbes meédias de malondialdeido e de enzimas

antioxidantes no leite maduro dos sub-grupos prematuros e termos, na pré-

eclampsia e normotensas.

Variaveis Pré-eclampsia Normotensas P valor
(PE x Normo)

MDA PT* 19 £ 20 1319 0,144

(nmol/mg proteina)  T** 23 +29 57 + 86 0,009
P valor (PT x T) 0,594 0,005

SOD PT 0,05+ 0,04 0,05+ 0,03 0,968

(U/mL) T 0,04 £ 0,03 0,04 £ 0,04 0,575

P valor (PT x T) 0,197 0,171

CAT PT 105+ 71 103 £ 118 0,965
(nmol/min/mL) T 140 + 167 147 £ 192 0,855

P valor (PT x T) 0,446 0,275

GPx PT 0,009 £ 0,008 0,011 £ 0,012 0,523
(nmol/min/mL) T 0,010 + 0,096 0,009 + 0,009 0,944

P valor (PT x T) 0,809 0,517

*PT= Pré-termo (n=44)

**T=Termo (n=141)
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6. DISCUSSAO

Esta bem estabelecido que a hipoperfusao placentaria na pré-eclampsia
aumenta o estresse oxidativo na placenta, na circulagdo materna e fetal
(Bharadwaj et al, 2017; Aouache et al, 2018). Entretanto a repercusséo funcional
dessa condigdo na glandula mamaria e consequentemente na composicéo
oxidante/antioxidante do leite materno ainda é pouco estudada e os dados
disponiveis ndao sao uniformes.

O principal resultado de nosso estudo foi documentar a menor
concentragdo de MDA e maior concentragdo de enzimas antioxidantes no
colostro de maes com pré-eclampsia em comparacdo as normotensas,
sugerindo que a composi¢ao do leite materno se modifica na pré-eclampsia, no
sentido de proteger o recém-nascido. Esse achado é importante pois refor¢a a
adequacao do leite materno para todos os recém-nascidos, independentemente
da idade gestacional e das doengas maternas.

Resultados semelhantes ao nosso foram relatados em um estudo que
avaliou a concentragdo de polifendis e de MDA no colostro de 40 mulheres (18
pré-eclampsia e 22 normotensas) e mostrou menores valores de MDA e maior
concentracdo de polifendis no colostro das puérperas com pré-eclampsia,
sugerindo os autores que o maior conteudo fendlico confere maior resisténcia ao
estresse oxidativo no colostro, o que justificaria a menor concentragao de MDA
(Silberstein et al, 2019).

Diferente resultado foi obtido por Erdem e col (2012) que avaliaram 46
mulheres hipertensas (31 pré-eclampsia e 15 hipertensdo crbnica) e 60
normotensas e encontraram no sangue materno e de cordao umbilical, bem
como no colostro das hipertensas menor capacidade antioxidante total e maior
indice de estresse oxidativo, sugerindo os autores que a condigdo de estresse
oxidativo pode persistir no pds-parto e ser transmitida ao recém-nascido pelo
leite materno. Entretanto os autores n&o avaliaram possiveis fatores de
confusdo como idade gestacional, IMC e tabagismo materno (Erdem et al, 2012).

No presente estudo mostramos que na pré-eclampsia a protecéo
antioxidante do colostro € maior que no grupo controle tanto nas gestagbes de
termo como de pré-termo, sendo mais evidente nos prematuros. Esse € um

achado importante, uma vez que a pré-eclampsia € uma causa frequente de
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nascimentos prematuros (Rugolo et al., 2011; Rugolo et al., 2012; Taysi et al.,
2018).

Estudo recente mostrou que a concentracdo de antioxidantes do leite
materno € inversamente proporcional a idade gestacional, sugerindo que a
composicao antioxidante do leite materno € adaptada para favorecer os recém-
nascidos, ou seja quanto menor a idade gestacional maior protegao antioxidante
no leite materno. Esse estudo também mostrou que a concentracdo de
antioxidantes diminui durante o primeiro més de lactacdo, semelhante ao
observado em nosso estudo (Gila-Diaz et al, 2020).

Um achado interessante em nosso estudo foi a modificagdo na
composi¢cdo oxidante/antioxidante com o progredir da lactagao, caracterizada
pela diminuicdo de antioxidantes e aumento do biomarcador de peroxidagao
lipidica (MDA), semelhante ao descrito por Yuksel e col (2015). Esse aumento
na concentragcao de componentes oxidantes pode ser explicado pelo aumento no
conteudo lipidico do leite materno, principalmente acidos graxos poliinsaturados
que sao propensos a oxidagao (Sahin et al, 2020). Sabe-se que a quantidade e a
composicao do leite materno se modificam no decorrer da lactagao, e a dieta
materna exerce forte influéncia, principalmente sobre a concentragcdao de
gorduras e de micronutrientes no leite materno (Gopalakrishma & Hand, 2020).
Além da dieta, o estado nutricional materno é outro fator que pode estar
associado a composigéo do leite humano (Bzikowska-Jura et al, 2018).

A divergéncia nos dados da literatura sobre a condigcao
oxidante/antioxidante do leite materno pode ser devida ao pequeno numero
amostral dos estudos, bem como as diferencas na casuistica estudada e nos
meétodos de avaliacido da condicdo oxidante/antioxidante. Entretanto, a maioria
dos estudos, inclusive o nosso, sugere que o leite materno oferece protecao
antioxidante para os recém-nascidos, especialmente aqueles de maes com pré-
eclampsia, que sdo mais susceptiveis e expostos ao estresse oxidativo.

Sabe-se que a glandula mamaria € um dos poucos 6rgaos que passam
por ciclos de crescimento, diferenciacdo e involugdo durante a vida pdés-natal.
Nela ocorrem grandes alteragdes no periodo de lactagdo, que sdo essenciais
para a secregao de gordura e proteina do leite materno (Pepper et al, 2000;
Andres e Djonov, 2010; Bao et al, 2016).
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Algumas doengas e complicacbes da gestagdo, como o diabetes,

hipertensdo arterial, pré-eclampsia e a prematuridade podem alterar a
composicado do leite materno (Chapman, 2013; Dermirci et al, 2018) e exercer
influéncia negativa no aleitamento materno, incluindo o atraso no inicio da
lactogénese e a redugdo no tempo de aleitamento materno exclusivo (Dangat et
al, 2020).
Estudos em animais mostram que a insuficiéncia utero-placentaria, compromete
gravemente o desenvolvimento da glandula mamaria e altera a produgéo do leite
(Briffa et al, 2017). Considerando que na pré-eclampsia ocorre insuficiéncia
placentaria, esse poderia ser um mecanismo para explicar as alteracbes na
composicdo do leite materno encontradas no presente estudo. Segundo
Bardanzellu et al (2020) o desenvolvimento anormal da placenta na pré-
eclampsia desencadeia uma resposta inflamatodria sistémica que, por sua vez,
causa vasoconstricdo multiorganica e lesdo endotelial, presumivelmente
incluindo a glandula mamaria. No estudo de Dangat et al (2020) puérperas que
tiveram insuficiéncia placentaria em decorréncia de alguma complicacdo da
gestacdo, como a pré-eclampsia, apresentaram alteragbes no desenvolvimento
da glandula mamaria e quantidade de leite humano comprometida.

Em estudo prévio, observamos que lactantes com diagnéstico de pré-
eclampsia apresentaram niveis aumentados de citocinas inflamatérias no leite
materno, especificamente no colostro e menores niveis no leite maduro, em
comparagao as lactantes normotensas, podendo ser este um mecanismo
compensatério da glandula mamaria, visando a imuno-protecdo do recém-

nascido através do leite materno (Freitas et al, 2019).

Nosso estudo tem algumas limitagbes: ndo investigamos a condigao
oxidante/antioxidante na circulacdo materna e do recém-nascido, o que
permitiia melhor interpretar os mecanismos fisiologicos envolvidos na
modificagdo da composi¢cdo do leite materno na pré-eclampsia. Também nao
avaliamos o impacto das alteragdes do leite materno na evolugio clinica dos
recém-nascidos, e tivemos predominio de gestagdes de termo. Entretanto, nosso
estudo teve rigoroso critério metodolégico e pareamento entre grupos. Assim,
frente a escassa literatura disponivel sobre esse tema, nossos resultados

acrescentam novos dados que reforcam a importancia do aleitamento materno
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para todos os recém-nascidos, e a adequacgao do leite materno, especialmente o
colostro, nas situacbes em que o0 recém-nascido é exposto as repercussodes de
doencgas maternas/gestacionais como a pré-eclampsia.

Nossos resultados reforcam a importancia do aleitamento materno para
todos os recém-nascidos. Em gestagdes complicadas por doengas como a pré-
eclampsia, parece haver adaptagbes na glandula mamaria, que resultam em

alteracdo na composicao do leite materno, visando otimizar seu efeito protetor.
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7. CONCLUSAO

Na pré-eclampsia a condicdo oxidante/antioxidante do leite materno,
principalmente do colostro modifica-se, com menor conteudo oxidante e maior
protecao antioxidante, o que pode beneficiar os recém-nascidos, especialmente

0s prematuros.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito da pré-aclsmpsia na compasicso do etz matemo 2 no crescimento dos recém-
nascidos no primeire més de vida.

Pesquisador: NATALIA ALVES DE FREITAS

firea Tematica:

Versao: 1

CAAE: 42087315.8.0000.5411

Instituizao Proponents: Departamento de Ginecologia & Obstetricia
Patrocinador Principal: Financaments Praprio

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 1.011.745
Data da Relatoria: DE042015

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de projeto de pesquisa para obtencéo do fiulo de mestre.

Denominou-se como sendo um estudo longitudinal de corte Unica concomente de 30 dias.

Afirma a sutora gue A sindrome hipertensiva da gestacio (SHG) £ uma complicagie imporants na pesiacio
& tem impartante causa de morbidade materna & neonatal. A pre-sclampsia (PE) incide em 5 a 10% das
gestacies e & 3 manifzstagio mais frequente da SHG. Ressaltou-se que no momento, 530 escassos 03
dados sobre o crescimento de filhos de mass com FE, bem como os esiudos sobre 3 composicso do leite
dessas mies. Contudo, tem-se que o aleitamento materno £ psdrdo ouro na slimentscéo dos recdm-
nascidos e 8 compaosigio do leite matemo de m3es com PE € pouco conhecida sendo que existem
comtroversias quanto 3o crescimento dos filos de mies com PE.

Assim, elenca a hipdtese de estudo no senfido de que =xistem difersncas significativas em relagdo 3=
respostas das seguintes questdes: 3 pré-clampsia altera 3 compasico do leits materno; coma crescem oz
filhas de m3ss com preé-eciampsia.

Objetivo da Pesquisa:
Tem por objstive analisar 3 composigae do leite matemnso e o crescimenta dos filos de miss com

Endsmga: Chscara Suignoll , =
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pré-eciampsia. Além disso elenca como objetivos especificos analisar a composicao do colostro & do leite
maduro de ma3es com pre-eclampsia, em comparagas @ um grupe confrale de maes normotensas, nos
seguintes aspectos: - valor energéfico e macronutrientes: calorias, proteinas, carboidratos e lipidios -
medizdores inflamatdrios: Interleucings (IL-1, IL-6, [L-3, IL-10, IL-12) & TMF,; - medisdores de estresse
owidative e anti-oxidantes: malondialdeido, glutationa peroxidase, catalase e supsroxide dismutase -
Imunaglebuling & (lg8). Svaliard sinda o crescimento dos filos de mies com pré-eclampsis & investigara os
efeitos da pré-eclampsia precoce versus tardia na composigSo do leite matemo & no crescimento dos recém
-Nascidos.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

De acordo com o projeto ha riscos quanto 3 coleta de leite. Contudo, bem ressalta a pesquisadora qus
quants 3 coleta do leite materno podera ocorrer apenas algum graw de desconforts matems associado 3
ordena do leitz, entretanto, ha que s= considerar que este procediments j3 & realizado rotingiraments no
servign. Em relagio o volume de leitz ordenhado, este sera pequeno (3 ml), e néo ird comprometer a
adequada ingestso de leite materna pelo recémenascido. Para o recém-nascido consideramos que poders
gcomsr apenas um grau leve de desconforte no momento da medida da dokra da pele. O seguimento do
crescimento de recém nascida, filho de mae com pré-zclampsia € uma rofina do senvico visanda
deteciar pracocements & minimizar os distirbios de crescimanto.

Mo entznto trard beneficios haja vists que poderd ser melhor estudada a composizEn do l=ite matemo
visando ofimizar o seu uso, além de poder detectar precocemente distirbios.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A 3utors apresenta que serdo 140 paricipantes fendo por critério de inclus3o o nasciments na Matemidads
do servico (Matemidade do Hospital das Clinicas da Faculdsde de Medicing de Botucstu - UNESF),
ausencia de diabetes melitus matemno, auséncia de uso matemo de drogas dictas efou slcool. auséncia de
malformacio miltipls ou infeccBo congénita no recém-nascido, ohtengdo de amostrs de colostro.

Tera por oriténo de exclus3o nao obtengde da avaliagao no final do primeiro més serd considerada perda da
coorte.

Foi previsto uma amosira de 70 casos de PE 3 serem pareados pels idade gestacional com 71 casos ds
maes normaotensas.

O grupo corm pré-eclampsia sera comparado 3 um grupe controle de mies normotensas, pareado pels idads
gestacional 2 recrutado aleatoriamente duranie o pencdo de coleta de dados.
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Se o tamanho amaostral do grupo pré-eclampsia permitir, ser3 realizada analise de sub-grupo, comparandao-
s& pre-eclampsia precoce versus fardia.

(05 recém-nascidos serao estratficados em fungie da idade gestacional: termas  pré-termes & tambem em
funcio da adequagio do peso 20 nascer: adequadas & pequenos para a idade pestacional.

Serdo avaliades: a composicio do leite matemo e o estado nutricional dos recém-nascidos em dois grupes:
pré-eciampsia versus normotensas e em dois momentos de avaliagio: nascimento e final do primeiro més
de vida.

#s informagdes sobre 3 gestagSo, o nascimento & evolugse neonatal serdo obtidas a parir das anotages do
pronfuario do recém-nascido.

Por fim sera rezlizada andlise extatistica,

Apesar de constar no preenchiments das informagies da Plataforma Brasil que o estudo tera inicio em
(13032015, tem-s2 que para fins de analise bioética da pesquiza a data de 01/07/2015, haja vista tratar-s2
efetivaments da coleta de dados, n3o havendo de se falar em quaisquer prejuizes tants para oz
parficipantes, coma para o pesquisador, por tratar-se de mera formalidade, bem como evidenciar-s= que o
estudo nE0 2543 em andaments. Posteriorments o estuda terd por térming 3 data de 20/02/2017.

Ao final 3 pesquisadora indica que a pesquisa terd um custo estimado de RS 67.865,75 atraves de
financiaments propria, sendo que sera encaminhade & FAPESF, come projeto regular, para captagan de

Mecursos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Mo que tange 08 termos e utorizagdes. tem-se que foram devidaments aprezentades nos termos da
Resolugdo 456/12 do Conselho Nacional de Salde, quals sejam a autorizaco & cumprimento da dirstora da
Faculdade de Medicina de Botucaty; declaracio de cumprimento das Resclugdes; declaragao de ciénoia 2
autorizagio do chefe do departamento de Ginecologia, Obstetricia = Mastalogia da Faculdade de Medicing
de Botucatu-UNESF: declaragdo de ciéncia & autorizagio da chefe do departamento de Pediatria, bem
como sua sutorizagde para coleta de dados.

Mo entanto, ndo spresentou declarscdo de ciéncia @ autorizacao do Superintendents do HCFME, local onds
sera realizads a pesquisa.

Em relagio 3 adequacio do Termo de Consentimenta Livre e Esclarscido tem-ze que foi formulado em
linguagem acessivel & clara. Apesar de conter expressio ‘pré-eclampsia’. nEo ha que se dizer que tal
e¥pressao possa obstar 3 pesquisa, muito menos desrespeitar oz ditames éticos da RES.
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£3812 do CMS, haja vista que 52 toma inerente a0 estudo detalhado. Neste senfido £ possivel averiguar,
come dite alhures, que a linguagem s& mostra acessivel & clara.

Ciz mais 3 mais, ha da 58 ressaltar o 2840 da pesquisadora quanto a0 detalhaments da pesquisa, bem como
lnguagem utiizada no projeto e nos demais documentas, o que evidencia a responsabilidade &tica para
com este Comité e em relagio aos participantss da pesquisa.

Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Diants dos termos supra relstsdos aponto a seguinte recomendacdo: apresentacdo da declaracdo de
ciéncia = sutorzagSo do Superintendentz do HOFME ou de quem |he faga as vezes, haja vista ratar-s2 do
local onde s=ra realizada 3 pesquisa.

For tratar-se de questdo burocrdfica, sugiro aprovagdo, Uma vez que o pesquisador poderd apresentar 3
autorizagan do superintzndente através de nofificacso.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagdo da COMEF:
Nao
Consideragoes Finais a critério do CEP:

Projeto de pesquisa APROVADO com recomendacsn, deliberado em reunido do CEF de 08 de abril d=
2015, ==m necessidade da envio 3 COMEP.

Recomendagio: E necessario incluir a "Declaragio de Ciéncia e Autorizagio do Superintendente do
HCFME™ no item "Hotificago’.

Ao fnal do estedo, & necessario aprasentar o “Relatorio Final de Atividades”.

Endemaga: Chdcars Eulignoll, sin
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ANEXO II — Termo de Outorga FAPESP

A FAPESP

Para uso exclusivo da FAPESP
Processo: 2014/12784-9

Data impressdo:  02/03/2015 08:59:03
Folha:

Volume:

Rubrica:

FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

TERMO DE OUTORGA E ACEITAGAO DE AUXILIOS

PROCESSO 2014/12784-9

Pelo presente instrumento, a Fundac&o de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo, com sede na Rua Pio
Xl, n® 1.500, Alto da Lapa, Sé&o Paulo, Capital, inscrita no CNPJ/MF sob n® 43.828.151/0001-45, doravante
denominada OUTORGANTE, por meio de seu Conselho Técnico-Administrativo, nos termos do Artigo 14, letra

"b", da Lei Estadual n® 5.918, de 18 de outubro de 1960, concede ao OUTORGADO, a seguir qualificado,
Auxilio para a realizagdo do Projeto de Pesquisa a seguir especificado, nas instalagdes e com o apoio da
INSTITUI(;?\O SEDE, de acordo com as especificacdes, clausulas e condi¢gdes descritas a seguir e nos Anexos,

que passam a ser parte integrante deste Termo.

1.0UTORGADO:

Ligia Maria Suppo de Souza Rugolo
CPF: 925.127 988-87
RG: 5420990-SSP/SP

2.Correspondéncia:

r. Dr. Cardoso de Almeida - 1000 Ap.62, Centro, Botucatu/SP, CEP 18600-
005
ligiasr@fmb.unesp.br

3.Instituigdo Sede:

Faculdade de Medicina de Botucatu/FMB
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho/UNESP

4.Projeto de Pesquisa:

Nutri¢éo e crescimento de recém-nascidos de baixo peso no primeiro més de
vida: Composi¢éo do leite materno, perfil nutricional e medidas

antropomeétricas

5.Linha de Fomento:

Programas Regulares / Auxilios a Pesquisa / Projeto de Pesquisa / Projeto de

Pesquisa - Regular

6.Area/Subarea:

Medicina

Saude Materno-Infantil

7.Coordenacao:

Saude |

8.Periodo da Vigéncia:

01/03/2015 a 28/02/2017

9_Relatorios Cientificos:

28/02/2016, 30/03/2017

10.Prestagées de Contas:

28/02/2016, 30/03/2017
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