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1- Prematuridade, Estresse Oxidativo e Restricio do Crescimento Fetal

O estresse oxidativo ocorre devido ao desbalanco entre substancias oxidantes e
antioxidantes, podendo causar dano proteico, lipidico e do DNA, resultando em lesdo
celular. Dentre as substdncias oxidantes, os radicais livres de oxigénio (ROS),
apresentam a maior importancia biolégica. Como os radicais livres sdao altamente
instaveis, seus efeitos oxidantes sdo avaliados indiretamente pela diminuicdo dos
antioxidantes ou pelos produtos finais do estresse oxidativo, sendo um dos mais
estudados o malondialdeido (MDA), produto secunddario da peroxidagao lipidica das
membranas celulares. O MDA possui acao citotoxica e genotdxica, e encontra-se em
niveis elevados em diversas situacdes associadas ao estresse oxidativo (Cipierre et al,
2013; Perrone et al, 2019).

O sistema antioxidante compreende um conjunto de substancias enzimaticas e
ndo enzimaticas (cobre, zinco, selénio e vitaminas C e E) que, mesmo presentes em
concentragdes menores aquelas dos substratos oxidaveis, retardam ou inibem a
oxidacdo desses substratos (Nogueira et al, 2010). Dentre estas substancias, énfase
tem sido dada as enzimas antioxidantes: Superdxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e
Gutationa peroxidase (GPx). Essas enzimas juntamente com a vitamina E,
desempenham importante papel protetor na peroxidacdo lipidica (Trindade e Rugolo,
2007).

Vérias situacdes no periodo neonatal estdo associadas com aumento na
producao de radicais livres, incluindo: o nascimento, o uso de altas concentra¢des de
oxigénio na reanimacdo neonatal e na ventilagio mecanica, a fase de reperfusdo da
lesdo hipdxico-isquémica cerebral, a infeccdo/inflamacdo, o uso de nutricdo parenteral
(Trindade e Rugolo, 2007; Weber et al, 2014).

O nascimento propicia a producdo de radicais livres, devido ao aumento agudo
da oxigenacdo na transicdo do ambiente intra-utero hipdxico para o extra-utero. Os
recém-nascidos de termo possuem sistema de defesa antioxidante capaz de evitar o
aumento supra fisiolégico desses radicais, o que ndo ocorre nos prematuros, uma vez

gue as concentracdes de antioxidantes s6 aumentam no final da gestacdo, de modo



gue estes sdo mais vulneraveis ao estresse oxidativo desde o nascimento e durante
todo o periodo neonatal (Perrone et al, 2019).

O prematuro apresenta limitacdes nos seus mecanismos de defesa antioxidante
enzimdaticos e ndo enzimdaticos. Assim, varias doencas tipicas dos prematuros estdo
associadas ao estresse oxidativo, incluindo: displasia broncopulmonar, retinopatia da
prematuridade, enterocolite necrosante, hemorragia intraventricular e leucomalacia
periventricular (Trindade e Rugolo, 2007; Nogueira et al, 2010; Ozsurekci e Aykac,
2016; Castillo-Castafieda et al 2017; Perrone et al, 2019).

A restricdo do crescimento fetal é outra condi¢do associada ao aumento do
estresse oxidativo, sendo documentado em sangue materno e de corddo umbilical
concentra¢cdes aumentadas de MDA e menor capacidade antioxidante total (Chandra
et al, 2016). Um aspecto interessante foi apontado no estudo de Ferencz et al, 2015
que avaliou a condi¢do oxidante e antioxidante de recém-nascidos com restricdo do
crescimento fetal, e mostrou maior grau de estresse oxidativo em sangue de cordao
umbilical dos recém-nascidos de termo comparados aos prematuros (Ferencz et al,
2015).

Frente ao risco aumentado de estresse oxidativo nos prematuros e recém-
nascidos com restricdo do crescimento fetal, estratégias tém sido propostas visando
minimizar esse risco e melhorar o progndstico desses recém-nascidos. Entretanto o
beneficio da terapia antioxidante no periodo neonatal ainda n3ao esta estabelecido e
mais estudos sdo necessarios para que se tenha uma estratégia efetiva e segura na
prevencao da lesdo oxidativa. Atualmente, as opgdes validas na prevencao de lesdes
por radicais livres incluem: o uso criterioso de oxigénio, prevencdo de infeccdo e
otimizacdo da nutricdo com foco no aleitamento materno (Trindade e Rugolo, 2007;

Aceti et al, 2018).
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2- Nutricdo do prematuro e do recém-nascido com restricdo do crescimento
fetal

O nascimento prematuro impde um grande desafio nutricional, tanto ao recém-
nascido, como a toda equipe de saude. Sistemas fisioldgicos imaturos, necessidades
metabdlicas elevadas, doencas agudas e cronicas, predispdem esses recém-nascidos a
deficiéncias nutricionais, que prejudicam o crescimento e neurodesenvolvimento no
curto e longo prazo (Raturi et al, 2017).

A adequacdo qualitativa e quantitativa da nutricdo neonatal é fundamental
para o crescimento de prematuros, e a oferta adequada de proteina e energia na
primeira semana de vida esta associada a melhor progndstico de desenvolvimento nos
primeiros 18 meses de vida (Su, 2014). Entretanto, sdo frequentes as dificuldades e
limitacdes na alimentacdo do prematuro, destacando-se a ocorréncia de distensdo
abdominal e residuos gastricos, indicativos de intolerdncia alimentar, que
frequentemente levam a suspensdo da dieta, devido a preocupag¢do com o risco de
enterocolite necrosante (Underwood, 2014; Patel e Kim, 2018).

A preocupagado é ainda maior em recém-nascidos com restricao do crescimento
fetal, especialmente se apresentarem alteracdo de Doppler da artéria umbilical
(Bozzetti e Tagliabue, 2017). Shah et al, 2015 destacaram a dificuldade na otimizacao
da nutricdo de prematuros extremos com restricdo do crescimento fetal,
documentando nestes, o inicio mais tardio da dieta, maior tempo para atingir a dieta
plena e consequentemente maior incidéncia de restricdo do crescimento pds-natal que
ocorreu em 73% dos prematuros (Shah et al, 2015).

Devido as limitacbes fisioldgicas, morbidades e dificuldades na nutricdo
neonatal, que sdo inversamente proporcionais a idade gestacional e peso ao nascer, a
restricdo do crescimento pds-natal em prematuros, é uma complicacdo de alta
prevaléncia, variando de 43% a 97%, e essa variabilidade em parte é associada a
diversidade nas praticas nutricionais e auséncia de padronizacdo do esquema
alimentar para prematuros. A restricdo do crescimento pds-natal é preocupante por
ter repercussdao negativa no crescimento cerebral e associacdo com alteracdes

neuroldgicas e metabdlicas no longo prazo (Genoni et al, 2017).
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Além do efeito da prematuridade no crescimento, a literatura, classicamente
alerta para o pior progndstico de crescimento de recém-nascidos com restricao do
crescimento fetal ou pequenos para a idade gestacional, sendo sugerido que o
inadequado crescimento fetal aumenta o risco de inadequagdao no crescimento pds-
natal dos prematuros (Gutbrod et al, 2000; Bocca-Tjeertes et al, 2011; Grisaru-

Granovsky et al, 2011).

3- Leite materno e sua importancia na nutri¢do neonatal

Enquanto a prematuridade e a restricdo do crescimento fetal sdao fatores de
risco para inadequado crescimento pds-natal, é inquestionavel o papel protetor do
leite materno, tanto no crescimento como no desenvolvimento infantil (Walsh e
McGuire, 2019). O leite materno contém uma combinacgao perfeitamente adequada de
macro e micronutrientes, incluindo minerais, vitaminas e vdarios componentes
bioativos (WHO, 2000; Ballard & Morrow, 2013).

A OMS recomenda que todos os recém-nascidos, sejam alimentados com leite
materno. (WHO, 2011). Vérios estudos mostram que o leite materno diminui a
incidéncia de problemas neonatais graves como sepse/enterocolite necrosante
(Corpeleijn et al, 2012; Chapman, 2013; Patel et al, 2013), bem como apresenta
beneficios no médio e longo prazo, incluindo melhor crescimento, e desenvolvimento
e menor risco de sindrome metabdlica no futuro (Owen et al, 2011; Lechner e Vobhr,
2017; Willians e Suchdev, 2017). Revisdo sistematica sobre o efeito da alimentacdo
com leite humano de banco ou férmula no crescimento e desenvolvimento de
prematuros ou recém-nascidos de baixo peso, mostrou que os recém-nascidos
alimentados com férmula artificial tiveram maior beneficio no crescimento em curto
prazo, mas ndo no longo prazo, e ainda houve aumento significativo no risco de
enterocolite necrosante (RR=1,87; 1C95%: 1,23-2,85) (Quigley et al, 2018).

Recém-nascidos em aleitamento materno exclusivo apresentam crescimento
mais lento nos primeiros anos de vida, menores valores de IMC e menor prevaléncia
de obesidade na infancia, em comparacdo aos que recebem aleitamento artificial

(Haschke et al, 2019).
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4- Composicao do leite materno

A composigao do leite materno difere em fungao da fase da lactagdo e da idade
gestacional.

O colostro, produzido em pequenas quantidades nos primeiros cinco dias apds
o parto, é rico em componentes imunoldgicos; (Castellote et al, 2011). O leite de
transicdo, produzido do sexto dia até o final da segunda semana apds o parto,
apresenta algumas caracteristicas do colostro, e quantidades crescentes de lactose,
adequando-se as necessidades nutricionais do recém-nascido em crescimento. A partir
da segunda quinzena apdés o parto o leite materno é classificado como maduro
(Henderson et al, 2008; Nommsen-Rivers et al, 2012).

Leite de mdes de prematuros apresenta maior conteudo de proteina, lipidios e
consequente maior valor energético em comparagdo ao de maes de termo (Ballard &
Morrow, 2013). Entretanto, poucos estudos investigaram as repercussdes da restricdo
do crescimento fetal na composicdo do leite materno. Em estudo prévio, nosso grupo
de pesquisa mostrou que o conteudo médio de gordura e o valor energético do
colostro ndo diferiram em funcdo da idade gestacional e do crescimento fetal,
entretanto houve percentual significativamente maior de amostras de leite materno
com crematadcrito alto (> 4%) nas maes de recém-nascidos de termo pequenos para a
idade gestacional (Santiago et al, 2018).

Um potencial beneficio do leite materno, refere-se a capacidade de protecao
contra o estresse oxidativo, uma vez que contém vdrias substancias com capacidade
antioxidante, incluindo enzimas como: catalase, superdoxido dismutase e glutationa
peroxidase; bem como substancias ndo-enzimdticas, como vitaminas (a- tocoferol,
carotenoides, acido ascérbico), proteinas (lactoferrina) e  minerais (selénio)
(Ochoa et.al., 2003; Friel et al, 2004). Entretanto o papel do aleitamento materno na
protecdo contra o estresse oxidativo, ainda é pouco estudado e os resultados
divergentes, principalmente quanto a influéncia da idade gestacional e do crescimento
fetal nos niveis de seus componentes oxidantes e antioxidantes.

Estudo pequeno avaliou a atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e

superéxido dismutase (SOD) em leite de maes de prematuros e recém-nascidos de
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termo nos primeiros 3 meses de lactagao. No geral a atividade da GPx e da SOD
aumentou nos 2 grupos com a progressao da lactagdo. Nas primeiras duas semanas, a
atividade da GPx foi maior no leite materno de prematuros, enquanto que a SOD foi
sempre maior no leite das maes de termos (L' Abbe e Friel, 2000). Outro estudo
comparou leite materno de pré-termo (n=31) e de termo (n=14) e ndo evidenciou
diferencas no conteudo de oxidantes (TBARS) e na capacidade antioxidante total
(Terek et al, 2015). Interessantes resultados foram obtidos no estudo de Sandal e
colaboradores (2013) que mostrou aumento do estresse oxidativo e diminuicdo da
capacidade antioxidante em sangue de recém-nascidos de termo e pré-termo
pequenos para a idade gestacional em comparacdo aos adequados para a idade
gestacional, porém sem diferenca nos niveis de oxidantes e antioxidantes do leite
materno (Sandal et al, 2013).

Em 2002, Friel e colaboradores analisaram a atividade oxidante e antioxidante
do leite materno de termo e de pré-termo nas primeiras semanas de lactacdo em
comparacdo a féormula lactea. O leite materno teve maior capacidade de protecao
antioxidante do que a féormula. 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). Esse foi o primeiro estudo que analisou a atividade da catalase no leite humano
(Friel et al, 2002).

Também sdo poucos os estudos que abordam o crescimento de recém-nascidos
em aleitamento materno no primeiro més de vida, em funcdo da idade gestacional e
do crescimento fetal. Embora o leite materno seja preconizado como primeira opgao
alimentar para esses recém-nascidos, recomenda-se o uso de aditivos a fim de atender
as necessidades nutricionais aumentadas na fase de crescimento acelerado e
minimizar a restricdo do crescimento pds-natal (Hair et al, 2013; Huston et al, 2018).
Os beneficios dessa pratica alimentar parecem ser até mais evidentes nos prematuros
pequenos para a idade gestacional, documentando-se nestes, além de maior catch-up
do crescimento, melhor composicdo corporal e condicdo metabdlica nos primeiros

anos de vida (Visuthrankul et al, 2019).
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5- Justificativa do estudo

A escassez de dados na literatura e os resultados ainda ndo conclusivos
motivaram a realizagdo desse estudo para responder duas questdes que serao

abordadas em dois capitulos:

Capitulo 1: Qual o efeito da idade gestacional e do crescimento fetal nos niveis
de substancias oxidantes e antioxidantes do colostro e do leite maduro?

Capitulo 2: Qual o efeito da idade gestacional e do crescimento fetal no
crescimento de recém-nascidos em aleitamento materno exclusivo no primeiro més de

vida?

6- Hipdtese

Considerando que o leite de maes de prematuros apresenta maior
adequacdo de macronutrientes frente as necessidades nutricionais aumentadas
desses recém-nascidos, a hipdtese é que este leite, especialmente o colostro,
também seja mais adequado frente a limitada capacidade antioxidante dos
prematuros. Assim, no leite materno de maes de prematuros as concentracdes de
substancias oxidantes seriam menores e de antioxidantes seriam maiores em
comparacdo aos termos. Porém na situacdo de restricdo do crescimento fetal esse
beneficio pode ndo ocorrer.

Quanto ao crescimento durante o primeiro més de vida, a hipdtese é que
haja algum prejuizo em func¢do da prematuridade, mais do que da restricdo do
crescimento fetal, e a presenca concomitante desses 2 fatores estaria associada ao

pior padrdo de crescimento pds-natal.
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Componentes oxidantes e antioxidantes no colostro e leite materno
maduro em fung¢ao da idade gestacional e do crescimento fetal

RESUMO

INTRODUGCAO: O efeito da idade gestacional e do crescimento fetal na composigdo
oxidante e antioxidante do leite materno é pouco conhecido. OBJETIVO: Avaliar a
concentra¢do de substancias oxidantes e antioxidantes no colostro e leite maduro em
funcdo da idade gestacional e crescimento fetal. METODO: Estudo longitudinal, com
mdes de recém-nascidos prematuros (PT) e de termo (T), nascidos em um centro
tercidrio entre 2014-2018. Critério de inclusdo: gestacdo Unica; sem diabetes, sem uso
de medicagbes/drogas ilicitas, recém-nascido sem malformacdo/infeccdo congénita.
Exclusdo: ndo obtencdo do colostro e mastite. Constituidos 4 grupos conforme idade
gestacional e peso de nascimento (adequado=AIG e pequeno=PIG): PTPIG (n=37),
PTAIG (n=99), TPIG (n=65), TAIG (controle, n=69). O colostro foi coletado entre 24-72
horas e o leite maduro na 42 semana. Foram dosadas enzimas antioxidantes:
Glutationa peroxidase (GPX), Catalase (CAT) e Superéxido dismutase (SOD) e o
marcador de peroxidacao lipidica malondialdeido (MDA). Os grupos foram comparados
pelo teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher, ANOVA seguida pelo teste de Wald com
controle de confundidores e ANOVA-RM para investigar o efeito do grupo e tempo.
RESULTADOS: No colostro de prematuros e TPIG houve menor concentracao de MDA,
e nos prematuros a concentracdo de SOD e CAT foi maior. No leite maduro apenas o
MDA diferiu, sendo TPIG > TAIG > PTPIG > PTAIG. Na comparac¢do colostro X leite
maduro a CAT diminuiu nos prematuros e o MDA aumentou em todos grupos exceto
nos PTAIG. CONCLUSAO: A concentracdo de oxidantes e antioxidantes do leite
materno é influenciada pela idade gestacional e crescimento fetal. A protecao

antioxidante é especialmente importante no colostro de maes de prematuros.

Palavras-chave: leite materno, recém-nascido prematuro, retardo do crescimento

fetal, oxidantes, antioxidantes.
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1.INTRODUCAO

Quanto menor o peso de nascimento e maior o grau de prematuridade, maior é
a necessidade de procedimentos invasivos para garantir a sobrevida do recém-nascido.
Esses procedimentos, incluindo o uso de oxigénio e de nutricdo parenteral, podem
aumentar a producgao de radicais livres de oxigénio, propiciando o estresse oxidativo e
consequente lesdo tecidual (Trindade & Rugolo, 2007; Aceti et al 2018).

Ha muita preocupacdo com o estresse oxidativo nos prematuros, pois além da
exposicdo frequente, esses recém-nascidos tém limitacGes nos seus mecanismos de
defesa antioxidante, em especial baixa atividade das enzimas: superdxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GPX) e catalase (CAT), que em conjunto com a vitamina
E, desempenham papel protetor importante na peroxidacdo lipidica das membranas
celulares (Thibeault, 2000; Trindade & Rugolo, 2007). Vdrias doencas dos prematuros
estdo associadas ao estresse oxidativo, incluindo: displasia broncopulmonar,
retinopatia da prematuridade, enterocolite necrosante, hemorragia intraventricular e
leucomaldcia periventricular (Saugstad, 2005; Shoji e Koletzko, 2007). E ainda, o
estresse oxidativo parece estar envolvido na génese da restricdo do crescimento fetal,
atuando por diversos mecanismos, seja a lesdo de DNA, alteracao no metabolismo do
colageno e diminuicdo do crescimento placentario (Toy et al, 2009; Lian et al, 2011;
Kimura et al, 2013; Chandra et al, 2016).

O prognéstico dos recém-nascidos, especialmente os prematuros, é
influenciado pela morbidade neonatal e pela nutricdo no inicio da vida, destacando-se
a importancia do leite materno como fator protetor no progndstico em curto e longo
prazo (Cai et al, 2019).

Um potencial beneficio do leite materno refere-se a capacidade de protecao
contra o estresse oxidativo, uma vez que contém varias substancias antioxidantes,
incluindo enzimas e substancias ndo-enzimaticas (Ochoa et al, 2003). Em prematuros
alimentados com leite materno foi documentada, nas primeiras semanas, menor
concentracdo urinaria de marcadores de estresse oxidativo, em comparacdo aos que
receberam formula de pré-termo (Chen et al, 2019). Entretanto o papel do

aleitamento materno na protecao contra o estresse oxidativo, ainda é pouco estudado,
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principalmente quanto a influéncia da idade gestacional e do crescimento fetal nos
niveis de substancias oxidantes e antioxidantes do leite materno.

Esse estudo tem com objetivo testar a hipdtese que no leite de maes de
prematuros, especialmente no colostro, ha menor concentracdo de substancias
oxidantes e maior de antioxidantes, em comparacdo aos termos. Porém na restricdo

do crescimento fetal esse beneficio pode nao ocorrer.

2. METODO

Estudo longitudinal de corte transversal, com puérperas que tiveram parto de
termo ou pré-termo, na Maternidade do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP, no periodo de 2014 até 2018.

Critérios de inclusdo: puérperas que manifestaram a intencdo de amamentar e
gue tiveram: gestacao Unica; auséncia de diabetes; sorologias negativas para sifilis, HIV
e Hepatite B; sem uso de medicamentos/drogas ilicitas; recém-nascido sem
malformacdo/infec¢do congénita.

Maes de recém-nascidos grandes para a idade gestacional ndo foram incluidas.

A presenca mastite e/ou uso de medicamento pela puérpera, bem como a
impossibilidade de obtencdo de colostro foram critérios de exclusdo.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Instituicdo (Parecer 670.629 Anexo 1) e as participantes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido. O estudo teve apoio financeiro da FAPESP (Proc.
2014/12784-9 - ANEXO 2).

A amostra estudada correspondeu ao numero maximo de puérperas que
preencheram os critérios de inclusdo e concordaram em participar do estudo. No total
270 puérperas foram estudadas e distribuidas nos 4 grupos de estudo, conforme a
idade gestacional e o crescimento fetal:

I-  Prematuros pequenos para a idade gestacional (PT-PIG)
[I- Prematuros adequados para a idade gestacional (PT-AIG)
IlI- Termos pequenos para a idade gestacional (T-PIG)

IV- Termos adequados para a idade gestacional (T-AIG) = grupo controle
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A idade gestacional foi calculada pela melhor estimativa obstétrica (data
precisa da ultima menstruacdo e/ou ultrassonografia no primeiro trimestre), sendo
considerados prematuros os recém-nascidos com menos que 37 semanas de gestacao
e de termo aqueles com idade gestacional entre 37 e 41 semanas. Com base na curva
de crescimento intra-uterino de Fenton & Kim 2013, os recém-nascidos foram
classificados em adequados para a idade gestacional (peso entre os percentis 10-90) e
pequenos para a idade gestacional (peso menor que percentil 10).

As variaveis independentes do estudo incluiram: dados maternos (idade,
escolaridade, medidas antropométricas pré-gestacionais, tabagismo, paridade,
intercorréncias gestacionais e tipo de parto) e dados do recém-nascido (idade
gestacional, género, necessidade de reanimac¢do ao nascimento, Apgar de 12 minuto
de vida, peso de nascimento, classificacdo do peso para a idade gestacional,
morbidade neonatal e frequéncia de aleitamento materno exclusivo durante a
internacao).

Os desfechos de interesse foram as concentracbes de substdncias oxidantes
(malondialdeido) e antioxidantes (glutationa peroxidase, catalase, superéxido
dismutase) no colostro e leite maduro.

Amostras de 3 mL de colostro foram obtidas por ordenha manual entre 24 e 72
horas apds o parto e de leite maduro na 42 semana de vida. As amostras foram
coletadas no periodo da manha no intervalo das mamadas, imediatamente congeladas
e estocadas a menos 80°C até o momento das dosagens.

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

Como marcadores da capacidade anti-oxidante foram dosadas as 3 principais
enzimas antioxidantes: Glutationa peroxidase (GPX), Catalase (CAT) e Superoéxido

dismutase (SOD). Essas dosagens foram realizadas por Ensaio Colorimétrico utilizando
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Kits especificos: Glutathione Peroxidase Assay Kit, Catalase Assay Kit, Superoxide
Dismutase Assay Kit, da Cayman Chemical ®.

Na analise descritiva da amostra as varidveis continuas foram apresentadas em
tabelas com cdlculo de média e desvio padrdao ou mediana e percentis, conforme
apropriado; e as varidveis categdricas foram expressas pelo nimero e propor¢ao de
eventos.

No estudo das associacdes entre as varidveis categdricas foi empregado o teste
do Qui-quadrado ou Exato de Fisher e na andlise das varidveis continuas o teste
ANOVA seguido pelo teste de Wald, com controle de potencias confundidores,
identificados na analise univariada.

A distribuicdo Gama foi empregada para controlar a variabilidade dos valores
das substancias oxidantes e anti-oxidantes.

O efeito do grupo e do tempo nas dosagens efetuadas no leite materno foi
avaliado em amostras pareadas de colostro e leite maduro por meio de andlise de
variancia para medidas repetidas (ANOVA-RM).

Em todas as andlises o nivel de significancia foi de 5%. O programa estatistico

utilizado foi o SAS for Windows V.9.4.

3. RESULTADOS

Dentre 430 puérperas selecionadas no periodo de agosto de 2014 a julho de
2018, 370 preencheram os critérios de inclusdo, porém 40 puérperas recusaram
participar do estudo e 60 foram excluidas devido a ndo obtencdo do volume necessario
de colostro. Assim, foram estudadas amostras de colostro e leite maduro de 270
puérperas, estratificadas nos 4 grupos: 37 prematuros pequenos para a idade
gestacional (PT-PIG); 99 prematuros adequados para a idade gestacional (PT-AIG); 64
termos pequenos para a idade gestacional (T-PIG); e 69 controles (T-AlG).

Todas as puérperas realizaram controle pré-natal e tiveram, em média, 25
anos de idade e 9,5 anos de estudo, sem diferenca entre os grupos. Os principais
dados maternos e gestacionais estdo apresentados na Tabela 1. Destaca-se nessa

tabela que em todos os grupos as médias de IMC materno foram > 25, caracterizando
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a amostra estudada como sobrepeso. Pré-eclampsia foi a principal doenga gestacional

nos grupos de prematuros (Tabela 1).

Tabela 1. Dados Maternos, Gestacionais e Neonatais nos 4 grupos

PT PIG PT AIG TPIG

TAIG

(n=37) (n=99) (n=64) (n-69)  Fvelor’
Peso Prévio (Kg)* 64 + 142 67 + 228 62 + 162 75 +22°b 0,002
IMC Prévio* 25,3 +6,0° 26,0 +6,1° 25,1+6,5° 28,5+ 8,3P 0,015
Primigesta (%) 18 (48) 31 (31) 34 (52) 23 (33) 0,065
Tabagismo (%) 6 (16) 19 (19) 16 (24) 8 (11) 0,262
Corticoide antenatal <34s (%) 7/10 (70)2 20/27 (74)? o° o° <0,001
Pré-eclampsia (%) 17 (48)° 30 (30)? 7 (20)° oc <0,001
Bolsa Rota > 18h (%) 2 (5) 14 (14) 2 (3) 3 (4) 0,056
Parto Cesareo (%) 25 (67)° 39 (39)° 8 (12)° 19 (27)b¢ <0,001

*média * desvio padrdo  # letras iguais: sem diferenga entre os grupos; letras diferentes: com diferenga entre os grupos

IMC= Indice de massa corporal

Dentre os recém-nascidos, ndo houve distribuicdo preferencial quanto ao

género, sendo 46% do género masculino. A média do Apgar de 12 minuto foi 8 em

todos os grupos. Dentre os prematuros 73% foram prematuros tardios (> 34 semanas)

e a morbidade neonatal foi baixa, exceto a ictericia necessitando de fototerapia

(Tabela 2).
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Tabela 2. Dados de Nascimento e Neonatais nos 4 grupos

PT PIG PT AIG TPIG T AIG

(n=37) (n=99) (n=64) (n=69) P valor?*
Idade Gestacional (sem)* 34 £ 22 33+2° 39 +3b 39+3b <0,001
Peso Nascimento (g)* 1760 +470° 2320+470° 2535+520° 3285+550¢ <0,001
VPP (%) 9 (24)? 21 (21)° 5(7)° 2 (2)° 0,008
SDR (%) 7 (18)? 20 (20)° 0(-)b 0(-)P <0,001
Fototerapia (%) 23 (62)? 57 (57)? 14 (21)° 9 (13)° <0,001
Ventilagdo mecanica (%) 5(13)? 14 (14)? 0(-)° 0(-)° 0,001
CPAP (%) 9 (24) 26 (26)° 2 (3)° 0(-)b <0,001
Aleitamento exclusivo até a alta (%) 22 (60)°2 59 (58)° 58 (91)° 66 (96)° <0,001

*média + desvio padréo #letras iguais: sem diferenga entre os grupos; letras diferentes: com diferenga entre os grupos

VPP= Ventilagdo por presséo positiva ~ SDR= Sindrome do desconforto respiratdrio

A tabela 3 mostra os resultados das dosagens das substdncias oxidantes e

antioxidantes em amostras pareadas de colostro e leite maduro das puérperas nos 4

grupos, com ajuste dos fatores de confusdo: pré-eclampsia e tipo de parto.

No geral, houve no colostro menor concentra¢ao de oxidante nos grupos de

prematuros e TPIG e maior concentracdo de anti-oxidantes nos prematuros. No leite

maduro a concentracdo de oxidante foi menor nos prematuros, e maior nos TPIG,

comparados ao controle; e a concentracdo de antioxidantes ndo diferiu entre os

grupos. Ao comparar colostro com leite maduro verificou-se que a concentragao de

oxidante aumentou em todos os grupos exceto nos PTAIG e a concentragdo da enzima

catalase diminuiu nos prematuros (Tabela 3).
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Tabela 3. Valores médios das enzimas antioxidantes e oxidantes no colostro e leite

maduro das maes nos 4 grupos

Variaveis PT PIG PT AIG TPIG TAIG P valor’
(n=16) (n=47) (n=27) (n=34)

MDA Colostro 7,5+5,2° 14,6 +9,6° 17,6 + 24,3b 21,7 + 20,6° <0,001

(nmol/mg proteina) Maduro 24,8+20,2* 17,6+9,4° 113,7 £92,6° 56,6 + 38,51 <0,001

Colostro x maduro P valor” 0,002 0,078 < 0,001 < 0,001

SoD Colostro 0,07 +0,04 0,05+ 0,03 0,02 + 0,04°¢ 0,03 +0,03¢ <0,001

(U/mL) Maduro 0,05+0,03* 0,05 +0,04° 0,04 + 0,042 0,05 + 0,04° 0,599

Colostro x maduro P valor* 0,460 0,178 0,701 0,359

CAT Colostro 337 +441° 603 + 868° 286 + 4342 396 + 358°? <0,001

(nmol/min/mL) Maduro 127 + 88° 83,2 + 1052 139 £+ 2122 150+ 176° 0,227

Colostro x maduro P valor” 0,037 0,005 0,208 0,064

GPx Colostro 0,01+0,01* 0,01+0,01° 0,01 +0,01° 0,01 +0,01° 0,653

(nmol/min/mL) Maduro 0,01+0,01* 0,01+0,01® 0,01+£0,022 0,01+0,012 0,582

Colostro x maduro P valor” 0,761 0,400 0,266 0,075

Controlado para pré-eclampsia e tipo de parto
# letras iguais: sem diferenca entre os grupos; letras diferentes: com diferenga entre os grupos
MDA= malondealdeido = SOD= Superodxido dismutase = CAT= Catalase =~ GPx= Glutationa Peroxidade

4. DISCUSSAO:

A prematuridade é um evento associado a inflamagdo/infeccdo e a restrigdo
do crescimento fetal é uma condigdo relacionada a hipdxia/isquemia (Perrone et al,
2019). Tanto a inflamag¢do como a hipoxia/isquemia associam-se com aumento do
estresse oxidativo, entretanto as potenciais repercussdes desses eventos no leite
materno ainda ndo estdo bem estabelecidas. Uma vez que a composicao de nutrientes
do leite materno modifica-se para melhor adequacao as necessidades do prematuro, a
hipotese desse estudo foi que haveria diferencas nas concentracdes de marcadores
oxidantes/antioxidantes no leite materno em funcdo da idade gestacional e do

crescimento fetal, com maior efeito da idade gestacional.
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Nossa hipdtese de que alteracdes no leite materno ocorreriam para proteger
o recém-nascido em relagdo ao estresse oxidativo foi confirmada, principalmente nos
prematuros, pois o colostro apresentou menor concentracdo do marcador de
peroxidacao lipidica (MDA) e maiores concentragdes de enzimas antioxidantes (SOD e
CAT). Com o progredir da lactagdo o leite das maes de prematuros persistiu com baixos
valores de oxidantes, e apesar da diminui¢cdo da catalase, a concentragao das enzimas
antioxidantes nao diferiu entre os grupos.

O crescimento fetal também influenciou na composi¢ao do leite materno,
porém com menor efeito do que a idade gestacional. Basicamente houve diferenga na
concentracdo de oxidante que foi menor no colostro, porém maior no leite maduro;
enguanto que as enzimas antioxidantes nao diferiram em relagdao ao controle. Com o
progredir da lactacdo algum efeito protetor persistiu, pois, apesar do aumento do
marcador oxidante nao houve diminui¢cdo das enzimas antioxidantes.

A anilise do perfil evolutivo dos componentes oxidantes/antioxidantes no
leite materno do grupo controle conforme o tempo de lactagdo mostrou maior efeito
protetor do colostro, que apresentou menor quantidade de marcador oxidante. Efeito
protetor do colostro foi também evidenciado por Zarban e col. que analisaram
amostras de leite materno em diferentes estagios de lactacdo (desde colostro até 6
meses de lactacdo) de 115 maes de recém-nascidos de termo e sadios e mostraram
maior capacidade antioxidante no colostro comparado ao leite maduro, refor¢gando a
importancia do aleitamento materno nos primeiros dias de vida (Zarban et al, 2009).

Nosso estudo mostrou que o colostro de mades de prematuros é
perfeitamente adaptado as limitacdes dos prematuros, contendo menor quantidade
de substancias oxidantes e maior de antioxidantes, em comparacdo ao grupo controle.
Resultados diferentes foram obtidos por Sandal e col., que investigaram a condicdo
oxidante total, o indice de estresse oxidativo e a capacidade antioxidante total em 84
amostras de colostro (sendo 44 puérperas de termo e 40 de pré-termo, com média de
idade gestacional de 38,6 e 33,7 semanas respectivamente) e ndo encontraram
diferencas em funcdo da idade gestacional e do crescimento fetal (Sandal et al, 2013).
Por outro lado, Abuhandan e col., avaliaram a capacidade oxidante e antioxidante total

e o indice de oxidacdo no colostro e no soro de prematuros e recém-nascidos de
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termo, e documentaram maior capacidade oxidante e antioxidante total no colostro
dos prematuros, porem sem diferenca no indice de oxidagao, enquanto que no soro os
prematuros apresentaram maior capacidade antioxidante em comparagao aos termos,
concluindo os autores que o colostro aumenta a capacidade antioxidante dos
prematuros (Abuhandan et al. 2015).

Estudo recente mostrou que a capacidade antioxidante aumenta com o
progredir da lactacdo. No colostro ndo houve diferenca entre termos e pré-termos,
porém no leite maduro a capacidade antioxidante foi maior nos termos do que nos
prematuros (Paduraru et al, 2018). Em nosso estudo, a concentragdo de antioxidantes
do leite maduro ndo diferiu entre termos e prematuros, provavelmente porque a
maioria de nossos prematuros eram prematuros tardios e na coleta do leite maduro,
ao final do primeiro més, ja haviam atingido o termo.

A literatura ainda é escassa em relagdo a condi¢do oxidante/antioxidante do
leite materno, e os resultados sdo inconclusivos. A divergéncia nos resultados pode ser
devida ao pequeno nimero amostral dos estudos, as diferencas metodolédgicas na
avaliacdo da condicdo oxidante/antioxidante e também variacdo na idade gestacional.
Apesar dessas limitacdes, os estudos sugerem que o leite materno oferece boa
protecdo antioxidante para os recém-nascidos, especialmente aos prematuros, que
sdo mais susceptiveis e expostos ao estresse oxidativo e apresentam limitacdes nos
mecanismos de defesa antioxidante.

Um achado interessante foi que no grupo de termos pequenos para a idade
gestacional a concentragdo de antioxidantes tanto no colostro como no leite maduro
foi semelhante ao grupo controle, porém no leite maduro os TPIG apresentaram os
maiores valores de oxidantes. Nao hd dados na literatura sobre a composicao
oxidante/antioxidante do leite materno de recém-nascidos com restricdo do
crescimento fetal que nos dé subsidios para explicar esse resultado, e mais estudos
devem ser realizados para que possamos entender o significado desse achado.

Uma limitacdo de nosso estudo foi avaliar apenas de um marcador oxidante e
as enzimas antioxidantes, sabendo-se que outros componentes poderiam também
interferir na condicdo oxidante e antioxidante total do leite materno. Entretanto,

frente a escassa literatura disponivel, nossos resultados acrescentam novos dados,
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especialmente quanto a condicdo oxidante do leite materno, que é pouco referida na
literatura. Esses resultados estimulam a realizagdo de mais estudos para melhor
entender os mecanismos fisiolégicos envolvidos na capacidade do leite materno
proteger o recém-nascido contra o estresse oxidativo, mecanismos esses que diferem
em fungdo da idade gestacional e do crescimento fetal.

Concluindo, a concentragao de substancias oxidantes e antioxidantes no leite
materno é influenciada pela idade gestacional e pelo crescimento fetal. A protecao
antioxidante é maior no leite de mdes de prematuros do que das maes de recém-
nascidos pequenos para idade gestacional, tanto no colostro como no leite maduro, o

gue reforca a importancia do aleitamento materno para os prematuros.
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Oxidant and antioxidant components in colostrum and mature breast

milk according to gestational age and fetal growth

ABSTRACT

BACKGROUND: The effect of gestational age and fetal growth on the oxidative and
antioxidant composition of breast milk is poorly understood. OBJECTIVE: To evaluate
the concentration of oxidant and antioxidant substances in colostrum and mature
breast milk according to gestational age and fetal growth. METHOD: Longitudinal
study, with mothers of premature (PT) and term (T) newborns, in a tertiary center
between 2014-2018. Inclusion criteria: single pregnancy; no diabetes, no use of
medications/illicit drugs, newborn without malformation/congenital infection.
Excluded: failure in obtain colostrum and mastitis. Four groups were formed based on
gestational age and birth weight (adequate = AGA and small for gestational age = SGA):
PTSGA (n = 37), PTAGA (n = 99), TSGA (n = 65), TAGA (control, n = 69). Colostrum was
collected between 24-72 hours after delivery and mature milk in the 4th week. The
antioxidant enzymes: Glutathione peroxidase (GPX), Catalase (CAT) and Superoxide
dismutase (SOD) and the lipid peroxidation marker malondialdehyde (MDA) were
measured. The groups were compared using the Chi-square test or Fisher's Exact test,
ANOVA followed by the Wald test adjusting for potential confounders, and ANOVA-RM
to investigate the effect of the group and time. RESULTS: In the colostrum of preterm
infants and TPIG there was a lower concentration of MDA, and in premature infants
the concentration of SOD and CAT was higher. In mature milk only the MDA differed,
being TPIG> TAIG> PTPIG> PTAIG. In the comparison of colostrum X mature milk, CAT
decreased in premature infants and MDA increased in all groups except PTAIG.
CONCLUSION: The concentration of oxidants and antioxidants in breast milk is
influenced by gestational age and fetal growth. Antioxidant protection is especially

important in the colostrum of mothers of premature infants.

Keywords: human milk, infant newborn, fetal growth retardation, oxidants,

antioxidants.
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INTRODUCTION

The lower the birth weight and gestational age, the greater the need for
invasive procedures to ensure the preterm neonate's survival. These procedures,
including the use of oxygen and parenteral nutrition, can increase the production of
free radicals. Free radicals react with polyunsaturated fatty acids of cell membranes,
proteins and nucleic acids, causing functional alterations within the cell, with
subsequent tissue injury by oxidative stress (Trindade & Rugolo, 2007; Aceti et al
2018).

Preterm infants are particularly prone to oxidative stress because they are
frequently exposed to events leading to overproduction of free radicals and have
reduced antioxidant defense, especially low enzymatic activity of superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPX) and catalase (CAT), which together
with vitamin E, play an important protective role in the lipid peroxidation of cell
membranes (Thibeault, 2000; Trindade & Rugolo, 2007). Oxidative stress has been
associated with increased risk of serious prematurity-associated diseases, including
bronchopulmonary dysplasia, retinopathy of prematurity, necrotizing enterocolitis,
intraventricular hemorrhage and periventricular leukomalacia (Saugstad, 2005; Shoji
and Koletzko, 2007). Furthermore, oxidative stress have been implicated in the
pathogenesis of intrauterine growth restriction, acting through several mechanisms,
such as DNA damage, altered collagen turnover and reduced placental growth (Toy et
al, 2009; Lian et al, 2011 ; Kimura et al, 2013; Chandra et al, 2016).

Currently, one of the goals in neonatal care is to minimize free radicals
production and promote the development of antioxidant systems. Breast milk has
been associated with substantial benefits to the health and development of preterm
infants (Cai et al, 2019) and can provide antioxidant protection, since it contains
several antioxidant compounds, including enzymes and non-enzymatic substances
(Ochoa et al, 2003). Premature infants fed with breast milk exhibited a lower urinary

concentration of oxidative stress biomarkers in the first weeks of life, compared with
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those fed with premature infant formula (Chen et al, 2019). However, the role of
breastfeeding in protecting against oxidative stress is still poorly studied, especially
regarding the influence of gestational age and fetal growth on the levels of oxidant and
antioxidant substances in breast milk. We hypothesized that prematurity is associated
with increased antioxidants and decreased oxidants concentrations in breast milk
whereas the opposite occur in intrauterine growth restriction.

This study aims to investigate the influence of gestational age and fetal growth
on the concentration of oxidative stress biomarker and antioxidants enzymes in

colostrum and mature breast milk.

METHOD

A prospective observational study, with women who had given birth at term or
prematurely at the Maternity Hospital of the Sao Paulo State University- Botucatu
School of Medicine, from 2014 to 2018.

Inclusion criteria: postpartum women who intended to breastfeed exclusively
and who have had negative serology results for syphilis, HIV and Hepatitis B.

Exclusion criteria included: multiple pregnancy, diabetes melittus, use of
medication or illicit drug, presence of mastitis, newborn large for gestational age or
with congenital anomalies, as well as the impossibility of obtaining colostrum.

The study was approved by the Institution's Research Ethics Committee and
informed consent was obtained from each participant woman.

All women who met the inclusion criteria and agreed to participate in the study
were included and distributed into 4 study groups, according to gestational age and
fetal growth:

V- Preterm infants small for gestational age (PT-SGA)
VI- Preterm infants appropriate for gestational age (PT-AGA)
VII- Term infants small for gestational age (T-SGA)

VIII- Term infants appropriate for gestational age (T-AGA) = control group
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Gestational age was calculated by the best obstetric estimate (precise date of
the last menstruation and/or ultrasound in the first quarter). SGA was defined as birth
weight < 10 percentile on Fenton intrauterine growth (Fenton & Kin, 2013), and AGA
when birth weight between 10-90" percentiles.

The study's independent variables included: maternal data (age, education, pre-
gestational anthropometric measurements, tobacco wuse, parity, gestational
complications and type of delivery) and newborn data (gestational age, gender,
delivery room resuscitation, 1-minute Apgar score, birth weight, weight classification
for gestational age, neonatal morbidity and frequency of exclusive breastfeeding
during hospitalization).

The primary outcomes were the concentrations of oxidant (malondialdehyde)
and antioxidants substances (glutathione peroxidase, catalase, superoxide dismutase)
in colostrum and mature breast milk.

Samples of 3mL of colostrum were obtained by manual expression between 24
and 72 hours after delivery and of mature milk in the 4th week of life. Sample
collection was standardized between 9:00-11:00 in the morning, during the feeding
interval. Milk samples were immediately frozen and kept in the freezer at - 80°C until
analysis.

The lipid peroxidation biomarker, malondialdehyde (MDA), was measured by
spectrophotometric absorbance of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS),
which react with malondialdehyde to produce a pinkish substance. The amount of
TBARS is thus proportional to the amount of MDA. The TBARS concentration was
calculated using the standard MDA curve and was expressed in nmol/mg of protein.

The 3 main antioxidant enzymes were measured as markers for antioxidant
capacity: Glutathione peroxidase (GPX), Catalase (CAT) and Superoxide dismutase
(SOD). These measurements were performed by Colorimetric Assay using specific kits:
Glutathione Peroxidase Assay Kit, Catalase Assay Kit and Superoxide Dismutase Assay
Kit, provided by Cayman Chemical®.

In the descriptive analysis of the sample, continuous variables were reported as
mean and standard deviation or median and percentiles, as appropriate; and

categorical variables were expressed as the number and proportion of events.
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To examine the associations between categorical variables, the Chi-square test
or Fisher’s exact test was used; and continuous variables were analysed by ANOVA
followed by Tukey test. The oxidative stress biomarker (MDA) and antioxidant enzmes
levels were compared between the 4 groups using a one-way layout, followed by Wald
test, adjusting for potential confounders. The gamma distribution was used to control
for the variability in the values for oxidant and antioxidant substances.

The effect of group and time on the measurements made in breast milk
samples was evaluated in paired samples of colostrum and mature milk through
repeated measures analysis of variance (ANOVA-RM).

A two-tailed P value of less than 0.05 was considered statistically significant.
Analyzes were performed using SAS for Windows v.9.4 statistical software (Cary, NC,

USA).

RESULTS

Among the 430 postpartum women selected from August 2014 to July 2018,
370 met the inclusion criteria. However, 40 women refused to participate in the study
and 60 were excluded because the necessary volume of colostrum could not be
obtained. Thus, samples of colostrum and mature milk from 270 lactating women were
analyzed, sub-divided into 4 groups: 37 preterm infants small for gestational age (PT-
SGA); 99 preterm infants appropriate for gestational age (PT-AGA); 64 term infants
small for gestational age (T-SGA); and 69 controls (T-AGA).

All women attended antenatal care and had, on average, 25 years of age and
9.5 years of study, with no difference between groups. The main maternal and
gestational data are shown in Table 1. In all groups the mean maternal BMI was > 25,
characterizing the sample as overweight. Pre-eclampsia was the main pregnancy-

related complication in the preterm groups (Table 1).
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Table 1. Maternal and gestational data

PT SGA

PT AGA

T SGA

T AGA

(n=37) (n=99) (n=64) (h=e)  ©vole’
Weight before pregnancy (Kg)* 64 + 142 67 £ 22° 62 + 162 75 +22° 0,002
BMI before pregnancy* 25,3+6,0° 26,0 £ 6,1° 25,1 +6,5° 28,5 + 8,3 0,015
Primiparous (%) 18 (48) 31(31) 34 (52) 23 (33) 0,065
Smoking (%) 6 (16) 19 (19) 16 (24) 8 (11) 0,262
Antenatal steroids <34s (%) 7/10 (70)2 20/27 (74)? 0P 0P <0,001
Preeclampsia (%) 17 (48)2 30 (30)? 7 (20)° (0% <0,001
PROM > 18h (%) 2 (5) 14 (14) 2 (3) 3(4) 0,056
Cesarean delivery (%) 25 (67)? 39 (39)° 8 (12)¢ 19 (27)P¢ <0,001

*meanzstandard deviation; #equal letters: no difference between groups; different letters: with difference between groups

BMlI= body mass index; PROM= Premature rupture of membranes

Groups were similar in terms of newborn gender (46% male) and the 1-minute

Apgar (average 8 for all groups). Among preterm infants, 73% were late preterm

infants (> 34 weeks gestation) and neonatal morbidity was low, except for jaundice

requiring phototherapy (Table 2).

Table 2. Birth and Neonatal Data

PT SGA PT AGA TSGA TAGA P value *

(n=37) (n=99) (n=64) (n=69)
Gestational age (sem)* 34 + 2@ 33 +2¢° 39 +3°b 39+3b <0,001
Birth weight (g)* 1760 +470° 2320+470° 2535+520° 3285+550¢ <0,001
Resuscitation at birth (%) 9 (24)? 21 (21)? 5(7)° 2(2)° 0,008
RDS (%) 7 (18)? 20 (20)? 0(-)° 0(-)P° <0,001
Phototherapy (%) 23 (62)° 57 (57)? 14 (21)° 9 (13)° <0,001
Mechanical ventilation (%) 5(13)2 14 (14)? 0(-)° 0(-)P° 0,001
CPAP (%) 9 (24)? 26 (26)° 2 (3)° 0(-)P° <0,001
Exclusive breastfeeding until discharge (%) 22 (60)? 59 (58)2 58 (91)° 66 (96)° <0,001

*meanzstandard deviation; #equal letters: no difference between groups; different letters: with difference between groups

RDS= distress syndrome in preterm infants
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Table 3 shows the mean concentration of oxidative stress biomarker (MDA)
and antioxidant enzymes in paired samples of colostrum and mature milk in all 4
groups, adjusting for confounding factors: preeclampsia and mode of delivery.

Overall, mothers of preterm infants had lower levels of oxidative marker in
colostrum and mature milk, and higher concentration of antioxidants in colostrum,
compared with the control group. Mothers of T-SGA had lower levels of oxidative
marker in colostrum, but higher in mature milk, compared with the control group. The
concentration of antioxidant enzymes in mature milk did not differ between groups.

Comparing colostrum with mature milk, the concentration of MDA increased
during the course of lactation in all groups except in the PT-AGA, whereas catalase
showed a trend to decrease with significant lower levels in mature milk of preterm

infants” mothers (Table 3).

Table 3. Mean values of antioxidant and oxidizing enzymes in the colostrum and

mature milk of mothers in the 4 groups

PT SGA PT AGA TSGA TAGA P value *
(n=37) (n=99) (n=64) (n=69)
MDA Colostrum 7,5+5,2° 14,6 + 9,6° 17,6 + 24,3b 21,7 £ 20,6°¢ <0,001
(nmol/mg protein) Mature Milk 24,8 +20,2% 17,6 +9,4° 113,7 £92,6° 56,6 + 38,5¢ <0,001
Colostrum x Mature Mil P valor” 0,002 0,078 < 0,001 < 0,001
SOD Colostrum 0,07 +0,04% 0,05+0,03° 0,02 +0,04¢ 0,03 £0,03¢ <0,001
(U/mL) Mature Milk 0,05+ 0,032 0,05+0,04° 0,040,042 0,05 £+ 0,042 0,599
Colostrum x Mature Mil P valor” 0,460 0,178 0,701 0,359
CAT Colostrum 337 +441° 603 + 868> 286 + 4342 396 + 358° <0,001
(nmol/min/mL) Mature Milk 127 + 882 83,2+ 105 139+212° 150+ 176° 0,227
Colostrum x Mature Mil P valor” 0,037 0,005 0,208 0,064
GPx Colostrum 0,01+0,01* 0,01+0,01* 0,01t0,01° 0,01 +£0,01° 0,653
(nmol/min/mL) Mature Milk 0,01 +0,01° 0,01+0,01° 0,01+0,02® 0,01+001* 0,582
Colostrum x Mature Mil P valor? 0,761 0,400 0,266 0,075

Controlled for preeclampsia and type of delivery

*meanzstandard deviation; #equal letters: no difference between groups; different letters: with difference between

groups MDA= malondialdehyde; SOD= Superoxide dismutase; CAT= Catalase; GPx= Glutathione Peroxidase
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DISCUSSION:

Prematurity is strongly associated with inflammation/infection and fetal
growth restriction is related to hypoxia/ischemia (Perrone et al, 2019). Both
inflammation and hypoxia/ischemia are associated with increased oxidative stress, but
the effects of prematurity and fetal growth restriction on breast milk components are
still not well established. Since the macronutrient composition of breast milk changes
throughout lactation to provide appropriateness of nutritional intake to the premature
infant, the hypothesis of this study was that there would be differences in the
concentrations of oxidative stress biomarker and antioxidant enzymes in breast milk
according to gestational age and fetal growth, with greater effect of gestational age.

Our hypothesis that changes in breast milk would occur to protect the
newborn from oxidative stress was confirmed, especially in preterm infants. A very
interesting result was a high concentration of antioxidant enzymes in colostrum, and
low level of oxidative biomarker (MDA) in colostrum and mature milk of preterm
mothers, suggesting that the protective effect of breast milk persisted during the
course of lactation.

Previous studies, comparing antioxidant properties of preterm and term
breast milk reported heterogeneous results. Some data show that preterm
mothers'milk has more antioxidants (Abuhandan et al, 201) and it has been observed
that the total antioxidant capacity of premature breast milk may not decline during
lactation (Deniz et al 2019). However, other studies have showed no difference
between term and preterm colostrum (Sandal, 2013), or a lower total antioxidant
capacity in colostrum of preterm compared to full-term mothers (Deniz et al, 2019).

To date, a few studies have investigated the influence of fetal growth on the
oxidant/antioxidant status of breast milk. In this study we have shown that oxidant
content of milk from mothers of T-SGA was lower in colostrum and higher in mature
milk compared with control group. This is a highly interesting result, suggesting a
possible adaptive mechanism in mother’s mammary gland to protect neonates with
fetal growth restriction during the first days of life when the oxidative damage is more

common, but the protective effect of breast milk did not persist throughout lactation,
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and it is difficult to explain why the biomarker of oxidative stress is increased in mature
milk. This is an unexpected finding that will require additional investigation to better
understand the influence of fetal growth restriction on oxidant status of breast milk
and its changes during the course of lactation.

In all groups of our study the oxidant/antioxidant compounds in the breast
milk changed during the course of lactation showing a greater protective effect of
colostrum for preterm and term infants. This finding is in agreement with previous
study that reported higher total antioxidant capacity in the colostrum than in mature
milk of full-term mothers (Zarban et al, 2009). Our results are also in line with a recent
report by Deniz et al who have reported that colostrum has the highest antioxidant
capacity level, which decreased during lactation, and although antioxidant capacity
was lower in preterm compared with term, the total oxidant status was lower in
colostrum and mature milk of preterm mothers (Deniz et al, 2019). Taken together,
these findings highlight the importance of breastfeeding, especially for preterm infants
in the first days of life. In contrast, Paduraru et al, have evaluated preterm and term
milk at different moments of lactation and showed that in both groups the antioxidant
capacity of breast milk increases throughout lactation. No difference was found
between term and preterm colostrum, but mature preterm milk had lower antioxidant
capacity than term milk (Paduraru et al, 2018).

The literature on oxidant/antioxidant status of breast milk is still scarce, and
results are inconclusive. The discrepancy in results may be due to sample sizes,
differences in methods used for measurement of oxidant/antioxidant status,
nutritional habits, and gestational age. Despite these limitations, there is growing
evidence that breast milk offers good antioxidant protection for newborns, especially
for premature infants, who are more susceptible and exposed to oxidative stress and
have limited antioxidant defense mechanisms.

Present study has many strong aspects as well as limitations. A limitation is
that we measured only one oxidative stress biomarker and the antioxidant enzymes,
so we cannot comment on breast milk’s total oxidant and antioxidant status. Another
limitation is the lack of information related to dietary intake of the mothers, however

when colostrum was collected the diet was similar, because the women were
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hospitalized. The strengths of the study were: we investigated one aspect of breast
milk composition not yet evaluated in the literature, specifically MDA, a marker of
oxidative stress; and also we could shown the different effect of gestational age and
fetal growth on the breast milk. This issue has been little addressed in the literature,
manly regarding the effect of fetal growth restriction on the oxidant/antioxidant status
of breast milk.

In conclusion, the concentration of oxidative stress biomarker and antioxidant
enzymes in breast milk is more influenced by gestational age than fetal growth.
Antioxidant protection is especially important in breast milk of preterm” mothers.
Breast milk may be a good strategy to promote the antioxidant defenses and to

protect the preterm infant from oxidative stress.
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Caprtuts 4

Artigo 2 - Crescimento de prematuros e recém-nascidos pequenos para a idade
gestacional em aleitamento materno no primeiro més de vida
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Crescimento de prematuros e recém-nascidos pequenos para a idade
gestacional em aleitamento materno no primeiro més de vida

RESUMO

INTRODUCAO: Recém-nascidos (RN) prematuros e os pequenos para a idade
gestacional sdo de risco para inadequado crescimento no inicio da vida. OBIJETIVO:
Investigar o efeito da idade gestacional e do crescimento fetal no crescimento de RN
em aleitamento materno exclusivo no 12 més de vida. METODO: Estudo longitudinal,
com RN prematuros (PT) e de termo (T), nascidos entre 2014-2018 e amamentados no
12 més de vida. Critério de inclusdo: gestagdo Unica, sem infeccdo/malformacao
congénita. Exclusdao: aleitamento misto no 12 més. Formados 4 grupos conforme a
idade gestacional e peso de nascimento (adequado= AIG e pequeno= PIG): PT-PIG
(n=44), PT-AIG (n=63), T-PIG (n=52), T-AIG (controle, n=55). O crescimento foi avaliado
pelos escores Z do peso, comprimento e perimetro cefalico ao nascimento e com um
més. Os grupos foram comparados pelo teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher,
ANOVA seguida pelo teste de Wald, ANOVA-RM e Qui-quadrado de tendéncia.
RESULTADOS: Prematuros adequados para a idade gestacional mantiveram seus
escores Z estaveis e similares ao grupo controle no primeiro més de vida. Recém-
nascidos PIG, prematuros ou de termo apresentaram piores escores Z no primeiro més
de vida, entretanto os 2 grupos PIG apresentaram catch-up do perimetro cefalico e os
T-PIG também tiveram catch-up da estatura, enquanto que os PT-AIG ndo tiveram
catch-up. CONCLUSAO: Recém-nascidos prematuros ou de termo, adequados ou
pequenos para idade gestacional, amamentados no 12 més tém crescimento
satisfatorio. O crescimento fetal parece ter maior influéncia que a idade gestacional no

crescimento pds-natal inicial.

Palavras-chave: recém-nascido prematuro, crescimento, aleitamento materno,

retardo do crescimento fetal
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Growth of breast-fed premature and small for gestational age infants in
the first month of life

ABSTRACT

BACKGROUND: Premature and small for gestational age newborns are at risk for
inadequate growth early in life. OBJECTIVE: To investigate the effect of gestational age
and fetal growth on the postnatal growth of newborns on exclusive breastfeeding in
the first month of life. METHOD: Longitudinal study, with premature (PT) and term (T)
newborns, born between 2014-2018 and breastfed in the first month of life. Inclusion
criteria: single pregnancy, without congenital infection/malformation. Exclusion: mixed
breastfeeding or artificial feeding in the 1st month. Four groups were formed
according to gestational age and birth weight (adequate=AGA and small for gestational
age=SGA): PT-SGA (n= 44), PT-AGA (n= 63), T-SGA (n= 52), T-AGA (control, n= 55).
Growth was assessed by Z scores for weight, length and head circumference at birth
and one month. The groups were compared using the Chi-square test or Fisher's Exact
test, ANOVA followed by the Wald test, ANOVA-RM, and Chi-square test for trend.
RESULTS: Preterm infants adequate for gestational age kept their Z scores stable and
similar to the control group in the first month of life. SGA, premature or full-term
newborns had the worst Z scores in the first month of life, however the 2 SGA groups
had head circumference catch-up and the T-SGA also had height catch-up, whereas the
PT-AIG had no catch-up. CONCLUSION: Premature or term newborns, adequate or
small for gestational age, and breastfed in the first month of life, have satisfactory
growth. Fetal growth appears to have a greater influence than gestational age on initial

postnatal growth.

Keywords: premature newborn, growth, breastfeeding, fetal growth retardation
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1. INTRODUCAO

O nascimento prematuro é um grande desafio nutricional, pois estes recém-
nascidos apresentam sistemas fisioldgicos imaturos, necessidades metabdlicas
elevadas, doencas agudas e crbnicas, que limitam a oferta nutricional e predispdem a
deficiéncias nutricionais, prejudicando o crescimento e neurodesenvolvimento e
propiciando a restricdo do crescimento pds-natal (ESPGHAN, 2006; Agostini et al, 2010;
Raturi et al, 2017; Lapillonne et al, 2019)

A prevaléncia da restricdo do crescimento pds-natal em prematuros varia de
43% a 97%, e essa variabilidade em grande parte se deve a diversidade nas praticas
nutricionais e auséncia de padronizacdo do esquema alimentar para prematuros. A
restricdo do crescimento no inicio da vida tem repercussiao negativa no
desenvolvimento cerebral, e pode associar-se com alteragbes neurolégicas e
metabdlicas no longo prazo (Genoni et al, 2017; Raghuram et al, 2017).

O crescimento pods-natal é também influenciado pelo crescimento fetal.
Inadequado crescimento fetal aumenta o risco de inadequacdo no crescimento pds-
natal em prematuros e em recém-nascidos de termo (Bocca-Tjeertes et al, 2011;
Grisaru-Granovsky et al, 2011; Lee et al, 2018; Takeuchi et al, 2018).

Enquanto a prematuridade e a restricdo do crescimento fetal sdo fatores de
risco para inadequado crescimento pds-natal, é inquestionavel o beneficio do leite
materno, tanto no crescimento como no desenvolvimento infantil (Walsh e McGuire,
2019), sendo esperado que recém-nascidos em aleitamento materno exclusivo
apresentem crescimento mais lento no inicio da vida, com menor risco de obesidade
na infancia (Haschke et al, 2019).

Considerando que nos ultimos anos houve grande melhora nas praticas
nutricionais e aumento do investimento no aleitamento materno exclusivo, a
expectativa atual é que a restricdo do crescimento pds-natal seja menos frequente em
prematuros e sua evolugdo nutricional seja adequada nos primeiros meses de vida. Por
outro lado, a interacdo entre prematuridade e restricdo do crescimento fetal

provavelmente tem efeito sinérgico e deletério no crescimento pds-natal.
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Esse estudo foi proposto para investigar o efeito da idade gestacional e do
crescimento fetal no crescimento de recém-nascidos em aleitamento materno
exclusivo no primeiro més de vida, testando a hipdtese de que a prematuridade tem
maior efeito no crescimento pds-natal inicial do que a restricdo do crescimento fetal, e
a presenca concomitante desses 2 fatores piora o padrdao de crescimento. Assim o
estudo objetivou comparar a evolugdo dos escores Z de peso, comprimento e
perimetro cefdlico obtidos ao nascimento e com um més de vida, em quatro grupos de
recém-nascidos em aleitamento materno exclusivo: prematuros pequenos,
prematuros adequados, termos pequenos e termos adequados para a idade

gestacional.

2. METODO

Estudo longitudinal com recém-nascidos cujo nascimento ocorreu na
Maternidade do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP,
no periodo de 2015 a 2018 e que receberam aleitamento materno exclusivo no
primeiro més de vida.

Foram incluidos recém-nascidos de termo e de pré-termo, com peso de
nascimento adequado e pequeno para a idade gestacional, cujas mdes ndo tiveram
intercorréncias gestacionais, amamentaram durante a internacdao e manifestaram a
intengdo de manter aleitamento exclusivo nos primeiros meses de vida.

Gemelares nao foram incluidos e o aleitamento misto ou artificial ao final do
primeiro més de vida foi critério de exclusao.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Instituicdo (Parecer 670.629 Anexo 1) e as participantes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido. Obtido apoio financeiro da FAPESP (Proc.
2014/12784-9 - ANEXO 2).

A amostra estudada correspondeu ao numero maximo de recém-nascidos que
preencheram os critérios de inclusdo, sendo estes distribuidos em 4 grupos, conforme
a idade gestacional e o crescimento fetal:

- Prematuros pequenos para a idade gestacional (PT-PIG);
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II-  Prematuros adequados para a idade gestacional (PT-AIG);

llI-  Termos pequenos para a idade gestacional (T-PIG);

IV-  Grupo controle de termos adequados para a idade gestacional (T-AlG).

A idade gestacional foi calculada com base na melhor estimativa obstétrica

(data precisa da ultima menstruacdo e/ou ultrassonografia no primeiro trimestre),
sendo considerados prematuros os recém-nascidos com menos que 37 semanas de
gestacdo e de termo aqueles com idade gestacional entre 37 e 41 semanas. Com base
na curva de crescimento intrauterino de Fenton & Kim (2013), os recém-nascidos
foram classificados em adequados para a idade gestacional (peso entre os percentis
10-90) e pequenos para a idade gestacional (peso menor que percentil 10).
Prematuros menores que 34 semanas foram alimentados via gavagem com leite da
propria mae ou leite humano de banco (aditivado a partir do volume de 100
mL/kg/dia). Entre 33 e 34 semanas a rotina do servigo é iniciar o estimulo ao seio
materno e a transicdo da gavagem para via oral no seio materno é feita a partir de 34
semanas.

O crescimento dos recém-nascidos foi avaliado pelas medidas do peso,
comprimento e perimetros: cefdlico, toracico e abdominal, obtidas ao nascimento, e
com um més de vida. Essas medidas foram avaliadas como escores Z para a idade
gestacional na Curva de Fenton e Kim (2013). Escore Z < -2 DP foi considerado
crescimento inadequado, e variagdo = +0,67 entre 2 escores Z consecutivos
caracterizou o catch-up (Ong et al, 2000).

As variaveis independentes do estudo incluiram: dados maternos (idade,
escolaridade, medidas antropométricas pré-gestacionais, paridade, intercorréncias
gestacionais e tipo de parto) e dados do recém-nascido (idade gestacional, sexo,
reanimacao ao nascimento (necessidade de ventilacdo com pressdo positiva), peso de
nascimento, classificacdo do peso para a idade gestacional, morbidade neonatal e
tempo de internacao.

O desfecho de interesse foi o crescimento no primeiro més de vida, avaliado
pela diferenca entre os escores Z das medidas antropométricas ao nascimento e no fim

do primeiro més.
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No estudo das associagdes entre as varidveis categoricas foi empregado o teste
do Qui-quadrado ou Exato de Fisher e na analise das varidveis continuas o teste
ANOVA seguido pela comparacao multipla de Tukey. Para investigar o efeito do grupo
e do tempo no crescimento dos recém-nascidos no primeiro més de vida, foi realizada
analise de variancia para medidas repetidas (ANOVA-RM) e o teste do Qui-quadrado
de tendéncia. Em todas as analises o nivel de significancia foi de 5%. O programa

estatistico utilizado foi o SAS for Windows V.9.4.

3. RESULTADOS

No total 368 puérperas preencheram os critérios de inclusdao, entretanto, ao
final do primeiro més de vida o percentual de aleitamento misto (critério de exclusao)
foi: 31% nos PT-PIG; 48% nos PT-AIG; 42% nos T-PIG e 41% nos T-AlG. Assim, foram
estudados 214 recém-nascidos que permaneceram em aleitamento exclusivo no
primeiro més, sendo estes estratificados nos 4 grupos: 44 prematuros pequenos para
a idade gestacional (PT-PIG); 63 prematuros adequados para a idade gestacional (PT-
AlG); 52 recém-nascidos de termo pequenos para a idade gestacional (T-PIG) e 55
controles (T-AIG).

A Tabela 1 apresenta os principais dados maternos, gestacionais e neonatais
dos 4 grupos. O estado nutricional materno foi classificado como eutréfico (IMC < 25)
somente nos grupos PTPIG e T PIG. A principal doenca materna foi a pré-eclampsia,
gue predominou no grupo PT-PIG. Quanto aos recém-nascidos, a idade gestacional
média foi 33-34 semanas nos prematuros e 38-39 semanas nos termos, ndo houve
distribuicao preferencial no género, a morbidade neonatal foi baixa, e os prematuros

tiveram maior tempo de internacdo (Tabela 1).
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Tabela 1. Dados Maternos, Gestacionais e Neonatais dos 4 grupos

PT PIG PT AIG TPIG T AIG b valor *
(44) (63) (52) (55)
Peso Prévio materno (Kg)* 64 + 162 65 + 162 61+132 75 +20P <0,001
IMC Prévio materno* 24,9 + 6,52 25,6 £ 6,1° 24,3 +5,5° 28,9+ 7,3b 0,002
Primigesta (%) 20 (45) 27 (43) 29 (55) 21 (38) <0,001
Pré eclampsia (%) 25 (58) 11 (17) 6 (11) 19 (35) <0,001
Parto Cesareo (%) 41 (93) 23 (36) 12 (22) 18 (33) <0,001
Idade Gestacional (sem)* 34 + 22 33+2P 38,5+ 1b 39+1° <0,001
Género Feminino (%) 19 (43) 26 (41) 33(62) 25(45) 0,083
Reanimacdo em sala de parto (%) 17 (38) 17 (27) 7 (21) 5(0) <0,001
SDR (%) 5(11) 10 (16) 1(2) 1(2) 0,010
Dias de internagdo** 11 (5-24)? 4 (3-14)° 3 (2-3)° 2 (2-3)¢ <0,001
“média £ desvio padrdo ** mediana (percentis)

# letras iguais: sem diferenga entre os grupos; letras diferentes: com diferenga entre os grupos
IMC= Indice de massa corporal; SDR= Sindrome do desconforto respiratcrio

A Tabela 2 mostra a evolugdo das medidas antropométricas no primeiro més
de vida, verificando-se que ao final do primeiro més, os prematuros PIG equipararam-
se aos AlG, enquanto que os termos PIG permaneceram menores que os AlG (Tabela

2).
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Tabela 2. Medidas antropométricas e crescimento dos recém-nascidos no 12 més de

vida, nos 4 grupos

PT PIG PT AIG TPIG T AIG
(44) (63) (52) (55) P valor *
Peso Nascimento (kg) 1691 +358% 2216+553P 2448 +263°¢ 3363 +373¢ <0,001
Peso 1 més (kg) 2658 +772% 2916 +798°  3330+527° 4089 +1022°  <0,001
Comprimento Nascimento (cm) 41 + 3,22 44 + 3,20 46 +1,9¢ 49 + 1,94 <0,001
Comprimento 1 més (cm) 46 + 3,62 48 + 3,42 50 +2,1° 52 £ 3,9¢ <0,001
IMC Nascimento (kg/m?) 9,9 +1,2° 11,2 +1,5° 11,6 +0,8° 13,8 +1,2¢ <0,001
IMC 1 més (kg/m?) 11,8+1,9° 12,4+1,9° 13,0+ 1,6° 14,6 + 1,9° <0,001
PC Nascimento (cm) 30+2,1° 31+2,5° 32,2+1.7° 34,3+1,5¢ <0,001
PC 1 més (cm) 34 42,22 34 42,22 35+ 1,2b 36+2,1° <0,001
PA Nascimento (cm) 24 +1,9° 27 +£2,5° 28 £2,2¢ 32 +2,2d <0,001
PA 1 més (cm) 31+4,1° 32 +3,4% 34 +1,5b¢ 35+4,0° <0,001
PT Nascimento (cm) 26 +2,1° 28+2,7° 30+£1,7¢ 33+1,5¢ <0,001
PT 1 més (cm) 31+4,5° 33 +3,5% 35 + 1,65 36 +3,8° <0,001

# ANOVA seguida pelo teste de comparagdao multipla de Tukey.

letras iguais: sem diferenca entre os grupos; letras diferentes: com diferenca entre os grupos
IMC= indice de massa corporal; PC= Perimetro cefdlico; PA= Perimetro abdominal; PT= Perimetro tordcico

um més de vida esta apresentada na Tabela 3.

A classificagdo do estado nutricional dos recém-nascidos ao nascimento e com

Tabela 3. Classificagdo do Estado Nutricional dos recém-nascidos ao nascimento e

com um més de vida (escores Z), nos 4 grupos

PT PIG PT AIG TPIG TAIG

(n=44) (n=63) (n=52) (n=55) P valor#
Z P/I Nascimento -1,57 £ 0,692 -0,19+0,67° -1,78+0,44° -0,23+0,68° <0,001
ZP/I1 mésdevida -0,98+1,38° -0,34+1,15* -1,24+0,85° 0,76+1,33° <0,001
Z E/I Nascimento -1,70+1,19° -0,13+0,85° -1,70+0,74* -0,36+0,84° <0,001
ZE/I1 mésdevida -1,10+1,332 -0,30+1,11* -1,03+0,87° 0,62 +1,31¢ <0,001
Z PC/I Nascimento -0,82 +0,79° -0,10 +1,07° -1,18+0,74* -0,04+0,79° <0,001
ZPC/I1 mésdevida -0,13+1,01* 0,34+0,87*® -0,49+0,86° 0,64+0,97° <0,001

Médias seguidas de mesma letra néo diferem ao nivel de 5% pelo teste de Tukey

P/I= Peso/Idade

E/I= Estatura/Ildade

PC/I= Perimetro cefdlico/Idade
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Observa-se nessa tabela, que os PIG prematuros e termos tiveram escores Z
similares e menores que os grupos AIG ao nascimento e com um més de vida. Os
prematuros AIG mantiveram seus escores similares ao grupo controle, desde o

nascimento até um més, exceto pelo menor Z escore de estatura (Tabela 3).

A Tabela 4 mostra a diferenca entre os escores Z do nascimento e com um
més de vida. Prematuros AIG ndo tiveram catch-up, enquanto que os PTPIG
apresentaram catch-up do perimetro cefalico, e os TPIG tiveram catch-up na estatura e

perimetro cefalico (Tabela 4).

Tabela 4. Diferengas entre os escores Z de nascimento e com um més de idade, nos 4

grupos
PT PIG PT AIG TPIG TAIG P
(44) (63) (52) (55) valor #
A Z P/I Nascimento/1 més 0,59 +1,40° -0,15 + 1,01 0,54+0,872 1,0+1,23° <0,001
A ZE/lI Nascimento/1 més 0,59 +1,532 -0,17 +£1,03" 0,68+0,84® 0,98+1,28% <0,001

A 7 PC/I Nascimento/1 més 0,69 + 1,212 0,44 +0,97° 0,68 +0,73* 0,66+0,96* 0,470

A Tabela 5 apresenta a tendéncia de evolugdo dos escores Z no primeiro més
de vida, nos 4 grupos. Nao houve tendéncia significativa para melhora ou piora dos
escores Z de peso, estatura e perimetro cefdlico nos 4 grupos e a maioria dos recém-
nascidos manteve seus escores. Embora sem significdncia estatistica,
aproximadamente 25% dos prematuros PIG pioraram seus escores Z de peso e

estatura.
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Tabela 5. Tendéncia de evolug¢ao dos Escores Z no primeiro més de vida, nos 4 grupos

N PT PIG PT AIG TPIG TAIG
Tendéncia (n=44) (n=63) (n=52) (n=55)
Melhora 16% 0 21% 0
y Mantém 61% 95% 71% 100%
Z P/l
Piora 23% 5% 8% 0
p valor 0,971 0,863
Melhora 14% 2% 21% 2%
/ Mantém 61% 95% 73% 98%
ZE/I
Piora 25% 3% 6% 0
p valor 0,343 0,855 0,175
Melhora 4,5% 3% 11% 0
Mantém 91% 97% 85% 96,5%
Z PC/I
Piora 4,5% 0 4% 3,5%
p valor 0,722 0,425

*Qui-quadrado de tendéncia; P/I= Peso/Idade; E/I= Estatura/Idade; PC/I= Perimetro cefdlico/ldade

4. DISCUSSAO

Crescimento é um processo continuo, modulado por multiplos fatores, dentre
os quais as doencas neonatais e a inadequada nutricdo no periodo fetal e neonatal
exercem importante influéncia negativa (Asbury et al, 2019). O crescimento nos
primeiros meses e anos de vida é motivo de grande interesse e preocupacdo por sua
influéncia na saude futura do recém-nascido.

Neste estudo comparamos o crescimento de recém-nascidos de termo e
prematuros (T e PT), com pesos adequados (AlG) ou pequenos para a idade gestacional
(PIG), em aleitamento materno exclusivo no primeiro més de vida, e mostramos que a
trajetoria foi satisfatdria, mas diferiu entre os 4 grupos.

O principal resultado do estudo, obtido pela analise dos escores Z foi que os
recém-nascidos PIG (PT ou T) foram menores que os AlG (PT ou T) desde o nascimento

até o primeiro més de vida. Esse achado sugere que o crescimento fetal tem maior
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influéncia negativa no crescimento pds-natal inicial do que a idade gestacional, o que
contraria a hipdtese inicial do estudo. Resultados similares foram obtidos por Morag e
col. que compararam o crescimento inicial (do nascimento até 36 semanas de idade
pos-menstrual) de 83 gemelares prematuros discordantes (um AIG e o outro PIG) com
idade gestacional média similar aos nossos prematuros e mostraram que os PIG
apresentaram escores Z de peso e perimetro cefalico significativamente piores que os
AlG com 36 semanas de idade pds-menstrual. O percentual de escore Z de peso < -2 foi
10 vezes maior nos prematuros PIG do que nos AIG ao atingir 36 semanas (Morag et al,
2018).

Um achado interessante em nosso estudo foi que os recém-nascidos de termo
PIG apresentaram, no primeiro més, catch-up na estatura e no perimetro cefdlico,
sugerindo a possibilidade de equipararem-se ao grupo controle com o passar do
tempo, pois um més de observagdo é um tempo curto para que se possa estabelecer o
progndstico de crescimento. Ha preocupag¢do com o crescimento dos recém-nascidos
PIG, pois estes podem apresentar diversas trajetérias como: catch-up precoce e
excessivo associando-se com obesidade na infancia e sindrome metabdlica no adulto
(Singhal, 2017); por outro lado, podem nao apresentar catch-up e evoluir com baixa
estatura e prejuizo no neurodesenvolvimento (Lei et al, 2015).

Embora nossos PTAIG ndo tenham apresentado catch-up no primeiro més de
vida, ha que se destacar que esse grupo foi o Unico que equiparou seu escore Z do
peso e do perimetro cefdlico ao grupo controle, o que reforca a adequacdo do
aleitamento materno exclusivo garantindo o crescimento satisfatdrio dos prematuros.

E inquestionavel a importancia do catch-up do perimetro cefalico, pois este
estd associado com progndstico de neurodesenvolvimento. Estudo multicéntrico
canadense com 1973 prematuros extremos mostrou que o inadequado crescimento do
perimetro cefdlico foi frequente durante a internagdo (24%), mas apds a alta ocorreu
catch-up nos primeiros 16-36 meses. Nesse estudo as médias dos escores Z de peso e
perimetro cefalico diminuiram de forma similar durante a internacdo, que foi
prolongada (Raghuram et al, 2017). Estudo recente mostrou que prematuros de muito

baixo peso em aleitamento materno, ao atingir o termo, apresentam maior volume
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cerebral e melhor organizacdo da substancia branca, em comparacao aos alimentados
com formula (Ottolini et al, 2020).

Os resultados de nosso estudo ndo permitiram confirmar a hipétese de que a
associacao da prematuridade com o inadequado crescimento fetal piora o crescimento
no primeiro més de vida, pois no geral ndo houve diferenca nos escores Z dos
prematuros e termos PIG com um més de idade. Entretanto ao analisarmos a
tendéncia de evolucdo dos escores Z no primeiro més de vida, a despeito de nao ter
sido detectada tendéncia significativa de melhora ou piora nos 4 grupos, hd que se
destacar que cerca de 25% dos PTPIG pioraram seus escores de peso e estatura, o que
pode sugerir que o efeito negativo sinérgico da prematuridade e do inadequado
crescimento fetal talvez pudesse ser detectado em um tempo mais prolongado de
seguimento.

Em estudo prévio de nosso grupo foi avaliado o crescimento de 70
prematuros de extremo baixo peso nos primeiros 24 meses de idade corrigida,
documentando-se que apds o catch-down entre o nascimento e 40 semanas ocorreu
catch-up nos primeiros 3 meses de idade corrigida. Nesse estudo os prematuros com
displasia broncopulmonar tiveram pior padrdo de crescimento e a restricdio do
crescimento pds-natal foi preditor de falha no crescimento nos primeiros anos de vida
(Rugolo et al, 2007). Qutro estudo brasileiro, com 358 prematuros de baixo peso,
mostrou que o crescimento nos primeiros 3 meses de vida varia conforme a faixa de
peso ao nascer, mas o perfil de crescimento foi similar entre os adequados e pequenos
para a idade gestacional. E dificil comparar os dados desse estudo com 0s nossos, pois
os autores analisaram as medidas absolutas dos dados antropométricos e ndo os
escores Z, e também nesse estudo ao final da terceira semana de vida apenas 35% dos
prematuros AIG e 28% dos PIG encontravam-se em aleitamento materno exclusivo
(Anchieta et al, 2004).

Importante notar que no presente estudo, apesar das diferencas entre os
grupos, todos apresentaram valores médios dos escores Z na faixa de normalidade, ou
seja -2 a +2, o que reforca a adequacdo do aleitamento materno exclusivo para todos
os recém-nascidos, sejam de termo ou pré-termo, adequados ou pequenos para a

idade gestacional.
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Nosso estudo apresenta algumas limitacdes, pois o crescimento foi avaliado
pelas medidas antropométricas obtidas em apenas 2 momentos: nascimento e um
més de vida; o que inviabiliza uma andlise mais profunda dos fatores peri e neonatais
que modularam a trajetéria de crescimento inicial dos prematuros, como: tempo de
inicio da dieta, inicio da amamentacdo ao seio materno, perda de peso nos primeiros
dias de vida, tempo para recuperar o peso de nascimento. Por outro lado, embora o
periodo de avaliacdo tenha sido curto, conhecer a trajetdria inicial do crescimento é
importante, pois esta tem relacdo com o progndstico de neurodesenvolvimento
(Varella e Moss, 2015) e ainda, pode possibilitar intervencao nutricional precoce se
necessario.

O objetivo deste estudo nao foi analisar o padrdo de crescimento no periodo
neonatal e sim comparar a condi¢cdo nutricional, expressa pelos escores Z, de quatro
grupos de recém-nascidos em aleitamento materno exclusivo ao final do primeiro més
de vida, visando confirmar o conceito de que o aleitamento materno exclusivo é uma
proposta valida, benéfica e segura para todos os recém-nascidos sejam de termo ou
prematuros, adequados ou pequenos para a idade gestacional.

Prematuros adequados para a idade gestacional mantiveram seus escores Z
estdveis e similares ao grupo controle no primeiro més de vida. Recém-nascidos PIG,
sejam prematuros ou de termo tiveram piores escores Z no primeiro més de vida, mas
apresentaram catch-up em alguns parametros antropomeétricos, o que gera uma boa
expectativa de crescimento no médio e longo prazo e nos permite afirmar que o
aleitamento materno deve ser incentivado para todos os grupos de recém-nascidos.

Os resultados obtidos permitem concluir que: recém-nascidos em aleitamento
materno exclusivo no 12 més de vida apresentam crescimento satisfatério, sejam eles
prematuros ou de termo, adequados ou pequenos para a idade gestacional. O
crescimento fetal teve maior influéncia que a idade gestacional no crescimento pds-

natal inicial.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Nutricdo e crescimento de recém-nascidos de baixo peso no primeiro ano de vida:
Composi¢ao do leite materno, perfil nutricional e medidas antropométricas.

Pesquisador: LUIZA TAVARES CARNEIRO SANTIAGO

Area Tematica:

Verséo:

CAAE: 30989814.0.0000.5411

Instituicdo Proponente: Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 670.629
Data da Relatoria: 02/06/2014

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de projeto de mestrado de Luiza Tavares Carneiro Santiago, nutricionista, sob orienta¢éo da Profa.
Ligia Ruagolo. As autoras pretendem investigar a relagéo entre a composi¢éo do leito materno e a nutricao
dos neonatos nascidos prematuros no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. As
pesquisadoras informam que ainda se conhece pouco sobre a composi¢ao do leite materno em mées de
recém-nascidos (RN) prematuros. A questéo de pesquisa é se ha diferenca entre a composi¢édo do colostro
e do leite maduro entre maes de RN prematuros com peso adequado "versus" baixo para a idade
gestacional. PropGe-se um estudo de coorte. Serao incluidas 60 maes e seus respectivos filhos, em casos
de parto com 30-36 semanas de gestacéo e peso do RN entre 1.000 e 2.499g. Seré&o excluidas gestactes
gemelares, mées usuarias de drogas e casos de RN com malformacdes. Os binémios (méae-RN) serao
divididos em dois grupos, de acordo com o peso do RN: adequado a idade gestacional (AlG) e baixo para a
idade gestacional. Serao colhidas da mae amostras do colostro (1o dia apds o parto) e leite maduro (4a
semana apos o parto). Nestas amostras ser&o aferidas a presenga de nutrientes, citocinas, mediadores de
stress oxidativo e antioxidantes. Ao mesmo tempo, serao coletados os dados de desenvolvimento e medidas
antropométricas usualmente aferidos nos retornos de avaliagdo do RN no ambulatério de baixo peso. As
analises serao descritivas e de associa¢do entre composicéao do
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colostro/leite maduro e desenvolvimento dos recéem nascidos.

Objetivo da Pesquisa:
Identificar diferengas na composi¢ao do colostro e do leite materno entre mées de RN prematuros de peso
adequado ou baixo para a idade gestacional. Correlacionar essas caracteristicas com o desenvolvimento
antropometrico do RN.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

O estudo traz poucos riscos, pois se baseia no seguimento padréo de RN e envolve somente aplicagao de
questionario e coleta por ordenha de leite e colostro da mé&e. Ha beneficio direto ao RN, caso se identifique
deficit nutricional (que podera ser corrigido). Beneficios indiretos advirdo do conhecimento obtido com o
estudo.

Comentarios e Consideragcoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de pesquisa bem delineada, sobre tema relevante. Os riscos s&o pequenos e o beneficio potencial
importante.

Consideragcoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os documentos e autorizacdes necessarias séo apresentados. O TCLE esta bem redigido, de forma clara, e
apesar de conter alguns termos técnicos €, ao meu ver, bastante compreensivel pelos sujeitos. Prevé-se o
TCLE aplicado para a mée, com autorizac&o de envolver mé&e e RN na pesquisa.

Recomendagoes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Recomendo aprovacéo, sem necessidade de envio a CONEP.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Né&o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido do CEP de 02 de Junho de 2.014, sem necessidade de envio a

CONEP. O CEP solicita aos pesquisadores que ao final da execucé&o deste projeto seja enviado o Relatorio
Final de Atividades.
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ANEXO Il — Termo de Outorga FAPESP

Para uso exousivo da FAPESS
A FAPESP bt poniol
Data mpressdos 02002015 08 %0 03
Foa
Yolume:
Rutrnica

FUNDAGAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO
TERMO DE OUTORGA E ACEITAGAO DE AUXILIOS
PROCESSO 2014/12784-9

Pelo presente instrumento, a Fundag¢io de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo, com sede na Rua Pio
XI, n* 1.500, Alto da Lapa, S&o Paulo, Capital, inscrita no CNPJ/MF sob n® 43.828 151/0001-45, doravante
denominada OUTORGANTE, por meio de sey Consalho Técnico-Admmistrativo, nos termos do Artigo 14, letra
0", da Lei Estadual n® 5918, 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
INSTITUICAD SEDE, de acordo com as especificagdes, clausulas e condigbes descritas a seguir & nos Anexos,
que passam a ser parte integranie deste Termo.

1.0UTORGADO: Ligia Mana Suppo de Souza Rugolo
CPF: 925127 988-87
RG. 5420990-SSP/SP

2. Correspondéncia: r. Dr. Cardoso de Aimeida - 1000 Ap.62, Centro, Botucatw/'SP, CEP 18600~
005
ligiasr@fmb unesp.br

3.Instituicao Sede: Faculdade de Medicina de Botucatu/FMB
Universidade Estadual Paulista Jakio de Mesquita Filho/UNESP

4 Projeto de Pesquisa: Nutngio e crescimento de recem-nascidos de baixo peso no primenro més de
vida. Composigdo do lette matermno, perfil nutricional e medidas
antropomeétncas

5.Linha de Fomento: Programas Regulares / Auxilios a Pesquisa / Projeta de Pesquisa / Projeto de
Pesquisa - Regular

6.Area/Subarea: Medicina
Sande Matermno-Infantil

7.Coordenacgao; Saude |

8.Periodo da Vigéncia: 01/03/2015 a 28/0222017

9.Relatorios Cientificos: 28/02/2016, 30/03/2017

10.Prestacoes de Contas: 28/02/2016, 30/03/2017
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