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RESUMO

Introducéo: Estresse oxidativo esta envolvido na fisiopatologia da pré-eclampsia e de
varias complicacbes neonatais, porém, a relacdo entre pré-eclampsia, estresse
oxidativo e doencas neonatais ndo esta bem estabelecida. Objetivo: Avaliar em
prematuros os niveis de marcadores de estresse oxidativo e de anti-oxidantes, ao
nascimento e nos primeiros dias de vida, e sua relagdo com a pré-eclampsia e com o
prognostico neonatal. Método: Estudo prospectivo observacional com 60 prematuros
menores que 34 semanas de gestacdo, nascidos na Maternidade do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu-Unesp sem malformac¢des/infec¢cdes
congénitas. Foram constituidos dois grupos: 30 prematuros de maes com pré-
eclampsia e 30 de mées normotensas, pareados pela idade gestacional. Foram
determinadas por espectrofotometria as concentracfes de: malondialdeido (TBARS),
glutationa, glutationa peroxidase e glutationa redutase, em amostras de placenta, do
sangue de veia umbilical, da urina do 1.° e 4.° dia de vida e sangue no 4.° dia de vida.
Os prematuros foram avaliados quanto a presenca de: sindrome do desconforto
respiratorio, displasia broncopulmonar, persisténcia do canal arterial, hemorragia
periintraventricular, enterocolite necrosante e O6bito durante a internacdo. As
associacfes entre grupos foram testadas pelo teste t de Student ou Mann-Whitney,
Qui-quadrado ou teste Exato de Fisher e por modelos lineares com distribuicdo gama.
Resultados: A idade gestacional média foi de 30 semanas e ndo houve diferenca nas
condi¢cBes de nascimento, morbidade e mortalidade em funcéo da presenca de pré-
eclampsia. Tiveram alta sem sequelas 80% dos prematuros no grupo pré-eclampsia
e 73% no controle (p=0,642). Estresse oxidativo foi evidenciado em prematuros de
maes com pré-eclampsia pelo aumento dos niveis de TBARS na urina e da glutationa
peroxidase no sangue do 4° dia de vida. O aumento dos TBARS no 1.° dia de vida
associou-se com a ocorréncia de todas as doencas investigadas e menores valores
das glutationas em urina associaram-se com enterocolite necrosante, displasia
broncopulmonar e Obito. Valores aumentados de TBARS na urina do 1.° dia de vida
e da glutationa em sangue de corddo umbilical associaram-se com mau prognostico
neonatal. Concluséo: O estresse oxidativo esta aumentado em prematuros de maes
com pré-eclampsia e estad associado com a morbidade neonatal no curto prazo. O

desequilibrio da condigcéo oxidante/antioxidante, com aumento da peroxidacéo lipidica



e diminuicdo das glutationas nos primeiros dias de vida esta associado ao mau

prognaéstico neonatal de prematuros.

Palavras — Chave: Estresse Oxidativo; Pré-Eclampsia; Doencas do prematuro.



ABSTRACT

Introduction: Oxidative stress is implicated in the pathophysiology of preeclampsia
and many diseases of the neonatal period. However, the relationship between pre-
eclampsia, oxidative stress and neonatal disease is not well established. Objective:
To evaluate the levels of oxidative stress markers and anti-oxidants, at birth and in the
first days o life, in preterm neonates born to preeclamptic and normotensive women
and to investigate their relationship with preeclampsia and neonatal outcome. Method:
a prospective observational study with 60 preterm infants less than 34 weeks
gestation, born at the Maternity of Botucatu School of Medicine-Unesp, without
congenital malformation/infection. Two groups were studied: 30 preterm of mothers
with pre-eclampsia and 30 of normotensive mothers, matched by gestational age.
Samples from the placental tissue, venous cord blood and the newborns’ blood at day
4 and urine at days 1 and 4 were assayed for Malondialdehyde (TBARS), glutathione,
glutathione  peroxidase and glutathione reductase concentrations, by
spectrophotometry. Premature infants were evaluated for the presence of: respiratory
distress syndrome, bronchopulmonary dysplasia, patent ductus arteriosus, peri -
intraventricular hemorrhage, necrotizing enterocolitis and death during hospitalization.
The associations between groups were tested by Student's t test or Mann-Whitney,
chi-square or Fisher's exact test and generalized linear models were fitted to compare
biomarkers levels and neonatal outcome. Results: The mean gestational age was 30
weeks and there was no difference in the conditions of birth, morbidity and mortality
between the groups. In pré-eclampsia group 80% of the infants were discharged
without sequelae and 73% in the control (p = 0.642). Oxidative stress was evident in
premature infants of mothers with pre-eclampsia by increased TBARS levels in urine
and glutathione peroxidase in the blood of the 4th day of life. Higher levels of TBARS
on the first day of life was associated with the occurrence of all investigated neonatal
diseases, whereas lower levels of glutathione in urine was associated with necrotizing
enterocolitis, bronchopulmonary dysplasia and death. Increased levels of TBARS in
the urine of the first day of life and glutathione in umbilical cord blood were associated
with poor neonatal outcome. Conclusion: Oxidative stress is increased in preterm
infants of mothers with pre-eclampsia and is associated with early neonatal morbidity.
The imbalance of oxidant /antioxidant condition, with increased lipid peroxidation and
reduced glutathione system activity, in the first days of life is associated with poor

outcome of preterm infants.



Key - Words: Oxidative Stress; Pre eclampsia; Infant, premature diseases.
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1. INTRODUCAO

1.1.Pré-eclampsia

A pré-eclampsia (PE) é a manifestacdo mais frequente das sindromes
hipertensivas da gestacéo e a principal causa de morbidade e mortalidade materna e
perinatal. Ocorre em 5% a 7% de todas as gestacfes, com cifras crescentes nos
paises em desenvolvimento (RAIJMAKERS et al., 2004; FERRAO et al., 2006; NASH,
2007; MOURA et al., 2010; NOVO & GIANINI, 2010; SOUZA et al., 2010).

A etiologia dessa doenca nédo esta esclarecida. Estudos mostram que fatores
genéticos, imunologicos e também o estresse oxidativo estdo envolvidos no
desenvolvimento da pré-eclampsia (XIONG et al., 2002; PERACOLI & PARPINELLI,
2005; NASH, 2007; PERES, 2007; RAIJMAKERS et al., 2008; SOUZA et al., 2010;
RUGOLO et al., 2011; SHAH & KHALIL, 2015).

Na pré-eclampsia ha falha da invasao trofoblastica nas artérias espiraladas do
endométrio resultando em vasoespasmo generalizado, que determina alteracdes
estruturais e lesdo da parede vascular, o que contribui para inadequado fluxo
sanguineo e isquemia placentaria (GRANGER et al., 2001; VAZQUEZ et al., ,2004).
A reducdo da perfusdo e hipoxia placentaria propiciam a ocorréncia do estresse
oxidativo, com producdo aumentada de radicais livres (RUGOLO et al., 2011; SHAH
& KHALIL, 2015).

Os indices de morbidade e mortalidade perinatal elevam-se, quando é
necessario interromper prematuramente a gestacao, devido a condicdes intra-uterinas
adversas e/ou complicacdes maternas (COELHO et al., 2004).

A pré-eclampsia associa-se com repercussfes imediatas para o0 concepto
representdas por prematuridade, restricdo do crescimento fetal, sofrimento fetal, risco
aumentado de doencas pulmonares agudas e crénicas e morte perinatal. No longo
prazo existe preocupacdo com as criancas 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).
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1.2. Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo decorre do desequilibrio entre a geracdo de compostos
oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante. Dentre 0s 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 facilmente agregam-se a outras
moléculas tentando capturar elétrons para se tornarem estaveis, entretanto nesse
processo ocorre lesdo de proteinas, DNA e lipidios (Figura 1). Espécies reativas de
oxigénio sao produzidas por diversos mecanismos, incluindo metabolismo de
prostaglandinas e de acidos graxos, isquemia-reperfusdo, hipoxia e hiperoxia,
inflamacé&o e degradacdo de ATP (TRINDADE & RUGOLO, 2007).

O sistema de defesa antioxidante tem a funcéao de inibir e ou reduzir os danos
causados pelos radicais livres e ou espécies reativas de oxigénio. Esse sistema €&
dividido em enzimatico e ndo enzimatico. O sistema enzimatico inclui as enzimas
superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. Dentre os antioxidantes nédo
enzimaticos destacam-se: selénio, zinco, cobre, glutationa, ceruloplasmina, bilirrubina
e as vitamnas C e E (TRINDADE & RUGOLO, 2007).

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
protecdo celular. A atividade enzimética da glutationa peroxidade (GPx) é um dos
meios de controle dos niveis de peréxido de hidrogénio e hidroperéxidos lipidicos no
organismo, fazendo parte do sistema de defesa antioxidante enzimatico celular. Essa
enzima possui uma caracteristica importante, apresentando um residuo de cisteina
contendo selénio covalentemente ligado ao restante da enzima. Sua atividade
depende da glutationa reduzida, que é oxidada em glutationa oxidada (MEISTER et
al., 1983).

Outra enzima que age conjuntamente com a glutationa peroxidase é a
glutationa redutase (GR). Esta enzima nao age diretamente na remocao de radicais
livres, porém é responsavel pela regeneracéo da glutationa a sua forma reduzida na
presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), visando impedir a

paralisagédo do ciclo metabdlico da glutationa (MEISTER et al., 1983).
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A instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre da producéo excessiva
de radicais livres ou da insuficiente capacidade de remocdo dos mesmos. Tal
processo propicia a oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas
funcBes bioldgicas e ou desequilibro homeostéatico, cuja manifestacdo € o dano
oxidativo de estruturas celulares em varios tecidos e orgaos, com alteracao de suas
funcdes vitais (VANCINI et al., 2005; TRINDADE & RUGOLO, 2007).

sisterma
antioxidante

Sistema |
I oxidante | |

+ 1 Sistema oxidante X | Sistema antioxidante

'.' =Superdxido dismutase

1 Radicais livres o
Peroxidacio lipidica Lesao celular « Glutationa peroxidase

MDA ' « Glutationa

3 . - ) « Saléni
Faisoprostano | Disfungao endotelial - 5°°""

_ _ o « Vitaminas A, EeC
Alteracao funcgoes vitais

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

A membrana celular é a estrutura mais suscetivel a acdo das espécies reativas
de oxigénio que causam peroxidacdo lipidica, podendo esta peroxidacdo ser
catalisada por ions ferro ou iniciada pelo radical hidroxila (TRINDADE & RUGOLO,
2007). Os produtos da peroxidacéo lipidica, como o malondialdeido (MDA) podem ser
utilizados como indicadores da agao dos radicais livres no organismo (DEL RIO et al.,
2005). O MDA possui acdo citotoxica e genotOxica, encontrando-se em niveis
elevados em algumas patologias associadas ao estresse oxidativo. A quantificacéo
de MDA nos sistemas biologicos € um parametro importante para avaliacdo do
estresse oxidativo celular (ANDRADE JR et al, 2005).

Na presenca do estresse oxidativo s&o produzidos metabolitos especificos, os

marcadores do estresse oxidativo, que podem ser identificados e quantificados.
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1.3.Situacdes que aumentam o estresse oxidativo

1.3.1. Na gestacéo

O estresse oxidativo aumenta na gestacédo normal, por haver maior consumo
de oxigénio, resultando na formacao de espécies reativas de oxigénio. Porém, esse
estresse oxidativo € compensado pela ativacdo dos mecanismos de defesa
antioxidante da gestante (SHARMA et al., 2006; MARSEGLIA et al., 2014).

Na pré-eclampsia, a perfusdo sanguinea placentéria é inadequada, propiciando
a ocorréncia de areas de isquemia e reperfusdo, com aumento na formacdo de
radicais livres e, paralelamente, o sistema de defesa antioxidante se torna deficitario.
Estudos em placenta de gestantes com pré-eclampsia mostram aumento de
peroxidacdo lipidica e oxidacdo proteica, bem como diminuicdo das enzimas
antioxidantes. Assim, o estresse oxidativo placentario € considerado importante
evento na patogénese dessa doenca (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).

1.3.2. No recém-nascido

O nascimento imp&e um grande desafio ao concepto pela abrupta transicao de
um ambiente hipdxico intrautero para ambiente relativamente hiperdxico extrautero,
ocasionando importantes mudancas fisiolégicas e metabdlicas no organismo,
associadas ao aumento de estresse oxidativo. No recém-nascido prematuro a
imaturidade e deficiéncia do sistema anti-oxidante aumenta o risco de leséo celular
por radicais livres. Assim, o0 estresse oxidativo esta envolvido na fisiopatologia de
varias doencas da prematuridade como displasia broncopulmonar, hemorragia peri-
intraventricular ou lesdo de substancia branca, retinopatia da prematuridade e
enterocolite necrosante (TSUKAHARA et al., 2004; TRINDADE & RUGOLO, 2007,
YZYDORCZYK et al., 2015).

A assisténcia neonatal ao prematuro envolve, com frequéncia, situacdes que
aumentam o risco de estresse oxidativo, incluindo o uso de maior concentracdo de
oxigénio na reanimacdo em sala de parto e/ou na ventilagdo mecanica; emprego de

nutricdo parenteral na qual os lipidios, aminoacidos e vitaminas sao fontes de radicais
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livres; as transfus@es sanguineas que propiciam sobrecarga de ferro; fototerapia que
pode desencadear dano fotodinamico aos tecidos e ainda a ocorréncia frequente de
infeccéo/inflamacdo (AYCICEK & EREL, 2007; TRINDADE & RUGOLO, 2007,
KAPADIA et al., 2013; MARSEGLIA et al., 2014; MOHAMED et al., 2015; AVERSA et
al., 2016).

1.4.PRE-ECLAMPSIA E MORBIDADE NEONATAL

Na pré-eclampsia, um aspecto preocupante € que algumas alteracbes
bioguimicas identificadas na placenta estéo presentes em sangue de cordao umbilical,
traduzindo a exposicdo do concepto a condicdo de estresse oxidativo materno
(CHAMY et al., 2006; MEHENDALE et al., 2008). Assim, a pré-eclampsia, além de
associar-se ao baixo peso ao nascer, prematuridade e restricdo do crescimento intra-
uterino, pode causar desequilibrio na condicdo oxidante/antioxidante do concepto,
favorecendo o desenvolvimento de doencas neonatais associadas ao estresse
oxidativo (XIONG et al., 2002; TSUKAHARA et al., 2004; WEINBERGER et al., 2006).
Entretanto, alguns estudos n&o detectam aumento do estresse oxidativo na circulagéo
fetal e ou da morbidade neonatal em recém-nascidos de méaes pré-eclampticas
(TASTEKIN et al., 2005; BRAEKKE et al., 2006; RUGOLO et al., 2015).

Os conhecimentos atuais apontam para a atuacao do estresse oxidativo na
fisiopatologia da pré-eclampsia com consequente exposi¢cdo do concepto ao estresse
oxidativo materno, o que pode contribuir para o desenvolvimento de varias doencas
neonatais. Porém, a relacdo entre pré-eclampsia / estresse oxidativo /anti-oxidantes e
doencas neonatais ndo estd bem estabelecida e o impacto clinico das alteracdes
bioquimicas necessita de mais investigagao.

Estudos sugerem que, as concentracdes de biomarcadores de estresse
oxidativo na urina pode ser uma alternativa valida e de grande interesse em recém-
nascidos, por ser menos invasiva em relacdo a dosagem sérica (SICIARZ et al., 2001,
KUMAR et al., 2008).

Esses aspectos despertaram o interesse para a realizacdo desta pesquisa,

visando responder as seguintes questdes:
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o Quais as concentragfes séricas e urinarias de marcadores
de estresse oxidativo e de anti-oxidantes em prematuros de maes com

pré-eclampsia, ao nascimento e nos primeiros dias de vida?

o A condicdo oxidante/antioxidante nos primeiros dias de

vida relaciona-se com o progndstico neonatal no curto prazo?
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2. OBJETIVO

Determinar as concentracfes de marcadores de peroxidacgao lipidica (TBARS)
e dos antioxidantes glutationa, glutationa peroxidase e glutationa redutase em tecido
placentario, no sangue de veia umbilical, na urina do 1.° e 4.° dia de vida e no sangue
do 4.° dia de vida de prematuros de méaes com pré-eclampsia, comparados com

prematuros de mées normotensas.

Investigar se prematuros de méaes com pré-eclampsia sd80 expostos ao

aumento do estresse oxidativo.

Caracterizar a relagdo dos biomarcadores oxidante e antioxidantes com o

progndéstico neonatal no curto prazo.
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3. METODO

3.1.Delineamento da pesquisa e tamanho da amostra

Foi realizado estudo prospectivo na Unidade Neonatal do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa desta Instituicdo (ANEXO 1).

Essa pesquisa é parte de um projeto referente ao prognéstico de recém-
nascidos de maes com Sindromes Hipertensivas da Gestacdo, financiado pela
FAPESP (Processo: 2008/01180-4). O recrutamento dos pacientes ocorreu no
periodo de 2008-2009. Os resultados referentes as concentragdes de 6xido nitrico
foram apresentados como dissertacdo de mestrado e publicados (RUGOLO et al.,
2015).

A amostra compreendeu o numero maximo de recém-nascidos prematuros que
preencheram os critérios de inclusdo no periodo de estudo.

O grupo controle foi constituido por prematuros de maes normotensas sem
doencas ou complicacfes na gestacao, nascidos devido a trabalho de parto prematuro
ou rotura prematura de membranas (sem corioamnionite), que preencheram os
mesmos critérios de inclusdo do grupo de estudo (exceto a presenca de pré-
eclampsia) e que foram selecionados de forma aleatéria com base na idade
gestacional.

3.2.Selecdo dos sujeitos

Foram selecionadas as gestantes com idade gestacional inferior a 34 semanas
e diagnéstico de pré-eclampsia, internadas na Maternidade do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu, tendo como motivo da internagéo trabalho
parto ou resolucao da gestacdo. O mesmo critério de selecao foi aplicado ao grupo
controle, que teve como Unica diferenca a auséncia de hipertensdo arterial. As
gestantes foram informadas quanto aos objetivos da pesquisa e assinaram o termo

de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2).
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3.2.1. Critérios de Inclusao e Exclusao

Foram incluidas no estudo as gestantes que preencheram o0s seguintes

critérios:

Diagnostico de pré-eclampsia;
Auséncia de outras patologias clinicas na gestacao;
Auséncia de corioamnionite clinica;

Gestacdao Unica, entre 27 a 34 semanas de gestacdo com pré-eclampsia ou
gue internaram por trabalho de parto prematuro ou para resolucdo da

gestacao.

Peso de nascimento entre 600 e 1800g;

Obtencéo de sangue do corddo umbilical e amostra de tecido placentario.

Foram excluidos os recém-nascidos que apresentaram:

Diagndéstico clinico e/ou sorologico de infeccdo congénita;

Sindrome genética, ma-formacgéo congénita multipla, ma-formacao renal;
Uso de diuréticos ou transfusdo sanguinea nos primeiros quatro dias de
vida;

Obito antes de 24 horas de vida.

O diagnostico de pré-eclampsia fundamentou-se nos critérios do NHBPEP

(2000). Assim, hipertensao arterial foi definida pelos valores presséricos de 140 / 90

mmHg ou mais, em duas ocasides com intervalo minimo de quatro horas. Pré-

eclampsia foi caracterizada pelo desenvolvimento de hipertensdo apés 20 semanas

de gestacdo, associada a proteinuria (= 300 mg em urina de 24 horas), em mulher

previamente normotensa.

3.3.Variaveis Clinicas

Foram coletados dados maternos, de pré-natal, do nascimento, da evolucao

clinica e da assisténcia médica prestada aos prematuros durante a internacao.

Nenhum procedimento invasivo diferente dos praticados na rotina assistencial ao

recém-nascido foi efetuado com finalidade da pesquisa. Como geralmente os recém-
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nascidos de alto risco permanecem com saco coletor de urina, coletou-se a primeira

amostra urinaria da manha para a dosagem dos marcadores de estresse oxidativo,

nos dias estabelecidos na pesquisa.

Os dados de interesse para o estudo foram obtidos do prontuério do paciente,

e incluiram:

Dados maternos: idade; paridade; tabagismo; realizacdo de pré-natal; uso de
corticoide antenatal; rotura prematura de membranas pré-termo; sofrimento
fetal e tipo de parto.

Dados do recém-nascido: sexo; idade gestacional determinada pela melhor

estimativa obstétrica, com base na data da dudltima menstruacdo ou

ultrassonografia precoce (antes de 20 semanas de gestacdo); medidas
antropométricas ao nascimento (peso, comprimento e perimetro cefalico);
adequacao do peso para a idade gestacional conforme critério de FENTON et
al (2013); reanimacéo neonatal em sala de parto (necessidade de ventilacao
com pressao positiva); boletim de APGAR no primeiro e quinto minutos de vida;
grau de desconforto respiratério avaliado pelo Boletim de Silvermann —

Andersen (BSA; se = 4 desconforto moderado); escore de gravidade SNAPPE

II (RICHARDSON et al., 2001) aplicado nas primeiras 24 horas de vida dos

recém-nascidos;

Morbidade neonatal: caracterizada pela presenca das seguintes doencas:

- Sindrome do desconforto respiratorio: diagndstico clinico-radiolégico e
gasomeétrico, com base no desconforto respiratdrio precoce e progressivo,
com necessidade de oxigénio e padrao radiolégico caracteristico (reticulo-
granular fino).

- Persisténcia do canal arterial: diagnostico clinico confirmado pelo
ecocardiograma, realizado rotineiramente na primeira semana de vida em
todo prematuro de muito baixo peso.

- - Displasia broncopulmonar (DBP): definida pela necessidade de oxigénio
(O2) aos 28 dias de vida e com 36 semanas de idade gestacional corrigida
(JOBE & BANCALARI, 2001).

- Sepse: manifestacbes clinicas e laboratoriais de infeccdo sistémica,
associadas ou ndo a hemocultura positiva; considerada precoce quando

detectada nas primeiras 72 horas de vida e tardia apds esse periodo.
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- Hemorragia peri-intraventricular e leucomalacia periventricular: diagnéstico
realizado pela ultrassonografia transfontanelar, realizada de rotina em
prematuros de muito baixo peso na primeira e na quarta semanas de vida.
O grau de hemorragia foi determinado conforme a classificagdo de PAPILE
et al (1978), sendo consideradas graves as hemorragias graus Il ou IV. A
leucomalacia cistica foi caracterizada pela presenca de pequenos cistos ha
regido periventricular.

- Enterocolite necrosante: diagndstico clinico-radioldgico com estadiamento
efetuado segundo WALSH & KLIEGMANN (1986), sendo confirmada
quando grau > 2.

- Retinopatia da prematuridade: diagnéstico realizado pela fundoscopia
indireta realizada no final do primeiro més de vida em todo prematuro de
muito baixo peso.

e Evolucao:
- Obito intra-hospitalar e idade do 6bito.
- Tempo de internacéao.
e Variaveis referentes a assisténcia neonatal:
- Transfusédo de hemacias apo6s o 4° de vida;
- Uso de surfactante exdgeno;
- Assisténcia respiratoria: necessidade e tempo de uso de oxigénio, CPAP
nasal, ventilacdo mecéanica convencional;

- Nutricdo parenteral: necessidade e tempo de uso.

3.4.Variaveis Laboratoriais e momentos de avaliacéo

e Marcador de estresse oxidativo:
- Malondialdeido (peroxidacéo lipidica).
e Marcadores de atividade anti-oxidante:
- Glutationa (GSH), glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPXx).
Esses marcadores foram avaliados em 3 momentos:
e M1: Nascimento (placenta e sangue de veia umbilical)
e M2: primeiro dia de vida (urina)

e Ma3: quarto dia de vida (sangue e urina)
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3.5.Métodos das dosagens laboratoriais

e Malondialdeido foi dosado por absorbancia espectrofotométrica das
substancias reativas do acido tiobarbitdrico, designadas TBARS, as quais
reagem com o malondialdeido produzindo uma substancia résea, conforme o
método de OHKAWA et al., 1979;

e Glutationa e as enzimas glutationa redutase e glutationa peroxidase foram
dosadas por método espectrofotométrico, utilizando-se kits especificos, que
por meio de reciclagem enzimatica, acoplando a oxidacao da glutationa e do
NADPH permitem quantificar a glutationa (GSH) e determinar a atividade da
glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx) (VANDERLELIE et al.,
2005).

Todas as dosagens foram realizadas por técnicos do laboratério de Pesquisa em
Pediatria, com a participacéo da pesquisadora. Os resultados obtidos nas amostras
urinarias foram corrigidos pela creatinina urinaria, conforme classicamente
recomendado na avaliagdo de biomarcadores, a fim de controlar o efeito da diluicao
da urina (McCLINTOCK et al., 2007).

3.6. Coleta e processamento das amostras

Foram obtidas amostras dos seguintes materiais biologicos:

e Placenta: fragmento de cinco centimetros de didmetro coletado da regido das
vilosidades coriénicas na porcao central da placenta, logo apés a dequitacao e
imediatamente congelado em nitrogénio liquido;

e Sangue de corddo umbilical: amostra de dois e meio mililitros coletados por
puncédo da veia do corddo umbilical;

e Sangue do recém-nascido: amostra de dois e meio mililitros coletados por
puncédo venosa periférica no 4° dia de vida, que corresponde ao periodo do pico
da hiperbilirrubinemia neonatal, quando rotineiramente é avaliado o nivel sérico
de bilirrubinas;

e Urina do recém-nascido: amostra de cinco mililitros de uma mic¢ao, coletada

por meio de saco coletor, no 1° e no 4° dias de vida.
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As amostras sanguineas foram coletadas em tubos com EDTA e
imediatamente centrifugadas a 2000xg por 10 minutos, para a separacao do plasma,
que foi distribuido equitativamente em dois frascos e imediatamente congelado em
nitrogénio liquido.

As amostras de urina também foram alicotadas em dois criotubos e congeladas
em nitrogénio liquido.

Ap0s obtencéo de todas as amostras do paciente, estas foram transportadas
em recipiente com gelo para o Laboratorio de Pesquisa em Pediatria da Faculdade de
Medicina de Botucatu-UNESP, onde permaneceram estocadas a -80° C até o

momento das dosagens.

3.7. Desfechos

- Bom prognostico: alta sem sequelas.
- Mau progndstico: morte ou sequelas.

Sequelas foram definidas pela presenca de uma ou mais das seguintes
doencas que comprometem o0 prognéstico do recém-nascido: displasia
broncopulmonar (dependéncia de O2 com 36 semanas de idade corrigida), hemorragia
peri-intraventricular graus Il ou IV, leucomalacia periventricular, enterocolite

necrosante grau = 2 e retinopatia da prematuridade.
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4. ANALISE ESTATISTICA

A analise descritiva dos dados foi realizada por tabelas de freqiiéncia e de
associacdo, sendo as variaveis numéricas apresentadas com calculo de média e
desvio padrdo ou mediana e percentis, e as variaveis categoricas expressas pelo
namero e proporcdo de eventos.

A comparac¢ao entre 0s grupos quanto as variaveis numéricas foi realizada pelo
teste t de Student para distribuicdo normal ou pelo teste de Mann-Whitney para
distribuicdo n&o normal. Para variaveis categoricas foi utilizado o teste do Qui-
quadrado ou teste exato de Fisher.

Devido a falta de normalidade dos valores das concentracdes de TBARS e das
glutationas, a comparacdo dos mesmos, para cada uma das variaveis categorizadas
de interesse foi efetuada utilizando-se modelos lineares generalizados com
distribuicdo gama. O ajuste dos modelos foi feito pela PROC GENMOD do programa
SAS for Windows v.9.2.

As diferencas foram consideradas significantes quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

No periodo de julho de 2008 a dezembro de 2009 foram selecionadas 70
gestantes com gestacdo Unica e nascimento previsto antes de 34 semanas de
gestacao, que concordaram em participar do estudo, das quais 34 apresentavam pré-
eclampsia.

No grupo pré-eclampsia, um recém-nascido foi excluido por problemas técnicos
na coleta ao nascimento, outro recém-nascido por ter sido submetido a exsanguineo
transfusdo nas primeiras 72 horas de vida e dois recém-nascidos por ndo se conseguir
0 pareamento pela idade gestacional com o grupo controle. No grupo controle, seis
recém-nascidos foram excluidos: cinco por falta de pareamento e um devido ao ébito
nas primeiras 24 horas de vida. Assim, do total de 70 recém-nascidos, devido ao
critério de inclusdo e pareamento pela idade gestacional foi possivel estudar 60
prematuros, sendo 30 filhos de mées com pré-eclampsia (grupo pré-eclampsia) e 30
filhos de maes normotensas (grupo controle).

As principais caracteristicas maternas e gestacionais encontram-se na Tabela
1, onde se destaca o elevado percentual de uso de corticéide antenatal em ambos 0s
grupos. A resolucdo da gestacdo por cesarea predominou no grupo pré-eclampsia,
sempre em carater de urgéncia por indicacdo materna, enquanto que no grupo
controle o trabalho de parto e a rotura prematura de membranas foram mais

frequentes (Tabela 1).



Tabela 1. Dados maternos e gestacionais nos grupos pré-eclampsia e controle

Variavel Pre- Controle Valor de
eclampsia (n=30) p
(n=30)

Idade (anos) x + DP 277 257 0,308
Adolescentes n (%) 3 (10) 6 (20) 0,309
Primigestas n (%) 11 (37) 13 (43) 0,792
Tabagistas n (%) 7 (23) 11 (37) 0,398
N° consultas pré-natal x = DP 62 4+2 0,016
Corticoide antenatal  n (%) 25 (83) 25 (83) 0,729
Membrana rota > 18 h n (%) 1(3) 15 (50) <0,001
Sofrimento fetal n (%) 14 (47) 8 (27) 0,180
Trabalho de parto n (%) 4 (13) 21 (70) <0,001
Cesariana n (%) 29 (97) 16 (53) <0,001
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As caracteristicas dos prematuros ao nascimento nao diferiram entre 0s grupos

conforme se observa na Tabela 2.

Tabela 2. Dados de nascimento nos grupos pré-eclampsia e controle.

Variavel eclgr;ep-)sia Controle  Valor de
(n=30) (n=30) P
Idade gestacional (sem) x £ DP 302 302 0,603
Peso de nascimento (g) x £ DP 1236 £ 333 1337 + 288 0,213
Comprimento (cm) x+ DP 37,4+ 3 38,625 0,130
Perimetro cefalico (cm) x + DP 27,3+£24 27,7+2 0,564
Ventilacdo com pressao positiva n (%) 19 (63) 18 (60) 1,000
Género masculino n (%) 19 (63) 14 (47) 0,299
Pequeno para idade gestacional n (%) 10 (33) 7 (23) 0,567
Apgar 1° minuto md (P25; P75) 4(3;7) 4(4;7) 0,647
Apgar 5° minuto md (P25; P75) 8 (7;9) 8(7;9) 0,544
BSA* md (P25; P75) 5 (4:6) 6 (4; 6) 0,141

*BSA = boletim de Silvermann-Andersen
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A gravidade dos recém-nascidos, avaliada pelo escore SNAP-PE Il nas
primeiras horas de vida, bem como a morbidade neonatal e a mortalidade néo
diferiram entre os prematuros de maes com pré-eclampsia em relagdo aos controles
(Tabela 3). Na amostra estudada houve apenas um caso de leucomalacia

periventricular (no grupo controle) e nenhum caso de retinopatia da prematuridade.

Tabela 3. Gravidade, morbidade e mortalidade dos recém-nascidos nos grupos pré-

eclampsia e controle.

Variavel Pré-eclampsia Controle Valor de p
(n=30) (n=30)

SNAP-PE Il md (P25; P75) 17 (13; 30) 13 (8; 28) 0,273
S. desconforto respiratério (%) 18 (60) 15 (50) 0,604
Persisténcia do canal arterial (%) 12 (40) 12 (40) 0,792
Sepse precoce (%) 0(-) 1 (3) 1,000
Sepse tardia (%) 4 (13) 4 (13) 1,000
Enterocolite necrosante grau 22 (%) 4 (13) 2(7) 0,671
Hemorragia periintraventricular 1lI-1V (%) 3 (10) 8 (27) 0,182
Oxigénio aos 28 dias(%) 9 (30) 4 (13) 0,210
DBP (O2 com 36 semanas (%) 3 (10) 3 (10) 1,000
Obito intrahospitalar (%) 3 (10) 2 (6,7) 1,000

*DBP = Displasia broncopulmonar

Na assisténcia neonatal apenas a necessidade de transfusdo de hemacias foi
mais frequente no grupo pré-eclampsia (37% vs 10%; p=0,033). A mediana do tempo
de internacao nao diferiu nos 2 grupos (28 vs 36 dias; p=0,732).

O prognéstico neonatal foi bom na grande maioria dos prematuros estudados,
sendo que 80% no grupo pré-eclampsia e 73% no grupo controle (p=0,642) tiveram
alta sem sequelas.

A relacdo dos marcadores de estresse oxidativo com o progndstico neonatal foi
investigada para as seguintes variaveis: pré-eclampsia (PE), pequeno para a idade
gestacional (PIG), necessidade de ventilagcdo com pressédo positiva ao nascimento
(VPP), sindrome do desconforto respiratorio (SDR), persisténcia do canal arterial
(PCA), enterocolite necrosante (NEC), hemorragia periintraventricular graus IIl ou IV
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(HPIV), dependéncia de oxigénio aos 28 dias (O2 28dias), displasia broncopulmonar,

oxigénio com 36 semanas e 0Obito na internacdo. Os resultados estdo apresentados

nas Tabelas 4 a 8.

Como se observa na Tabela 4 os TBARS (marcadores de peroxidacao lipidica),

especialmente nas dosagens urinarias relacionaram-se com a presenca de pré-

eclampsia, com nascer PIG e também com a maioria das doencas neonatais, mas nao

tiveram relagdo com o 6bito.

Tabela 4. Valores medianos de TBARS em placenta, veia umbilical, urina do 1° e 4°
dia e sangue do 4° dia de vida, conforme a presenca de pré-eclampsia, condicéo de
nascimento, morbidade e mortalidade dos prematuros.

TBARS TBARS TBARS TBARS TBARS
Variaveis placenta veia umbilical urina 1.° dia urina 4.°dia | sangue 4.°dia
clinicas (UM/mg) (UM) (uM/mg (MM/mg (HM)
creatinina) creatinina)
Md p Md P Md p Md p Md p
valor valor valor valor valor
Pré- Sim | 55,01 82,08 0,20 0,37 184,38
_ 0,674 0,189 0,004 0,001 0,275
eclampsia Nao | 60,39 68,92 0,23 0,26 114,02
PIG Sim | 48,93 105,07 0,12 0,25 182,18
0,852 0,186 0,018 0,016 0,298
Nao | 57,56 65,62 0,25 0,30 97,57
VPP ao Sim | 55,89 57,71 0,25 0,26 72,12
0,404 0,006 0,130 0,107 0,207
nascer Nao | 56,65 130,34 0,19 0,30 194,09
Sim | 55,19 88,71 0,25 0,27 89,60
SDR 0,234 0,857 0,019 <0,001 0,509
Nao | 57,23 72,21 0,22 0,30 143,58
Sim | 48,00 94,76 0,24 0,30 254,54
PCA 0,216 0,628 <0,001 <0,001 0,146
Nao | 59,36 70,21 0,22 0,26 110,79
Sim | 54,55 105,09 1,18 0,17 277,60
NEC 0,692 0,378 <0,001 <0,001 0,531
Nao | 56,94 72,21 0,22 0,29 127,82
Sim | 53,65 60,20 0,31 0,36 28,21
HPIV 0,772 0,626 <0,001 <0,001 0,018
Nao | 56,65 77,32 0,22 0,29 141,62
O, aos Sim | 55,19 94,76 0,23 0,31 226,54
_ 0,639 0,393 <0,001 <0,001 0,895
28 dias Nao | 57,23 70,21 0,22 0,25 114,02
Sim | 55,83 65,27 0,22 0,30 241,89
DBP 36 sem 0,865 0,105 <0,001 <0,001 0,604
Nao | 56,94 74,77 0,20 0,26 109,78
. Sim | 59,36 78,66 0,43 0,35 70,09
Obito 0,736 0,543 0,701 0,145 0,250
Nao | 56,24 72,21 0,22 0,29 143,58
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A glutationa peroxidase (GPx) mostrou-se aumentada no sangue do 4.° dia de

vida em prematuros de mées com pré-eclampsia, e na veia umbilical e urina do 1° dia

de vida nos prematuros que tiveram hemorragia periintraventricular. Menores valores

na urina do 4° dia associaram-se com a ocorréncia de enterocolite necrosante e ébito

(Tabela 5).

Tabela 5. Valores medianos de Glutationa Peroxidase (GPx) em placenta, veia

umbilical, urina do 1° e 4° dia e sangue do 4° dia de vida, conforme a presenca de

pré-eclampsia, condicdo de nascimento, morbidade e mortalidade dos prematuros.

Variaveis GPx GPx GPx GPx GPx
clinicas placenta veia umbilical urina 1.° dia urina 4.° dia sangue 4.° dia
(Ul/ml) (Ul/ml) (Ul/ml/mg Cr) (Ul/ml/img Cr) (Ul/ml)
Md P Md P Md P Md P Md | p valor
valor valor valor valor
Pré- Sim | 126,50 77,68 0,33 1,50 94,24
_ 0,077 0,563 0,627 0,725 <0,001
eclampsia | Nao | 96,36 65,37 0,27 1,87 62,82
PIG Sim | 121,83 68,77 0,44 0,44 44,15
0,103 0,671 0,251 0,314 0,960
Nao | 98,48 66,22 0,86 0,86 42 .87
VPP ao _
Sim | 114,19 68,77 0,85 0,85 45,84
nascer 0,415 0,423 0,618 0,167 0,582
Nao | 101,03 64,52 0,46 0,48 31,41
Sim | 99,33 62,82 0,85 0,85 33,11
SDR 0,332 0,178 0,326 0,213 0,106
Nao | 113,76 83,62 0,48 0,48 46,69
Sim | 111,22 59,00 0,69 0,69 41,60
PCA 0,613 0,779 0,409 0,362 0,514
Nao | 110,79 74,71 0,48 0,66 39,05
Sim | 111,22 51,79 0,20 0,20 23,60
NEC 0,457 0,753 0,149 0,030 0,792
Ndo | 111,22 67,92 0,86 0,86 40,33
Sim | 114,19 132,44 2,01 3,16 62,82
HPIV 0,315 0,023 0,038 0,111 0,809
Nao | 111,64 67,49 0,48 0,49 31,41
Sim | 91,69 47 54 0,50 0,50 2,43
O, aos 28d 0,307 0,234 0,719 0,109 0,238
Nao | 112,91 68,77 0,85 0,85 4415
DBP Sim | 91,69 85,32 0,87 0,87 41,60
0,892 0,952 0,615 0,338 0,811
36 sem Nao | 112,06 67,49 0,50 0,50 39,05
o Sim | 91,69 79,80 0,32 0,32 21,33
Obito 0,851 0,661 0,050 0,015 0,505
Nao | 111,64 67,00 0,86 0,87 40,33
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Quanto a Glutationa redutase (GR) niveis urinarios diminuidos, no 1.° ou 4°. dia

de vida relacionaram-se com enterocolite necrosante, dependéncia de Oz aos 28 dias,

displasia broncopulmonar com 36 semanas e 6bito, enquanto que prematuros com

hemorragia periintraventricular tiveram maiores niveis em placenta (Tabela 6).

Tabela 6. Valores medianos de Glutationa Redutase (GR) em placenta, veia umbilical,

urina do 1° e 4° dia e sangue do 4.° dia de vida, conforme a presenca de pré-

eclampsia, condicao de nascimento, morbidade e mortalidade dos prematuros.

GR

GR

Variaveis GR . GR . urina 1.° dia urina 4.° dia GR .
clinicas placenta veia umbilical (Ul/ml/m (Ul/milim sangue 4.° dia
(UI/ml) (UI/ml) mg "/mg (UI/ml)
creatinina) creatinina)
Md P Md P Md Pl ma | P Md P

valor valor valor valor valor
Pré- Sim | 19,95 34,38 0,20 1,65 32,26

_ 0,239 0,824 0,466 0,158 0,184
eclampsia | Nao | 25,68 29,71 0,64 1,79 27,17
PIG Sim | 18,68 28,87 0,41 2,22 39,90

0,160 0,068 0,083 0,455 0,307
Nao | 22,92 41,60 0,39 1,78 22,92

VPP ao

Sim | 22,07 22,07 0,42 4,43 28,87

nascer 0,762 0,320 0,095 0,050 0,761
Nao | 21,22 41,60 0,39 1,65 31,37
Sim | 19,53 28,87 0,19 2,70 24,62

SDR 0,333 0,899 0,113 0,935 0,841
Nao | 26,74 29,71 0,47 1,71 31,41
Sim | 19,10 35,23 0,52 1,14 31,41

PCA 0,287 0,906 0,931 0,955 0,767
Nao | 23,77 29,71 0,30 2,70 29,71
Sim | 29,71 50,94 0,05 1,00 42,45

NEC 0,881 0,893 0,005 0,029 0,520
Nao | 21,22 29,71 0,42 2,22 28.87
Sim | 53,06 38,20 0,11 2,22 21,65

HPIV 0,034 0,651 0,109 0,231 0,478
Nao | 22,50 28,87 0,41 1,78 30,52
Sim | 20,38 35,23 0,61 1,01 19,53

0O, ao0s 28d 0,137 0,763 0,687 0,020 0,735
Nao | 22,92 29,71 0,40 3,54 31,33
Sim | 24,62 63,67 1,23 0,78 5,09

DBP 36 sem 0,976 0,247 0,439 0,019 0,535
Nao | 21,22 29,29 0,40 2,70 31,33
. Sim | 24,62 28,87 0,15 1,38 40,75

Obito 0,784 0,817 0,021 0,205 0,643
Nao | 21,22 29,71 9,43 1,78 28,02
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A Glutationa (GSH) mostrou-se aumentada na urina do 4° dia de vida nos

prematuros que necessitaram VPP ao nascimento, nos que tiveram NEC, PCA, HPIV

e DBP. Os valores em veia umbilical e na urina do 1.° dia de vida relacionaram-se com

a ocorréncia de NEC e de o6bito (Tabela 7).

Tabela 7. Valores medianos de Glutationa (GSH) em placenta, veia umbilical, urina

do 1° e 4° dia e sangue do 4° dia de vida, conforme a presence de pré-eclampsia,

condi¢ao de nascimento, morbidade e mortalidade dos prematuros.

GSH GSH GSH GSH GSH
Variaveis placenta veia umbilical | urina 1.° dia urina 4.° dia sangue 4.°dia
clinicas (UM/mg) (UM/min/L) (UM/mg (uM/mg (UM/min/L)
creatinina) creatinina)
Md p Md p Md | pvalor| Md p valor Md p
valor valor valor
Pré- Sim | 0,72 0,73 0,00 0,08 0,73
_ 0,215 0,104 0,122 0,847 0,975
eclampsia Nao | 0,75 0,73 0,02 0,03 0,73
PIG Sim | 0,73 0,73 0,00 0,03 0,73
0,735 0,409 0,065 0,061 0,710
Nao | 0,73 0,74 0,02 0,08 0,73
VPP ao Sim | 0,73 0,73 0,02 0,15 0,73
0,556 0,309 0,399 <0,001 0,922
nascer Nao | 0,72 0,73 0,00 0,01 0,73
Sim | 0,52 0,73 0,01 0,10 0,73
SDR 0,072 0,327 0,529 0,085 0,523
Nao | 0,74 0,73 0,00 0,01 0,73
Sim | 0,38 0,73 0,02 0,11 0,73
PCA 0,091 0,529 0,139 0,016 0,427
Nao | 0,75 0,73 0,00 0,04 0,73
Sim | 0,73 0,72 0,00 0,14 0,73
NEC 0,139 0,010 0,009 0,009 0,874
Nao | 0,73 0,73 0,01 0,05 0,73
Sim | 0,76 0,74 0,01 0,14 0,74
HPIV 0,148 0,547 0,498 0,023 0,999
Nao | 0,72 0,73 0,01 0,02 0,73
Sim | 0,32 0,36 0,02 0,09 0,73
Oz ao0s 28d 0,057 0,873 0,496 0,231 0,540
Nao | 0,78 0,73 0,01 0,04 0,73
Sim | 0,40 0,00 0,02 0,09 0,73
DBP 36 sem 0,994 0,954 0,541 0,035 0,295
Nao | 0,73 0,73 0,01 0,06 0,73
o Sim | 0,52 0,74 0,00 0,04 0,74
Obito 0,523 0,002 0,007 0,090 0,897
Nao | 0,73 0,73 0,01 0,06 0,73
Quanto ao desfecho de interesse nesse estudo, representado por bom

progndéstico quando o prematuro teve alta sem sequelas e mau prognéstico em caso
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de morte ou NEC grau > 2 ou DBP ou HPIV graus llI-IV, verificou-se que os TBARS
em urina do 1.° e do 4°dia de vida foram Uteis em diferenciar o prognéstico e tambem
a glutationa (GSH) em veia umbilical.

Como se observa na Tabela 8, os prematuros que evoluiram com mau
prognostico apresentaram niveis de TBARS aumentados na urina do 1° dia e
diminuidos na urina do 4° dia e tiveram valores de GSH significativamente maiores

em sangue da veia umbilical (Tabela 8).



Tabela 8. Relacdo do marcador de estresse oxidativo e dos anti-oxidantes com o

prognaéstico neonatal.

Marcador (md) Alta sem Morte / NEC/HPIV/  Valor de
sequelas (n=46) DBP (n=14) p
TBARS placenta 57,23 55,19 0,552
TBARS veia umbilical 82,08 66,91 0,063
TBARS urina 1.° dia 0,21 0,39 <0,001
TBARS urina 4.° dia 0,30 0,21 <0,001
TBARS sangue 4.° dia 109,78 211,20 0,938
GPx placenta 115,04 91,69 0,610
GPx veia umbilical 67,07 79,80 0,064
GPx urina 1.°dia 0,86 0,43 0,327
GPx urina 4.° dia 0,86 0,47 0,192
GPx sangue 4.° dia 36,08 42 87 0,642
GR placenta 21,45 22,50 0,740
GR veia umbilical 29,71 49,24 0,663
GR urina 1.°dia 0,42 0,19 0,623
GR urina 4.° dia 1,54 1,01 0,060
GR sangue 4.°dia 28,02 32,26 0,689
GSH placenta 0,73 0,73 0,919
GSH veia umbilical 0,69 0,74 0,004
GSH urina 1.°° dia 0,01 0,00 0,936
GSH urina 4.° dia 0,04 0,09 0,074

GSH sangue 4.° dia 0,73 0,73 0,677
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6. DISCUSSAO

Esse estudo teve varios achados interessantes, destacando-se: os valores
aumentados de substancias reativas do acido tiobarbittrico (TBARS) na urina do 1.°
dia de vida em associa¢cdo com a ocorréncia de véarias doencas da prematuridade,
confirmando a participacao do estresse oxidativo na génese das mesmas. Em relacéo
ao sistema antioxidante da glutationa, a glutationa (GHS) mostrou-se diminuida na
urina do 1.° dia de vida e a glutationa peroxidase (GPx) diminuida na urina do 4.° dia
de vida nos prematuros que tiveram enterocolite necrosante (NEC) e nos que
evoluiram para O6bito. A glutationa redutase (GR) apresentou menores valores
urinarios em associacdo com enterocolite necrosante, dependéncia de Oz aos 28 dias,
displasia broncopulmonar e ébito.

O principal resultado do estudo foi mostrar que o mau progndstico neonatal de
prematuros esta associado ao aumento do estresse oxidativo no 1.° dia de vida. Nao
foi evidenciada associagao entre a deficiéncia do sistema antioxidante e o prognostico
neonatal. H4 que se destacar que, embora néo tenha sido evidente a deficiéncia do
sistema antioxidante da glutationa, foram detectadas alteragbes nas concentracdes
de GHS, GPx e GR nos primeiros quatro dias de vida, na maioria das situagdes em
gue inicialmente houve aumento do estresse oxidativo.

Alteracfes no equilibrio entre estresse oxidativo e sistema antioxidante foram
documentadas desde o0 nascimento até o 4.° dia de vida, em associacdo com diversas
condicdes patolégicas da amostra estudada, destacando-se inicialmente a pré-
eclampsia.

Na pré-eclampsia ndo foi observado aumento do estresse oxidativo
imediatamente ao nascimento e no 1.° dia de vida, porém no 4.° dia de vida os
prematuros de maes com pré-eclampsia tiveram valores aumentados dos TBARS na
urina e da glutationa peroxidase no sangue, sugerindo que as repercussdes dessa
doenca materna no concepto podem manifestar-se algum tempo ap0s o nascimento
e persistir nos primeiros dias de vida, traduzindo o aumento do estresse oxidativo e a
resposta compensatoria do sistema antioxidante da glutationa.

Esta bem documentado na literatura que o estresse oxidativo tem importante
papel na fisiopatologia da pré-eclampsia, e embora os resultados ndo sejam

uniformes, varios estudos mostraram aumento dos niveis séricos maternos e/ou
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placentarios de marcadores de peroxidacao lipidica bem como diminuicdo da
atividade antioxidante em gestacdes de termo e de pré-termo complicadas pela pré-
eclampsia (ORHAN et al., 2003; ATAMER et al., 2005; VANDERLELIE et al., 2005;
ROY et al., 2015). Estudo recente avaliou a condicdo oxidante e antioxidante em
mulheres com pré-eclampsia comparadas com normotensas, em trés momentos da
gestacdo: M1=16-20 semanas, M2=26-30 semanas e M3=ao nhascimento. Os
resultados mostraram nas gestantes com pré-eclampsia maiores niveis de
malondialdeido em M1 e M2 e menores valores de antioxidantes em M2 e M3,
sugerindo os autores que o aumento precoce do estresse oxidativo pode alterar o
desenvolvimento da placenta e comprometer a programacao fetal (D"SOUZA et al.,
2016). Entretanto ainda néo esta bem estabelecido como essas altera¢cdes acometem
o feto.

Os poucos estudos que investigaram o estresse oxidativo em recém-nascidos
de maes com pré-eclampsia tiveram casuistica pequena, com diferentes idades
gestacionais e resultados inconclusivos.

Resultados semelhantes aos do presente estudo foram obtidos por Tastekin e
col. que analisaram sangue de corddo umbilical de prematuros de maes com pré-
eclampsia pareados pela idade gestacional (média de 32 semanas) com um grupo
controle e ndo encontraram alteracdo na concentracao de TBARS e das glutationas,
mas detectaram aumento da superéxido dismutase, sugerindo os autores que o feto
foi exposto ao estresse oxidativo, porém em menor intensidade do que a méae
(TASTEKIN et al., 2005). Ja no estudo de Howlader e col. foi detectado aumento dos
marcadores de estresse oxidativo e diminuicdo dos antioxidantes em sangue de
corddo umbilical dos prematuros de maes com pré-eclampsia, porém nesse estudo o
grupo controle foi constituido por gestacdes de termo (HOWLADER et al., 2009).
Outro estudo avaliou a condicdo oxidante e antioxidante total em recém-nascidos de
maes com pré-eclampsia e observou aumento da condi¢cdo antioxidante em sangue
de corddo umbilical e sangue do recém-nascido no 7.° dia de vida, sugerindo que com
isso o feto estaria protegido do estresse oxidativo associado a doenca materna
(ALTUNHAN et al., 2013).

Um achado interessante neste estudo foi que os prematuros pequenos para a
idade gestacional (PIG) ndo apresentaram alteracdes nos biomarcadores sugestivas
de aumento do estresse oxidativo ou deficiéncia no sistema antioxidante nos primeiros

dias de vida. Esse resultado difere dos achados em nascimentos de termo PIG, nos
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quais foi documentado aumento dos marcadores de estresse oxidativo e diminui¢cao
de antioxidantes em sangue materno e do corddo umbilical (SAKER et al., 2008),
podendo persistir a condicao de estresse oxidativo aumentado nos primeiros dias de
vida dos recém-nascidos PIG (GVERIC-AHMETASEVIC et al., 2009). Também difere
dos achados de Mirzarhimi e col. que documentaram em recém-nascidos de termo
associacdo dos niveis de antioxidantes em sangue de corddao umbilical com o peso
de nascimento, com menores niveis de antioxidantes nos recém-nascidos de baixo
peso ao nascer, sugerindo efeito deletério da restricdo do crescimento fetal no
mecanismo de defesa antioxidante (MIRZARHIMI et al., 2016). Por outro lado, ha
estudo que s6 encontrou associacao entre marcadores de estresse oxidativo e
nascimento PIG no sangue materno e ndo no sangue de cordao umbilical (WEBER et
al., 2014).

Diferencas na metodologia e casuistica dos estudos podem auxiliar na
interpretacdo das divergéncias entre os resultados dos estudos, destacando-se que
no presente estudo foram avaliados apenas prematuros, sendo relativamente
pequeno o numero de recém-nascidos PIG (17/60) e estes foram definidos pelo peso
ao nascer inferior ao percentil 10 na curva de referéncia, o que ndo implica que todos
esses recém-nascidos tenham sido submetidos a restricdo do crescimento intra-
uterino. Uma hipdtese seria que a interrupcdo mais precoce da gestacdo em nosso
estudo (idade gestacional média de 30 semanas) poderia ter evitado a progressao do
agravo nutricional intra-atero nos prematuros PIG.

Prematuros que necessitaram ventilacdo com pressao positiva ao nascimento
tiveram menores valores de TBARS em sangue de veia umbilical, comparados aos
que nao foram ventilados ao nascimento; entretanto essa associacao estatistica nao
tem relevancia clinica, pois a concentracdes detectadas na veia umbilical traduzem a
condicdo antes do nascimento. Por outro lado seria esperado aumento do estresse
oxidativo apos o uso de VPP, uma vez que no periodo do estudo utilizava-se oxigénio
a 100% na reanimacao neonatal, o que atualmente ndo é recomendado por estar bem
documentado o efeito lesivo do uso de altas concentracdes de oxigénio na reanimagao
em sala de parto, bem como durante a assisténcia ventilatéria neonatal no pulmao
imaturo, propiciando lesdo oxidativa, que esta associada ao aumento da morbidade
respiratoria e maior risco de displasia broncopulmonar (GITTO et al., 2009; PERRONE
et al., 2012; KAPADIA et al., 2013; AVERSA et al., 2016).
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Coerente com os dados de literatura que mostram nitida associacdo entre
aumento do estresse oxidativo e ocorréncia de doencas do prematuro, este estudo
documentou que valores aumentados de TBARS em urina do 1.° dia de vida,
traduzindo a peroxidacao lipidica, associaram-se com a ocorréncia das principais
doencas do prematuro, incluindo: sindrome do desconforto respiratorio, persisténcia
do canal arterial, enterocolite necrosante, hemorragia periintraventricular e displasia
broncopulmonar.

Interessante notar que nas doencas agudas como sindrome do desconforto
respiratorio e enterocolite necrosante esse aumento inicial do estresse oxidativo nao
se manteve no 4.° dia de vida, enquanto que nas doencas crénicas ou de resolucao
mais lenta, como persisténcia do canal arterial, hemorragia periintraventicular e
displasia broncopulmonar os valores urinarios de TBARS permaneceram
aumentados, enquanto que 0s niveis das glutationas foram baixos na urina do 4.° dia
de vida, indicando que a persisténcia do estresse oxidativo e deficiéncia do sistema
antioxidante nos primeiros dias de vida estd envolvida na patogénese dessas
doencas.

Considera-se atualmente que o estresse oxidativo tem papel fundamental na
patogénese da displasia broncopulmonar, uma vez que 0s prematuros Sao expostos
a multiplos estimulos oxidantes e apresentam limitados mecanismos de defesa
antioxidante. Isso tem motivado varias pesquisas na tentativa de identificar estratégias
ou medicamentos antioxidantes para prevencao dessa doenca (POGGI e DANI, 2014,
AVERSA et al., 2016). Estudo realizado em nosso servico para identificar marcadores
precoces do risco de desenvolvimento de displasia broncopulmonar em prematuros
submetidos a ventilacdo mecéanica mostrou aumento da Interleucina-8, mas néo do
malondialdeido no aspirado broncoalveolar obtido nos primeiros trés dias de vida, ndo
sendo assim possivel caracterizar o aumento do estresse oxidativo nos pacientes que
evoluiram para displasia (MADOGLIO et al., 2016). Entretanto outro grupo de
pesquisadores encontrou aumento das concentracdes de antioxidantes no lavado
pulmonar nos primeiros dias de vida em prematuros que tiveram displasia
broncopulmonar, sugerindo a participacdo do estresse oxidativo na génese dessa
doencga (SCHOCK et al., 2001).

Dentre as doencas do prematuro em que o estresse oxidativo esta envolvido,
tem sido destacada a enterocolite necrosante, doenca frequente e grave, acometendo

cerca de 5-7% dos prematuros de muito baixo peso, com cifras de mortalidade que
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podem atingir até 50% e elevada morbidade nos sobreviventes. A etiologia é
mulltifatorial, mas a isquemia, hipoxia-reperfuséo, inflamacéo e infeccdo podem ser
fonte de radicais livres e consequente lesdo oxidativa intestinal (AYDEMIR et al.,
2011). Estudos recentes tém mostrado niveis aumentados de marcadores de estresse
oxidativo em sangue de corddo umbilical em prematuros que desenvolveram
enterocolite necrosante sugerindo que esses biomarcadores possam ser Uteis na
identificacdo precoce dos recém-nascidos de risco para essa doenca (PERRONE et
al., 2012; PERRONE et al., 2014). Os resultados do presente estudo s&o coerentes
com esses dados de literatura, pois foi encontrado diminuicdo da glutationa na veia
umbilical e associado a isso foi caracterizado o aumento do estresse oxidativo na urina
do 1.° dia de vida e menores valores das glutationas urinarias até o 4.° dia de vida,
sugerindo que o desequilibrio precoce entre oxidantes e antioxidantes pode alertar
para 0 maior risco de ocorréncia de enterocolite necrosante em prematuros.

Outro resultado que merece destaque foi o0 aumento da condicdo oxidante e
antioxidante desde o nascimento até o 4.° dia de vida nos prematuros que tiveram
hemorragia periintraventricular, com maiores valores de TBARS em urina do 1.° e 4°
dia de vida, associados com aumento das glutationas em placenta, sangue da veia
umbilical e urina do 1.° e 4.° dia de vida, mostrando que nessa doenca ocorre alteracao
precoce do equilibrio oxidante/antioxidante. Esses achados confirmam que o estresse
oxidativo que ocorre na transicdo do ambiente hipdxico intra-Gtero para o ambiente
relativamente hiperéxido ao nascimento, é um importante fator na patogénese da
hemorragia periintraventricular (PERRONE et al., 2015). Por outro lado, o aumento
persistente das enzimas antioxidantes pode refletir um mecanismo de protecédo que
nao foi suficiente para evitar o problema.

Um dado importante nesse estudo e nao referido na literatura foi o achado de
menores valores urinarios das glutationas nos primeiros dias de vida nos prematuros
gue foram a Obito, sugerindo que a deficiéncia do sistema antioxidante pode ter
contribuido para o pior prognéstico desses prematuros. Entretanto ao analisar a
relacdo entre os marcadores de estresse oxidativo e antioxidantes com o progndéstico
neonatal (Tabela 8), considerando-se mau progndéstico a ocorréncia de morte ou
displasia  broncopulmonar ou enterocolite necrosante ou hemorragia
periintraventricular ndo se evidenciou a deficiéncia do sistema antioxidante associada

ao mau prognaostico e sim o aumento do estresse oxidativo no 1.° dia de vida.
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Quanto ao material biologico para investigacdo do estresse oxidativo, 0s
resultados aqui encontrados permitem afirmar que a placenta ndo trouxe informacoes,
0 sangue de veia umbilical e do recém-nascido também n&o se mostrou Util, permitindo
detectar poucas alteracées. E possivel que a técnica de coleta e/ou a metodologia das
dosagens, tenham contribuido para a falta de sensibilidade das avaliacbes nesses
materiais biolégicos. Entretanto, um aspecto novo evidenciado neste estudo foi a
utilidade da urina como material bioldgico para investigacdo em recém-nascidos, 0
que é muito interessante para as pesquisas neonatais, pois além de ser de facil
obtencéo evita a espoliacdo sanguinea dos recém-nascidos.

Esse estudo tem algumas limitacdes, pois ndo foram avaliados os niveis
maternos dos marcadores de estresse oxidativo e antioxidantes, o que possibilitaria a
interpretagdo mais profunda dos resultados e o0 maior entendimento dos mecanismos
de interacdo na circulacdo materno-fetal. Como marcador de estresse oxidativo foi
dosado apenas o malondialdeido, traduzindo a peroxidacédo lipidica, e quanto ao
sistema antioxidante as glutationas, assim, outras alteragbes no equilibrio
oxidante/antioxidante ndo foram investigadas. Entretanto, o rigoroso delineamento
metodoldgico e criterioso pareamento dos grupos estudados permitiu obter resultados
consistentes que agregam novos conhecimentos sobre as alteragcdes do complexo
sistema oxidante/antioxidante em prematuros de maes com pré-eclampsia, bem como
a relagao das mesmas com a morbimortalidade neonatal. Os resultados desse estudo
alertam para a importancia do estresse oxidativo nos primeiros dias de vida no
prognéstico neonatal de prematuros e apontam novas questbes que motivam e

norteiam futuras pesquisas.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que:

Prematuros de mées com pré-eclampsia apresentam maiores concentracoes
de TBARS e de glutationa peroxidase no 4.° dia de vida, indicando que esses
recém-nascidos sado expostos ao aumento persistente do estresse oxidativo

nos primeiros dias de vida.

O aumento do estresse oxidativo no primeiro dia de vida associa-se com a
morbidade neonatal de prematuros, representada pela ocorréncia de sindrome
do desconforto respiratorio, persisténcia do canal arterial, enterocolite

necrosante, hemorragia periintraventricular e displasia broncopulmonar.

O desequilibrio da condicdo oxidante/antioxidante, com aumento da
peroxidacédo lipidica e diminuicdo das glutationas nos primeiros dias de vida

esta associado ao mau prognéstico neonatal de prematuros.
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9. ANEXOS

ANEXO 1 - Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

.
-uy Universidade Estadual Paullsta
unesp Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubi&o Junior, s/n° - Botucatu — S.P.

CEP: 18.618-970

Fone/Fax: (Oxx14) 3811-6143 :

e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br e Fmgietiasto o Minjeticlo de saa::ﬂf:‘,aogg;
Botucatu, 11 de fevereiro de 2008 Of. 004/08-CEP

llustrissima Senhora

Profe. Dr.Ligia Maria Suppo de Souza Rugulo
Departamento de Pediatria

Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezada Prof°. Ligia

De ordem da Senhora Coordenadora deste CEP informo que o Projeto de
Pesquisa “Estresse oxidativo em recém-nascidos de mdes hipertensas. Relagdo
com prognéstico neonatal no curto prazo,” que serd conduzido por Milene
Piorkowsky de Almeida, orientado por Vossa Senhoria, recebeu do relator
parecer favoravel, aprovado em reunido de 1 1/02/2008.

Situac@io do Projeto: APROVADO. Ao final da execucdo deste Projeto,
apresentar ao CEP “Relatério Final de Atividades™.

Atenciosamente,

Secretdrio §o CEP/Subst.
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO

Estresse Oxidativo em Recém-Nascidos de Méaes Hipertensas: Relacdo com

Prognéstico Neonatal no Curto Prazo

Nome e endereco do pesquisador: Adriana Saito Jasper

R: Almirante Tamandaré, 78 - Ap 132 — Curitiba — PR. Fone: (41) 9197-7089
Nome e enderec¢o do Orientador: Dra. Ligia Maria Suppo de Souza Rugolo

R: Dr. Cardoso de Almeida, 1000 - Ap.62 - Botucatu- SP. Fone: (14) 3815-4647

Esta pesquisa sera realizada na Unidade Neonatal do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP para investigar se algumas substancias
que séo produzidas devido a hipertenséo na gestacao estdo aumentadas na placenta,
no sangue do cordao umbilical e na urina do recém-nascido; e também investigar se
essas substancias sdo responsaveis pelas doencas dos recém-nascidos. As
substancias que vamos dosar chamam-se marcadores de estresse oxidativo, o que
significa, sdo substancias que normalmente existem em pequena quantidade no
organismo e quando elas aumentam podem causar lesdo nas células e entédo o bebé
fica doente.

ApOs 0 nascimento, vamos coletar uma pequena quantidade (3,5 ml) de sangue
do corddo umbilical e um pedaco da placenta para dosagem das substancias que sao
marcadores de estresse oxidativo e das substancias anti-oxidantes. Depois vamos
obter 5 ml de urina do bebé, colhida de saco coletor, colhida no primeiro e no 4° dia
de vida, para dosagem das mesmas substancias. No 4° dia de vida, quando é colhido
sangue para avaliar a ictericia do recém-nascido, iremos dosar também as
substancias que estamos investigando nesse estudo. O recém-nascido recebera
todos os cuidados necessarios e padronizados no Servico e ndo sera submetido a
nenhum procedimento diferente devido a sua participacéo nesse estudo.

Vamos avaliar se o bebé ira apresentar doencas durante a internacao e quais
sao essas doencas. Esse estudo ndo tem qualquer risco para a mae nem para o bebé,

e embora ndo proporcione beneficio imediato para seu filho, podera beneficiar no
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futuro, muitos outros recém-nascidos de maes hipertensas, pois os resultados que
iremos obter nos permitirdo conhecer melhor os mecanismos pelos quais a

hipertensdo na gestacao repercute na condi¢cdo de saude do recém-nascido.

Eu entendo  que,

qualquer informacéo obtida sobre mim e meu bebé, sera confidencial. Eu também
entendo que nossos registros de pesquisa estdo disponiveis para revisdo dos
pesquisadores. Esclareceram-me que minha identidade ndo sera revelada em
nenhuma publicacdo desta pesquisa; assim, consinto na publicacéo para propdésitos
cientificos.

Eu entendo que estou livre para recusar a participacdo neste estudo ou para
desistir a qualquer momento e que a minha decisao néo afetar4 meu tratamento, nem
0 do meu bebé.

Eu certifico que li ou foi-me lido o texto de consentimento e entendi seu
conteudo. Este termo constara de 2 cépias e minha assinatura confirma que concordei
livremente em participar deste estudo.

Assinatura do participante

Data:

Assinatura do Pesquisador:




ANEXO 3

PROTOCOLO DE PESQUISA

Estresse Oxidativo em Recém-Nascidos de Hipertensas: Relagcdo com
Prognostico Neonatal no Curto Prazo
RN Ne:

Registro:

Dados Maternos:
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Nome: Idade:
Estado civil: Escolaridade Procedéncia
N° de Gestacdes: N° de partos: N° de aborto:

Hipertenséo Arterial Croénica: Sim () Néo ()
Gestacao Atual:

Pré-Natal: sim () ndo () No de Consultas: Local

Gravidade da pré-eclampsia / eclampsia:
Grau de Proteinuria: Maior PA na gestacao:

Convulsdes: sim () ndo () Sindrome HELLP: sim () ndo ()

Medicamentos para hipertensdo/ PE:

Uso atual de medicamentos () ndo () sim

DUM __ [/ | US () nédo () sim Data: / /

Fumo: sim () ndo () Alcool: sim () n&o () Drogas: sim () néo ()
Corticosterdide antenatal: ()sim () ndo Ciclo completo () sim () nédo
Inducédo do parto: sim () nédo () Inibicdo do parto: sim () néo ()
Membrana: () integra () rota ___ horas

Trabalho de parto () sim () ndo Sofrimento fetal () sim () ndo ()
Desconhecido

Tipo de Parto: vaginal () ceséreo () urgente ( )sim nao () Motivo

Dados do Recém-Nascido:
Data Nascimento: / / Masculino () Feminino ()
IG DUM: usS: New Ballard: AIG () PIG () GIG ()

Peso Nascimento: g Comprimento: cm
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Perimetro Cefalico: cm Perimetro Toracico: ~~ cm
Pesodaplacenta: g

Reanimacgao Neonatal? Sim () N&o () Oxigénio? Sim () Nao ()

Ventilagdo P.Positiva? Sim () Nao () Intubac&do? Sim () N&o ()

Massagem Cardiaca? Sim () Nao () Drogas? Sim () Nao ()

Apgar:1°min __ 5°min__ BSA:  SNAP-PE:

Internacdo: UTIN () dBercario()____ d Alojamento Conjunto () d

Morbidade Neonatal: (S= sim N= n&o)

() Doenca Membrana Hialina () Dist. Resp. Adaptativo
() S. Puimdo Umido/ TTRN () S. Escape ar Qual?
() Pneumonia precoce (las 48hv) () Pneumonia tardia (Ap6s 48hv)

() Sepse precoce (las 48hv) () Sepse tardia (Apos 48hv)
() PCA clinico () eco () () Hemorragia pulmonar

() Enterocolite Necrosante () Dist. Metabdlico

() Retinopatia da Prematuridade Grau
() Leucomalacia periventricular () Hemorragia Intracraniana Grau:
Obito Intra-Hospitalar: () ndo ()simData /| [/

Motivo: Necrépsia () sim () ndo

Assisténcia Neonatal:
Jejum d NPP: sim () ndo () Tempo de uso d

Tipo de Aleitamento: Inicio dieta: d

Drogas Vasoativas () ndo () sim

Surfactante () ndo () sim 1a dose com hs vida no doses
Diuréticos () ndo () sim inicio: / término /

Indometacina () ndo () sim Cirurgia PCA () nao () sim

Antibioticoterapia: Tipo: Tempo de uso:
Transfusdo de GV () ndo () sim data: Plaguetas () ndo () simdata: ____
Fototerapia: Tempo de uso: d

Assisténcia Respiratoria () sim () nao
() O2 Tempo de uso dias
() CPAP nasal Inicio dv Tempo de uso d

() VMC Inicio dv Tempo de uso d



() Outras modalidades Tempo uso

Dosagens Laboratoriais:

Hemograma (sangue de corddo umbilical):

Htc Hb GB Diferencial:
Plaguetas

Dados da alta/obito: Data: / /

Peso: gComp: _ _cmPC___ cm

Diagndsticos finais:
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