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RESUMO

Introducio: A retinopatia da prematuridade (ROP) ¢ uma das principais causas de
cegueira ¢ morbidade visual na infincia. E uma doenga ocular vasoproliferativa
secundaria a vascularizagdo inadequada da retina dos recém-nascidos (RNs) prematuros
(PMTs), cuja etiologia ¢ multifatorial e ndo estd completamente elucidada. Dentre os
fatores implicados na sua patogénese estdo a exposi¢do da retina em desenvolvimento a
niveis anormais de oxigénio e a deficiéncia do fator de crescimento insulinico-1 (insulin-
like growth factor-1, IGF-1). O leite materno (LM) contém /GF-1 e pode ter um efeito
protetor contra o desenvolvimento da ROP.

Objetivos: Avaliar o possivel efeito protetor do LM contra a ROP, através da comparacao
da quantidade de LM recebida entre os pacientes que desenvolveram ROP e aqueles livres
da doenca. Tentar determinar a quantidade minima necessaria € 0 momento em que o RN
precisa receber o LM para que esse efeito seja significativo.

Pacientes e métodos: Estudo de coorte observacional incluindo RNs com peso de
nascimento (PN) inferior a 1500 gramas e / ou com idade gestacional (IG) inferior a 32
semanas, nascidos no periodo de janeiro de 2011 a outubro de 2014 e internados nas
primeiras 24 horas de vida na UTI Neonatal do Hospital da Crianga Concei¢do (HCC) em
Porto Alegre.

Resultados: A prevaléncia da ROP em qualquer grau foi de 31% (100 casos em 323
pacientes) e a de ROP grave foi de 9% (29 casos em 323 pacientes). A mediana da
quantidade de LM recebida pelos pacientes foi de 10,2mL/kg/dia entre os pacientes sem
ROP (amplitude interquartil 1,5-25,5) e de 4,9 mL/kg/dia entre os pacientes com ROP
(0,3-15,4). A quantidade de LM recebida nas primeiras seis semanas de vida foi

inversamente associada a incidéncia de ROP em qualquer grau e de ROP grave nas



andlises univariadas, mas a significancia estatistica ndo se manteve apds andlise
multivariada para controle de fatores confundidores na maioria dos periodos avaliados,
exceto na sexta semana de vida.

Conclusao: Pequenas quantidades de LM nao sdo suficientes para prevengdo de ROP em

PMTs de risco para a doenca.

Palavras-chave: Retinopatia da prematuridade e leite materno.



ABSTRACT

Introduction: Retinopathy of prematurity (ROP) is one of the major causes of blindness
and visual morbidity in childhood. It is a vasoproliferative eye disease secondary to inad-
equate vascularization of the retina in premature neonates. Its etiology is multifactorial
and it is not completely elucidated. The exposure of the developing retina to abnormal
oxygen levels and the deficiency of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) are among the
factors involved in its pathogenesis. Breast milk (BM) contains IGF-1 and may have a
protective effect against the development of ROP.

Objectives: To evaluate the possible protective effect of BM against ROP by comparing
the amount of breast milk received among patients who developed ROP and those who
were disease-free. To attempt to determine both the required minimum amount and the
time in which a neonate needs to receive BM for this effect to be significant.

Patients and methods: Observational cohort study of newborns with a birth weight be-
low 1500 grams and/or gestational age less than 32 weeks, born from January 2011 to
October 2014 and hospitalized within their first 24 hours of life in the Neonatal Intensive
Care Unit (NICU) at the Hospital da Crianca Conceicao (HCC), in Porto Alegre:
Brazil.

Results: The prevalence of ROP at any degree was of 31% (100 cases in 323 patients)
and of severe ROP was of 9% (29 cases in 323 patients). The median amount of BM
received by patients was 10.2 mL/kg/day among patients without ROP (interquartile
range 1.5-25.5) and 4.9 mL/kg/day among patients with ROP (0.3-15.4). The amount of
breast milk received in the first six weeks of life was inversely associated with the inci-
dence of ROP in any degree and of severe ROP in the univariate analyses. The statistical

significance was not maintained after a multivariate analysis to control for confounding



factors in the majority of the periods evaluated, except in the sixth week of life.
Conclusion: Small amounts of BM are not enough to prevent ROP in premature new-

borns at risk of the disease.

Keywords: Retinopathy of prematurity, breast milk.
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1- INTRODUCAO

A retinopatia da prematuridade (ROP) ¢ uma doenga com potencial de causar
cegueira que esta se tornando mais prevalente com a melhoria dos servigos neonatais em
muitos paises nos wltimos anos (QUINN er al., 2010). E uma doenga ocular
vasoproliferativa secundaria a vascularizag¢ao incompleta da retina dos prematuros (PMTs)
(FIELDER E REYNOLDS, 2001).

O curso natural da ROP pode levar a cegueira, causando um peso social e
financeiro para a sociedade. A visdo irreversivelmente prejudicada também impede o
desenvolvimento cognitivo e psicomotor adequado das criancas afetadas (WHEATLEY
et al., 2002).

A etiologia ¢ multifatorial e ndo estd completamente elucidada. Dentre os fatores
implicados na sua patogénese estdo a exposicao da retina em desenvolvimento a niveis
anormais de oxigénio (CAMPBELL, 1951; PATZ et al. 1952; PATZ, 1975) e a deficiéncia
do fator de crescimento insulinico-1 (insulin-like growth factor-1, IGF-1) (HELLSTROM
etal.,2001).

O leite humano contém /GF-1 (OZGURTAS et al., 2010), portanto pode ter um
efeito protetor contra o desenvolvimento da ROP.

A associacdo entre ingesta de leite materno (LM) e ROP ja foi estudada, com
resultados conflitantes. Hylander e cols. encontraram menor incidéncia de ROP entre RNs
de muito baixo peso (RNMBP, PN <1500 gramas) alimentados com LM quando
comparados aos alimentados exclusivamente com féormula lactea (FL) (HYLANDER et
al.,2001). Heller e cols. ndo encontraram associac¢ao entre ingesta de LM e risco reduzido
de ROP grave (tratada cirurgicamente) em recém-nascidos (RNs) de extremo baixo peso

(RNEBP, PN <1000 gramas) (HELLER et al., 2007). Kao e cols. compararam a
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incidéncia de ROP entre RNs que receberam LM em qualquer quantidade versus RNs que
receberam exclusivamente FL e ndo encontraram associacdo significativa entre
alimentagdo com LM e risco de ROP (KAO et al., 2011). Manzoni e cols. compararam
RNs que receberam LM exclusivo com RNs que receberam apenas FL para PMT e a
incidéncia de ROP em qualquer estagio foi significativamente mais baixa em RNs
alimentados com LM (MANZONI et al., 2013). O motivo destas divergéncias pode estar
na quantidade de LM recebida e no momento em que o PMT recebe este leite. Até hoje
ndo se estudou a quantidade diaria de LM recebida pelos RNs com ¢ sem ROP. A maioria
dos estudos compara RNs que receberam LM exclusivo com RNs com alimenta¢do mista
ou com FL exclusiva ou RNs que recebem LM em qualquer quantidade com aqueles com
FL exclusiva. E possivel que o efeito protetor do LM s6 se manifeste quando ingerido em
quantidades maiores, ou ainda em um momento determinado, possivelmente nas
primeiras semanas de vida, quando a deficiéncia de /GF-I estd relacionada com ROP
(HELLSTROM et al., 2001).

Publicagdes recentes reforcaram a hipdtese de que o LM realmente tem efeito
protetor contra ROP. Zhou e cols. concluiram em uma metanalise que, com base nas
limitadas evidéncias atuais, em RNs muito prematuros a alimentacdo com leite humano
potencialmente desempenha um papel protetor na prevengao de ROP em qualquer estagio
e da ROP grave (ZHOU et al., 2015). Ginovart e cols. demonstraram uma associacao
entre a exposi¢ao precoce a FL em RNMBP e o desenvolvimento de ROP, e sugeriram
que uma dieta inicial com leite humano, desprovida de produtos contendo leite de vaca,
pode ajudar a prevenir ROP (GINOVART et al., 2016).

Este estudo tem como objetivo avaliar o efeito protetor do LM contra a ROP
através da comparagdo da quantidade de LM recebida entre os pacientes que

desenvolveram ROP e entre aqueles livres da doenca. Objetiva também determinar a
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quantidade minima necessaria € 0 momento em que o RN precisa receber o LM para que

esse efeito seja significativo.
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- A Retinopatia da Prematuridade:

A ROP foi primeiramente percebida como importante causa de cegueira nas décadas
de 1940 e 1950 em paises industrializados, com o aumento da taxa de sobrevida de bebés
PMTs. O fator de risco dominante para esta “primeira epidemia” foi a suplementagao
irrestrita de oxigénio, sem monitorizagdo (CAMPBELL, 1951; PATZ, 1975). Com a
restricdo ao uso do oxigénio em meados de 1950, a cegueira decorrente de ROP reduziu,
mas houve um aumento concomitante da mortalidade e da paralisia cerebral nos bebés
PMTs (CROSS, 1973). Com a melhoria nos cuidados neonatais ao longo das proximas
décadas, com métodos cada vez mais precisos de monitorizagdo ¢ melhor manejo das
complicacdes neonatais e perinatais, os beb€s menores e mais imaturos passaram a
sobreviver, e a cegueira por ROP comegou a reemergir, ocasionando a "segunda epidemia
da ROP" (FLYNN et al., 1992).

Na ultima década, um aumento da frequéncia de cegueira por ROP tem sido
documentado em paises de renda média e areas urbanas dos paises de baixa renda, onde
os cuidados neonatais estdo melhorando rapidamente, possibilitando a sobrevivéncia de
bebés menores e mais imaturos. Estudos de criancas nas escolas para cegos sugerem que
a ROP esta se tornando uma importante causa de cegueira na China, sudeste e sul da Asia,
América Latina e Europa Oriental, especialmente em centros urbanos de industrializagdo
recente. E a "terceira epidemia” de ROP. Suas causas sdo mistas. Para os locais em que
os cuidados sdo semelhantes aos encontrados em paises desenvolvidos, a prematuridade
extrema e o peso muito baixo ao nascer sdo os fatores de risco dominantes. Em outras

maternidades, com recursos humanos e tecnologicos limitados, a inadequacdo do
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atendimento neonatal ¢ provavelmente o maior contribuinte para o desenvolvimento da
ROP (QUINN et al., 2010).

Os programas de rastreio, incluindo exames de fundo de olho sistematicos na
Unidade de Terapia Intensiva (UTI) Neonatal das criangas em situagdo de risco para a
ROP, fornecem a melhor possibilidade de diagnosticar a doenga, a fim de estabelecer um
tratamento adequado antes da progressdao para estdgios mais avangados e cegueira. Os
critérios de inclusdo em programas de rastreio variam muito entre os paises. No Brasil,
em 2002, foi estabelecido que a triagem para a deteccdo precoce da ROP deve ser
realizada em todos os PMTs com PN <1.500 gramas e / ou idade gestacional (IG) <32
semanas. O exame oftalmoldgico inicial deve ser realizado entre a quarta e a sexta semana
apos o nascimento, por meio de oftalmoscopia indireta binocular e apds a dilatagdo da
pupila, e repetido de acordo com os achados do exame inicial. A triagem pode também
incluir, a critério do neonatologista assistente, os PMTs com maior PN ou IG que estdo
em maior risco de desenvolver ROP devido as condig¢des clinicas (ZIN et al., 2007;
FORTES FILHO et al., 2011).

A frequéncia da ROP ¢ variavel. Um estudo multicéntrico nos Estados Unidos
encontrou uma incidéncia geral de ROP de 68% entre as criangas com PN < 1250g
(GOOD et al., 2005). A ROP ¢ uma das trés principais causas de cegueira na infancia
neste pais (KONG et al., 2012).

No Brasil, a incidéncia de ROP encontrada entre RNs com PN <1.500 gramas e
IG <32 semanas variou de 25,5 a 53,4% (CARRION et al., 2011; FORTES FILHO et al.,
2009); sendo inversamente proporcional ao PN e a IG (LERMANN et al., 2006). Estudo
em Porto Alegre encontrou uma incidéncia de ROP de 48,9% em RNs com PN < 1000g

e de 18,2% em RNs com PN entre 1000 e 1500g (FORTES FILHO et al., 2009).
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Diversos fatores de risco foram associados ao desenvolvimento da ROP. Fortes
Filho e cols. estudaram os principais fatores de risco para o desenvolvimento de ROP de
acordo com a IG. Entre RNs com IG inferior a 28 semanas, IG, gemelaridade e uso de
eritropoetina foram fatores estatisticamente significativos. Nos RNs com IG entre 29 e 32
semanas, IG e necessidade de transfusdo sanguinea foram significativos. Entre RNs com
IG igual ou maior a 32 semanas, necessidade de ventilagdo mecanica (VM), sepse e
necessidade de transfusdo sanguinea mostraram-se significativos para ROP. PN e volume
de transfusdo de sangue foram fatores significativos para a ocorréncia de ROP em todos
os grupos. Os autores concluiram que os pacientes com menor IG desenvolveram ROP
devido a imaturidade geral, enquanto os bebés maiores desenvolveram ROP por serem
"mais doentes", com mais comorbidades (FORTES FILHO et al., 2010).

A ROP ¢ uma doenga composta por duas fases: uma fase inicial de retardo do
crescimento vascular seguida de uma segunda fase de proliferacdo de vasos. RNs PMTs
tém a retina incompletamente vascularizada, com uma zona avascular periférica. Esta
primeira fase da ROP ocorre desde o nascimento até a idade pds-menstrual de cerca de
30-32 semanas. Com o desenvolvimento da crianga, a retina ndo vascularizada torna-se
cada vez mais metabolicamente ativa, levando a hipdxia tecidual. A segunda fase da ROP
¢ caracterizada pela neovascularizagdo da retina induzida pela hipoxia. Esta fase
vasoproliferativa comeca em torno de 32-34 semanas de idade pds-menstrual. A hipoxia
estimula a produgao de fatores de crescimento, tais como o fator de crescimento endotelial
vascular (vascular endothelial growth factor, VEGF), conduzindo, nos casos mais graves,
o crescimento vascular descontrolado para dentro do vitreo (CHEN et al., 2011).

O VEGF tem papel crucial na inducao da neovascularizacao patoldgica. A
hiper6xia mostrou induzir retinopatia em animais recém-nascidos com retinas

incompletamente vascularizadas. Isto sugeriu que algum fator regulado pelo oxigénio
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estivesse envolvido. A expressdo do VEGF ¢ regulada pelo oxigénio e se mostrou
importante em ambas as fases da ROP (AIELLO et al., 1995). A regulagdo negativa da
expressdo de VEGF pela hiperdxia pode ser em parte responsavel pela vaso-obliteragdo e
cessagdo do crescimento normal dos vasos da retina de PMTs que desenvolvem ROP
(PIERCE et al., 1996).

A Classificagdo Internacional da ROP definiu a doenca de acordo com sua
gravidade (estadiamentos 1-5), localizacdo (zonas I-III) e extensdo em horas (1-12h), com
ou sem doenga plus (dilatacdo arteriolar e tortuosidade venosa), cuja presenca seria um
indicador de atividade da doenga (An international classification of ROP, 1984; An
international classification of ROP. II, 1987). Mais recentemente foi publicada uma
atualizacdo dessa classificagdo (ICROP-revisited), sendo reconhecida uma forma grave
de doenca posterior, a delimitacio da Zona I e a existéncia da doenga pré-plus

(International Committee for the Classification of ROP, 2005) (Tabela 1 e Figuras 1-8).



23

Tabela 1- Classificacdo Internacional da ROP

Estagio 1 Linha branca e plana que separa a retina vascular
da avascular

Estagio 2 Crista elevada

Estagio 3 Proliferacao fibrovascular a partir da crista

Estagio 4 A proliferagao pode provocar um descolamento de
retina subtotal, (4a, extrafoveal; 4b, descolamento
incluindo a fovea)

Estagio 5 Descolamento total de retina (funil aberto ou

fechado)

Doenca Limiar (se nao tratada
pode apresentar resultados
anatomicos ruins em 50% dos

casos)

Retinopatia estagio 3, em zona I ou II, com, pelo
menos, cinco horas de extensdo continuas ou oito
horas intercaladas, na presenca de doenga plus

(dilatacao arteriolar e venodilatacao)

Doenga pré-limiar tipo 1

Qualquer ROP em zona I com plus
(doenca posterior agressiva)
Estagio 3, zona I, sem plus

Estagio 2 ou 3 em zona II, com plus

Doenca pré-limiar tipo 2

Estagio 1 ou 2, zona I, sem plus

Estagio 3, zona 2, sem plus

Fonte: Zin e colaboradores (2007).
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OLHODIREITO 12 «—— HORAS DO RELOGIO — 12 OLHO ESQUERDO

PAPILAS .

- <~ ORASERRATA —» -

Figura 1- Representacio esquemitica do fundo de olho

Fonte: Zin e colaboradores, 2007.

Figura 2- Estagio 1: Linha de demarcacio

Fonte: An International Committee for the Classification of ROP, 2005.
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Figura 3- Estagio 2: Crista elevada

Fonte: An International Committee for the Classification of ROP, 2005.

Figura 4- Estagio 3: Proliferaciio fibrovascular a partir da crista

Fonte: An International Committee for the Classification of ROP, 2005.
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Figura 5- Estagio 4a: Descolamento de retina extrafoveal

Fonte: An International Committee for the Classification of ROP, 2005.

Figura 6- Estagio 4b: descolamento de retina incluindo a fovea

Fonte: An International Committee for the Classification of ROP, 2005.
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Figura 7- Estagio 5: Descolamento total da retina

Fonte: An International Committee for the Classification of ROP, 2005.

Figura 8- Doenca plus: dilatagao arteriolar e venodilatacao

Fonte: An International Committee for the Classification of ROP, 2005.
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Classicamente, de acordo com o CRYO-ROP, quando o diagnoéstico de doenga
limiar era feito, o tratamento pela crioterapia ou laser estaria indicado (Cryotherapy for
Retinopathy of Prematurity Cooperative Group, 1988, 1993 e 1996). Posteriormente, com
o ETROP, foi demonstrado que o tratamento precoce, quando comparado ao convencional,
esta associado a uma redug@o no risco de baixa visao (19,5% vs. 14,5%; P=0,01) e de
dano estrutural ao olho (15,6% vs. 9,1%; P<0,001) (Early Treatment for ROP Cooperative

Group, 2003) (Tabela 2).

Tabela 2- Indicac¢ao de Tratamento

Pré-limiar tipo 1 (ETROP): Preferencial

Zona 1: qualquer estagio com plus

Zona 1: estagio 3

Zona 2: ROP 2 ou 3 com plus

Doenga limiar (CRYO-ROP): ndo mais a nica indicacao

Retinopatia estagio 3, em zona I ou II, com pelo menos 5 horas de extensdo continuas

ou 8 horas intercaladas, na presenca de doencga plus

Fonte: Zin e colaboradores, 2007.

O seguimento oftalmoldgico apos a alta € indispensavel em todos os RNs de risco
para ROP. Quanto ao prognostico, cerca de 46% dos PMTs apresentam alguma alteracao
oftalmoldgica como estrabismo, ambliopia e erros refrativos até o quinto ano de vida
(HOLMSTROM et al., 1988), independentemente de terem sido submetidos a tratamento
ou nao (SCHALIJ-DELFOS et al., 2000). Com o tratamento dos pacientes com doenga
limiar, com crioterapia ou fotocoagulacao a laser, consegue-se evitar a perda de visdo em

cerca de 70 a 80% dos casos (GOOD et al., 2006). Entretanto, muitas das criangas tratadas
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apresentam posteriormente acuidade visual ndo muito satisfatéria (HOLMSTROM et al.,

2006, Cryotherapy for Retinopathy of Prematurity Cooperative Group, 2001).

2.2- O Papel do IGF-1I:

O surgimento da ROP também esta relaciondado com o /GF-1. O IGF-1 é um
importante fator de crescimento somatico, que esta relacionado ao PN e a IG. Apos o
nascimento prematuro, os niveis de /GF-/ ndo sdo mantidos iguais aos niveis intra-utero
(LINEHAM et al., 1986), talvez por causa da perda de fontes de /GF-1 como a placenta
e o liquido amnidtico, que ¢ ingerido pelo feto. Os niveis de /GF-1 no liquido amnidtico
aumentam rapidamente a partir do segundo para o terceiro trimestre, momento em que os
PMTs que estdo em risco de desenvolvimento de ROP nascem (BONA et al., 1994). Além
disso, muitos PMTs estdo subnutridos, o que também se associa a baixos niveis de /GF-
1 (SMITH et al., 1997).

Foi demonstrado em estudo, que os niveis séricos de /GF-I, medidos nas
primeiras 4 a 6 semanas de vida em PMTs com PN <1.500 gramas e IG <32 semanas,
foram muito mais baixos em PMTs com ROP quando comparados com os que nao
desenvolveram ROP (VILLEGAS-BECERRIL et al., 2005).

Apesar de o VEGF ter papel significativo no desenvolvimento dos vasos
sanguineos retinianos, ele ¢ insuficiente quando os niveis de /GF-1 sdo baixos. Hellstrom
e cols. demonstraram em estudo com camundongos que a falta de /GF-I impede o
crescimento normal da vasculatura da retina, a despeito da presenga do VEGF'. Resultados
dos mesmos autores obtidos a partir de criancas PMTs com IG inferior a 32 semanas
sugerem que, se o nivel de /GF-1 ¢ suficiente ap6s o nascimento, o desenvolvimento

vascular da retina ocorre normalmente e a ROP ndo se desenvolve. Quando o /IGF-1 ¢
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persistentemente baixo, os vasos param de crescer, a retina avascular em amadurecimento
torna-se hipoxica e VEGF acumula-se no vitreo. Com o aumento do /GF-1 até um nivel
critico, com altos niveis de VEGF presentes, o processo de neovascularizag¢ao da retina ¢
acionado. O desenvolvimento da ROP nesse estudo foi fortemente associado a um periodo
prolongado de /GF-1 baixo seguido de um aumento até um limiar em que se iniciou a
ROP proliferativa. Criangas com niveis iniciais mais altos de /GF-/ apresentaram um
desenvolvimento vascular mais proximo do normal e ndo desenvolveram ROP. Estes
dados indicam que o nivel sérico de /IGF-1 em lactentes PMTs pode prever quais criangas
desenvolverdo ROP e sugere ainda que a restauragdo precoce de /GF-1 em PMTs para
niveis normais pode prevenir a doenga. (HELLSTROM et al., 2001).

O IGF-1 ¢ um mediador primario dos efeitos do hormonio do crescimento, que
promove o crescimento pos-natal através da sua estimulagdo endocrina e da sua producao
local (RODRIGUEZ et al., 2007; OHLSSON et al., 2009). Tem sido demonstrado que o
ganho de peso por si s6 pode ser usado para indicar bebés PMTs com maior risco de
desenvolver ROP. Um baixo ganho ponderal foi associado com a severidade da ROP em
quatro sobreviventes de um nascimento de quintuplos com idénticas 1Gs e semelhantes
PNs (HALL et al., 1995). Também foi demonstrado experimentalmente que ratos
submetidos a um retardo de crescimento desenvolveram com mais frequéncia e mais
severamente neovascularizagio retiniana (HOLMES E DUFFNER, 1996). Foi sugerido,
a partir de dados de ganho ponderal pds-natal num grupo de 111 PMTs, que o ganho de
peso abaixo de 50% sobre o PN nas primeiras seis semanas de vida poderia indicar um
importante risco para o aparecimento da ROP em suas formas mais graves (WALLACE
et al., 2000). Um estudo prospectivo do tipo caso-controle documentou caracteristicas de
crescimento perinatal em 31 PMTs que desenvolveram ROP doenca limiar e 31 PMTs de

mesma IG que ndo desenvolveram ROP e concluiu que PMTs pequenos para a IG (PN <
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percentil 10 para IG) e PMTs com restri¢do de crescimento (PN < percentil 25 para 1G)
tiveram risco aumentado de desenvolver ROP doenga limiar. O ganho de peso absoluto
(gramas/dia) também foi associado com um risco aumentado para o desenvolvimento de
ROP doenga limiar (ALLEGAERT et al., 2003). O ganho de peso pds-natal deficiente ¢
um fator de risco importante e independente para o desenvolvimento de ROP grave e ¢
capaz de prevé-la na maioria dos pacientes que necessitam tratamento (FORTES FILHO

et al., 2009).

2.3- O Leite Materno:

Ha evidéncias substanciais que ligam a alimentagdo de RNMBP com LM durante
a hospitalizagcdo na UTI Neonatal a uma reducdo do risco de morbidades a curto e longo
prazos. A alimenta¢do de PMTs com LM reduz o risco de diversos desfechos negativos
da prematuridade, como sepse tardia e enterocolite necrotizante (ECN), assim como reduz
a duracao da hospitalizagdo na UTI Neonatal (SCHANLER et al., 2005).

As propriedades unicas do leite humano promovem uma melhor defesa do
hospedeiro e uma melhor funcdo gastrintestinal em comparacao com a alimentagdo com
formula infantil (SCHANLER et al., 1999). Os mecanismos pelos quais o leite humano
fornece essa prote¢do sdo variados e incluem propriedades nutricionais, bioativas,
imunomoduladoras e epigenéticas, além de componentes especificos do leite humano,
tais como o tipo e a quantidade de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa e
proteinas de fécil digestdo, e o nimero extraordinario de oligossacarideos (PATEL. et al.,
2007, MILLER E MCVEAGH, 1999). O leite humano contém também varias linhas de
células-tronco indiferenciadas, com o potencial de impactar em uma variedade de

desfechos de saude durante toda a vida do individuo (CREGAN et al., 2007).
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O leite humano contém acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (long chain
polyunsaturated fatty acids, LCPUFAs) e enzimas antioxidantes, incluindo o inositol,
nutriente essencial ao crescimento e sobrevivéncia das células humanas (JENSEN et al.,
1999; FRIEL et al., 2002). O leite humano reduz o estresse oxidativo (SHOJI et al., 2007,
YAO et al., 2010) proporcionando uma melhor prote¢do antioxidante em comparagdo
com as formulas para lactentes devido a presenca de componentes enzimaticos
especificos, tais como a superoxido dismutase humana (LUGONIJA et al., 2013, FRIEL
et al., 2002). O leite humano também contém muitas centenas de milhares de moléculas
bioativas distintas que protegem contra a infeccdo e a inflamagao e contribuem para a
maturagdo imunolédgica, desenvolvimento de 6rgdos, e colonizacdo microbiana saudavel
(BALLARD et al., 2013).

A alimentagdo de PMTs com LM parece ter impacto também no desenvolvimento
cognitivo. Vohr e cols. relataram uma relagdo dose-resposta entre a quantidade de leite
humano recebida durante a estadia de RNEBP na UTI Neonatal e contagens em testes
cognitivos e de desenvolvimento padronizados aos 18 e 30 meses de idade corrigida, além
de um risco reduzido de reinternacao hospitalar durante o primeiro ano de vida (VOHR
et al., 2006, VOHR et al., 2007).

A alimentacdo de PMTs com LM ndo precisa ser exclusiva para conferir
beneficios, mas o maior beneficio parece estar ligado a altas “doses”, ou a alimentacao
exclusiva com LM (MEIER et al., 2010).

Como o leite humano reduz a incidéncia e / ou severidade de morbidades
relacionadas a prematuridade, a alimentagao de PMTs com LM tem uma relagdo indireta
com os custos de saude durante a hospitalizacdo na UTI Neonatal (JOHNSON et al.,

2014).
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2.4- O IGF-1I no Leite Materno:

O IGF-1 se relaciona com o ganho de peso perinatal € com o surgimento da ROP
e estd presente no leite humano. Nagashima e cols. determinaram os niveis de /GF-1 no
leite humano, leite de vaca ¢ formulas infantis a base de leite de vaca através de
radioimunoensaio. O teor de /GF-1 no leite humano nao foi afetado pela IG ou PN e ele
foi constantemente excretado até 10 dias pds-parto. O teor de /GF-1 no leite humano foi
significativamente mais elevado do que no leite de vaca e o /GF-1 nao foi detectado nas
FLs infantis (NAGASHIMA et al., 1990).

Um estudo experimental em leitdes recém-nascidos demonstrou que o /GF-1 do
leite administrado através de sonda orogastrica foi bem absorvido pelo seu trato
gastrointestinal (XU E WANG, 1996). O IGF-1 do leite materno parece ser bem absorvido
pelos RNs. Um estudo na Turquia avaliou a relagdo entre os niveis séricos de /GF-1 em
RNs e sua nutri¢do, IG e PN. Foram incluidos 60 RNs: 30 alimentados com LM e 30
alimentados com FL infantil. Foram obtidas amostras de soro de todos os RNs no primeiro
e no sétimo dia de vida e os niveis de /GF-1 foram determinados por imunoensaio. Os
RNs alimentados com LM apresentaram niveis mais elevados de /GF-I no soro em
comparacio aos controles (BUYUKKAYHAN et al., 2003). Outro estudo no mesmo pais
comparou as concentragoes de /GF-1 no leite de maes de RNs PMTs com o leite de maes
de RNs a termo. Amostras de LM foram coletadas de 29 maes de PMTs (IG<37 semanas)
e de 29 maes de RNs a termo (IG>38 semanas) no terceiro, sétimo e vigésimo oitavo dia
pos-parto. O IGF-1 foi medido por método de radioimunoensaio. Os niveis de /GF-1 no
leite das maes de PMTs foram significativamente mais elevados do que no leite das maes

dos bebés a termo neste estudo (OZGURTAS et al., 2010).
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2.5- Associacio entre ROP e ingesta de LM:

A associacdo entre ingesta de LM e ROP ja foi estudada, com resultados
inicialmente conflitantes. Publica¢des recentes tém reforcado a existéncia de um efeito
protetor do LM contra a ROP.

Hylander e cols. realizaram um estudo incluindo 174 RNMBP que sobreviveram
até receber nutri¢ao enteral e avaliacdo oftalmoldgica para triagem de ROP. Esses bebés
faziam parte de um grupo de 283 RNMBP admitidos em uma UTI Neonatal em
Georgetown no periodo entre janeiro de 1992 e setembro de 1993. O tipo de alimentagdo
(LM versus FL exclusiva), a presenca de ROP e varidveis potencialmente confundidoras
foram analisados retrospectivamente a partir de registros médicos. ROP foi considerada
presente quando qualquer estagio de ROP foi diagnosticado em qualquer idade durante a
hospitalizagdo na UTI Neonatal. Regressao logistica multipla foi utilizada para controlar
possiveis confundidores. Os principais preditores de ROP foram similares em ambos os
grupos, incluindo IG, tempo de VM e tempo de uso de oxigénio (O2) suplementar. A
incidéncia de ROP diferiu significativamente entre os grupos: 41% entre os alimentados
com LM contra 63,5% entre os alimentados com FL exclusiva (p=0,005). Alimentacao
com LM foi relacionada independentemente com reducgdo de risco de ROP (Odds ratio,
OR: 0,42, Intervalo de confianca, IC 95%: 0,19 — 0,93, p=0,03), controlando para IG,
tempo de oxigenioterapia, Apgar no 5° minuto e raca. Alimentagdo com LM foi
relacionada independentemente com reducao de risco de ROP (OR: 0,46, 95% IC: 0,18 —
0,91, p=0,03), controlando para PN, tempo de oxigenioterapia, Apgar no 5° minuto e raga.
Os autores concluiram que a alimentagdo com LM em RNMBP esta associada a uma
menor incidéncia de ROP quando comparada a alimentacao com FL exclusiva, apds ajuste

para varidveis confundidoras (HYLANDER et al., 2001).
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Heller e cols. realizaram uma andlise secundaria de dados coletados para um
ensaio clinico com suplementagdo de glutamina em RNEBP. Dentre os 1433 participantes
desse ensaio, foram incluidos 1057 RNs que tinham dados disponiveis sobre ingesta de
LM e ocorréncia de ROP grave (definida no estudo como ROP tratada cirurgicamente).
O volume de ingesta do leite foi contabilizado como volume médio (mL/Kg/dia) e a
média de volume proporcional (propor¢do do total de nutriente ingerido) desde o
nascimento até a alta ou transferéncia. Usando regressao logistica, foram estimados o OR
e 0 IC 95% para ingesta de LM em qualquer volume e, dentre os que receberam LM, para
cada 10mL/Kg/dia e cada 10% de aumento em volume. Dos 1057 RNs incluidos nesta
coorte, 788 (75%) receberam alguma quantidade de LM. Dentre eles, a média de volume
ingerida foi 30 mL/Kg/dia (amplitude interquartil 6-83 mL/Kg/dia) ¢ a média de volume
proporcional de LM foi 0,18 (0,03-0,66). Cento e sessenta e seis RNs (15%)
desenvolveram ROP grave. A ingesta de LM nao teve associa¢do com risco reduzido de
ROP grave neste estudo (HELLER et al., 2007).

Kao e cols. conduziram um estudo caso-controle para examinar os efeitos da
bilirrubina e do LM em RN de risco para ROP (PN<1500g ou IG <32 semanas). Os casos
(66 RNs com ROP) foram pareados aos controles (66 RNs sem ROP) baseado em fatores
que sabidamente afetam o risco de ROP. Eles compararam a incidéncia de ROP entre RNs
que receberam LM em qualquer quantidade (da propria mae ou de banco de leite) versus
RNs que receberam exclusivamente FL para alimentacao, € ndo encontraram associagao
significativa entre alimentacdo com LM e risco de ROP (KAO et al., 2011).

Manzoni e cols. realizaram uma segunda anélise de dados coletados em dois
ensaios clinicos randomizados multicéntricos consecutivos entre 2004 e 2008 em uma
rede de 11 UTIs neonatais da Italia. Esses dois trabalhos tinham como objetivo verificar

a efetividade do uso profilatico do Fluconazol (MANZONI et al., 2007) e da
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suplementagdo de lactoferrina bovina (MANZONI et al., 2009) na prevencao de infeccao
fingica invasiva e sepse tardia em RNMBBP, respectivamente. Eles testaram a hipotese de
que a alimentacdo com LM fresco exclusivo poderia prevenir ROP de qualquer estagio
definida pelo estudo ETROP (GOOD et al., 2005) em RNMBP, comparados aos
alimentados com FL. A triagem sistematica para ROP fazia parte do protocolo dos dois
estudos. Anélise univariada foi realizada para encontrar associagdes significativas entre
ROP e fatores possivelmente associados, dentre eles, o tipo de alimentagdo (LM ou FL
para PMT). Quando uma associagdo era identificada através do p<0,05, era realizada
regressdo logistica para determinar os fatores significativamente associados a ROP.
Nesses estudos, 314 RNs receberam LM exclusivo (grupo A) e 184 RNs receberam FL
para PMT. (280 RNs que receberam ambos os leites ou ndo atingiram 50mL/Kg/dia de
ingesta de leite no momento da ocorréncia da ROP foram excluidos do estudo). As
caracteristicas clinicas dos RNs ndo diferiram entre os grupos, particularmente quanto a
presenca de fatores de risco conhecidos para ROP. De maneira geral, a incidéncia de ROP
em qualquer estagio foi significativamente mais baixa em RNs alimentados com LM (11
de 314; 3,5%) quando comparado aos neonatos alimentados com FL (29/184; 15,8%) (RR
0,14; 1C 95% 0,05-0,69). Apos regressao logistica multivariada controlando os potenciais
fatores confundidores que foram significativamente associados com ROP na analise
univariada (PN, IG, dias em uso de O, infec¢do fungica sistémica, nascimentos fora do
hospital e hiperglicemia), o tipo de alimentagao persistiu significativo, sendo LM protetor
com p=0,01 (MANZONI et al., 2013).

Em uma metanalise recém-publicada, Zhou e cols. selecionaram estudos
longitudinais comparando a incidéncia de ROP entre RNs alimentados com LM e FL.
Para ROP em qualquer estagio, os ORs (IC 95%) foram os seguintes: LM exclusivo versus

FL em qualquer quantidade: 0,29 (0,12 - 0,72); LM predominante versus FL
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predominante: 0,51 (0,26 - 1,03); LM qualquer quantidade versus FL exclusiva: 0,54
(0,15 - 1,96); e LM exclusivo versus FL exclusiva: 0,25 (0,13 - 0,49). Para ROP grave,
eles foram de 0,11 (0,04 - 0,30), 0,16 (0,06 - 0,43), 0,42 (0,08-2,18), ¢ 0,10 (0,04 - 0,29),
respectivamente. Os autores concluiram que, com base nas limitadas evidéncias atuais,
em RNs muito prematuros a alimentacao com leite humano potencialmente desempenha
um papel protetor na prevengao de ROP em qualquer estagio e da ROP grave (ZHOU et
al., 2015).

Ginovart e cols. demonstraram uma associagao entre a exposi¢ao precoce a FL em
RNMBP ¢ o desenvolvimento de ROP, e sugeriram que uma dieta inicial com leite
humano, desprovida de produtos contendo leite de vaca, pode ajudar a prevenir ROP

(GINOVART et al., 2016).
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3- JUSTIFICATIVA

O LM pode ter um efeito protetor contra a ROP. Estudos sobre o assunto ainda
sd0 escassos. Se comprovado mais este beneficio do LM (cujos beneficios nutricionais e
imunologicos ja sao inquestionaveis), o estimulo a alimentagdo com LM, que ja ¢ bastante
intenso em RNs a termo, ganharia for¢a maior também entre os PMTs. O maior incentivo
a alimentacdo do PMT com LM beneficiaria aos pacientes da UTI Neonatal, que
receberiam a nutri¢do ideal e as instituigdes hospitalares como um todo, que reduziriam
seus custos ndo apenas com FL especifica para PMT, mas também com as patologias

passiveis de prevengao pelo LM.
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4- OBJETIVOS

4.1- Objetivo geral:

e Determinar se o LM tem efeito protetor contra a ROP.

4.2- Objetivos especificos:
e Comparar a quantidade de LM recebida entre os pacientes que
desenvolveram ROP e aqueles livres da doenca.
e Definir a quantidade e o0 momento no qual a ingesta do LM ¢ efetiva na

prevencao da ROP.



40

5- METODOLOGIA

5.1- Delineamento da pesquisa:
Estudo de coorte observacional, com dados retrospectivos e prospectivos. O fator
em estudo ¢ a quantidade de LM recebida pelos RNs nos primeiros 42 dias de vida e os

desfechos sao ROP em qualquer grau e ROP grave.

5.2- Populacio:
A populagio da pesquisa foi constituida por PMTs com PN inferior a 1500g e / ou
com IG inferior a 32 semanas, internados na UTI Neonatal do Hospital da Crianca

Concei¢ao (HCC) no periodo de janeiro de 2011 a junho de 2014.

5.3- Critérios de exclusao:
Foram excluidos os pacientes transferidos de outro hospital que chegaram ao HCC
com mais de 24 horas de vida, pacientes com malformagdes congénitas maiores e

pacientes que evoluiram ao 6bito antes de completar a avaliagdo oftalmologica.

5.4- Variaveis estudadas:
As varidveis estudadas foram obtidas a partir das informacgdes contidas no

prontuario hospitalar do RN. Sdo as seguintes:

- Dados Maternos e do Parto: Pré-natal, uso de corticoide (CTC) antenatal, infecgao

ovular, tempo de bolsa rota superior a 18 horas, pré-eclampsia e via de parto.

- Dados do RN:
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Sexo.

PN.

IG: definida por ecografia quando havia ecografia obstétrica realizada até¢ 12
semanas de IG ou pelo método New Ballard (BALLARD et al., 1991) na auséncia
de ecografia precoce.

Classificacdo do peso para a IG: pequeno, adequado ou grande para a IG,
conforme classificagdao de Alexander (ALEXANDER et al., 1996).

Apgar no 5° minuto.

SNAPPE II: escore de gravidade (Score for neonatal acute phisiology perinatal
extension II, RICHARDSON et al., 1993).

Transferéncia de outro hospital.

Gemelaridade.

- Dados da evolucido do RN na UTI:

Sindrome do desconforto respiratorio (SDR): diagnosticada na presenca de sinais
de desconforto respiratorio com necessidade de 40% ou mais de oxigénio e de
reposicdo de surfactante exdgeno.

Sepse precoce, sepse tardia e sepse fingica: diagnosticadas pela presenca de sinais
clinicos de sepse e confirmadas por hemocultura.

Uso de dopamina.

Hiperglicemia.

ECN: definida pela presenca sinais clinicos da doenca, acompanhados de

pneumatose intestinal ou pneumoperitonio ao RX.



42

e Displasia broncopulmonar (DBP): definida pela necessidade de oxigénio
suplementar por periodo maior ou igual a 28 dias, conforme consenso de 2005
(EHRENKRANTZ et al., 2005).

e Hemorragia peri-intraventricular grau III ou IV (HPIV III/IV): determinada
através de exames de ultrassom cerebral seriados, conforme rotina assistencial do
servico, utilizando a classificagdao de Papile (PAPILE et al., 1978).

e Tempo de VM.

e Tempo de uso de CPAP (Continuous positive airway pressure) nasal.

e Tempo total de uso de oxigénio.

e Persisténcia do canal arterial (PCA), confirmado por ecocardiograma.

e Numero de transfusdes de concentrado de hemacias (CHAD) ao longo da
internacdo na UTI Neonatal.

e Tempo de uso de nutri¢ao parenteral (NPT).

e Idade de inicio da alimentagdo enteral.

e Idade que atingiu dieta enteral plena.

e Tempo de internagao.

- Dados da alimentagdo: foi verificada a quantidade exata de LM recebida por dia em
mL/kg/dia desde o nascimento até que os RNs completassem 42 dias de vida ou
recebessem alta hospitalar. A quantidade total de leite recebida por dia também foi
avaliada (quantidade total de leite = LM + FL, ja que os pacientes ndo receberam leite

humano de banco de leite durante o periodo do estudo).

- Dados da avaliagio oftalmolégica: Desenvolvimento e gravidade da ROP e

necessidade de tratamento cirurgico para ROP por fotocoagulagdo a laser. O estadiamento
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da doenca foi realizado de acordo com a Classificagdo Internacional da ROP
(International Committee for the Classification of ROP, 2005). Os RNs foram

acompanhados pelo oftalmologista até que completassem a vascularizag¢ao da retina.

5.5- Logistica:

Os dados retrospectivos foram pesquisados nos prontudrios no Servigo de Arquivo
Médico e Estatistica do Hospital Nossa Senhora da Concei¢do (HNSC). A parte
prospectiva da pesquisa foi realizada através do acompanhamento dos pacientes durante
sua internacdo na UTI Neonatal e na Unidade de Cuidados Intermedidrios e apos a alta
no ambulatério de oftalmologia até que completassem a avaliagdo oftalmoldgica.

Cada RN admitido no estudo teve sua ficha preenchida (protocolo da pesquisa,
apéndice 1). O Termo de Consentimento Livre e esclarecido (TCLE, apéndice 2) foi lido
com a mae ou responsavel e assinado pelo mesmo na parte prospectiva da pesquisa.

O tipo de leite que os RNs receberam dependia da disponibilidade de LM no
lactario (obtido através da ordenha das mamas das maes) e da prescricdo do médico
assistente, que rotineiramente d& preferéncia ao LM, exceto na presenca de
contraindicagdes. Nao havia leite humano de banco de leite disponivel durante o periodo
do estudo. O tipo de leite recebido (LM ou FL) era registrado rotineiramente pela equipe
de enfermagem em todas as dietas recebidas pelos RNs.

Os exames de mapeamento de retina dos RNs em risco para ROP fazem parte da
rotina assistencial do Servico de Neonatologia do HCC, assim como seu
acompanhamento ambulatorial apds a alta hospitalar, realizado pelo mesmo médico

oftalmologista especializado em ROP.

5.6- Processamento e Analise de Dados:
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O tamanho da amostra calculado foi de 292 pacientes. O célculo foi baseado em
uma incidéncia de ROP de 28% (dados locais), objetivando detectar uma redugdo de ROP
em 50% com poder de 80% e nivel de significancia estatistica de 0,05, conforme o estudo
de Hylander e cols. que demonstrou menor incidéncia de ROP entre RNs de muito baixo
peso alimentados com LM quando comparados aos alimentados exclusivamente com FL
(HYLANDER et al., 2001).

Inicialmente os pacientes foram divididos em dois grupos: com ROP (qualquer
grau) e sem ROP.

As varidveis quantitativas foram descritas através de média e desvio padro
(distribui¢ao simétrica) ou mediana e amplitude interquartil (distribuicao assimétrica). As
varidveis qualitativas foram descritas através de frequéncias absolutas e relativas.

Para comparar as varidveis quantitativas foi aplicado o teste t de Student
(distribui¢ao simétrica) ou o teste U de Mann-Whitney (distribui¢do assimétrica). Para
avaliar a associagdo entre as variaveis qualitativas, foram empregados os testes qui-
quadrado e exato de Fisher.

As andlises foram realizadas verificando a quantidade de LM recebida durante
todo o periodo do estudo (primeiros 42 dias de vida) e também semanalmente (semana 1,
semana 2, semana 3, semana 4, semana 5 € semana 6), na tentativa de avaliar o momento
em que a ingesta de LM ¢ importante para prevenir ROP.

Foi realizada uma anélise multivariada através de regressao de Poisson com ajuste
para variancias robustas para a determinacao das razdes de prevaléncias ajustadas para os
principais fatores envolvidos. Alguns fatores significativos na andlise univariada foram
excluidos da anélise multivariada devido a multicolinearidade.

Posteriormente efetuou-se uma nova divisdo de grupos: com ROP grave (ROP

grau >3) e sem ROP ou com ROP leve (grau < 2) e todas as andlises foram repetidas.
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O nivel de significancia estatistica adotado foi p < 0,05 e as analises foram

realizadas no programa SPSS (Statistical Package for Social Science) versao 18.0.
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6- ASPECTOS ETICOS

O presente estudo ndo implicou em nenhuma alteracao na rotina da UTI Neonatal
do HCC e os participantes envolvidos no estudo ndo foram submetidos a nenhum tipo de
risco.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Grupo
Hospitalar Concei¢do e da UFRGS. Os dados pessoais confidenciais permaneceram em
sigilo e a identidade dos pacientes nunca foi exposta.

Foi aplicado o TCLE aos responsaveis pelos RNs incluidos na parte prospectiva
da pesquisa quando os mesmos autorizaram a participacdo dos RNs. Nao foi possivel
aplicar o TCLE na parte retrospectiva da pesquisa, pois esses pacientes ja haviam tido
alta hospitalar. Sua aplicagdo ndo ¢ indispensavel, ja que o projeto ndo previa nenhuma
intervengdo na assisténcia ao paciente. Os dados foram pesquisados no prontuario e foi
mantido o total anonimato dos pacientes participantes. Foi obtido um termo de
concordancia do Servigo de Arquivo Médico e Estatistica do HNSC para consulta dos
prontuarios.

Os dados foram utilizados apenas para esta pesquisa e serdo armazenados durante

cinco anos. Ao término deste periodo serdo destruidos.
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RESUMO

Introducio: A retinopatia da prematuridade (ROP) ¢ uma das principais causas
de cegueira e morbidade visual na infincia. E uma doenga ocular vasoproliferativa
secundaria a vasculariza¢do inadequada da retina dos recém-nascidos (RN) prematuros
(PMT). Sua etiologia ¢ multifatorial e ndo esta completamente elucidada. Dentre os
fatores implicados na sua patogénese estdo a exposi¢do da retina em desenvolvimento a
niveis anormais de oxigénio e a deficiéncia do fator de crescimento insulinico-1
(insulin-like growth factor-1, IGF-1). O leite materno (LM) contém /GF-1 e pode ter
um efeito protetor contra o desenvolvimento da ROP.

Objetivos: Avaliar o possivel efeito protetor do LM contra a ROP, através da
comparag¢do da quantidade de leite materno recebida entre os pacientes que
desenvolveram ROP e aqueles livres da doenga. Tentar determinar a quantidade minima
necessaria € 0 momento em que o RN precisa receber o LM para que esse efeito seja
significativo.

Pacientes e métodos: Estudo de coorte observacional incluindo RNs com peso
de nascimento (PN) inferior a 1500 gramas e / ou com idade gestacional (IG) inferior a
32 semanas, nascidos no periodo de janeiro de 2011 a outubro de 2014 e internados nas
primeiras 24 horas de vida na UTI Neonatal do Hospital da Crianga Conceigao (HCC)
em Porto Alegre.

Resultados: A prevaléncia da ROP em qualquer grau foi de 31% (100 casos em
323 pacientes) e a de ROP grave foi de 9% (29 casos em 323 pacientes). A mediana da
quantidade de LM recebida pelos pacientes foi de 10,2mL/kg/dia entre os pacientes sem
ROP (amplitude interquartil 1,5-25,5) e de 4,9 mL/kg/dia entre os pacientes com ROP

(0,3-15,4). A quantidade de leite materno recebida nas primeiras seis semanas de vida
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foi inversamente associada a incidéncia de ROP em qualquer grau e de ROP grave nas
analises univariadas, mas a significancia estatistica ndo se manteve apos analise multi-
variada para controle de fatores confundidores na maioria dos periodos avaliados, ex-
ceto na sexta semana de vida.

Conclusédo: Pequenas quantidades de LM ndo séo suficientes para prevencao de
ROP em PMTs de risco para a doenca.

Palavras-chave: Retinopatia da prematuridade e leite materno.
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INTRODUCAO

A ROP € uma doenca com potencial de causar cegueira que esta se tornando
mais prevalente com a melhoria dos servi¢os neonatais em muitos paises nos ultimos
anos'. E uma doenca ocular vasoproliferativa secundaria a vascularizaco incompleta da
retina dos PMTs?.

O curso natural da ROP pode levar a cegueira, causando um peso social e finan-
ceiro para a sociedade. A viséo irreversivelmente prejudicada também impede o desen-
volvimento cognitivo e psicomotor adequado das criancas afetadas®.

A etiologia é multifatorial e ndo esta completamente elucidada. Dentre os fatores
implicados na sua patogénese estdo a exposicao da retina em desenvolvimento a niveis
anormais de oxigénio*®e a deficiéncia de IGF-1".

O leite humano contém IGF-18, portanto pode ter um efeito protetor contra o de-
senvolvimento da ROP.

A associacdo entre ingesta de LM e ROP ja foi estudada, com resultados confli-
tantes. Heller e cols. ndo encontraram associacao entre ingesta de LM e risco reduzido
de ROP grave (tratada cirurgicamente) em RNs de extremo baixo peso (RNEBP, PN
<1000 gramas)®. Hylander e cols. encontraram menor incidéncia de ROP entre RNs de
muito baixo peso (RNMBP, PN <1500 gramas) alimentados com LM quando compara-
dos aos alimentados exclusivamente com FL°. Kao e cols. compararam a incidéncia de
ROP entre RNs que receberam LM em qualquer quantidade (da propria mae ou de
banco de leite) versus RNs que receberam exclusivamente formula lactea para alimenta-
¢do, e ndo encontraram associagéo significativa entre alimentacdo com LM e risco de
ROP. Manzoni e cols. compararam 314 RNs que receberam LM exclusivo com 184

RNs que receberam apenas FL para PMT (280 RNs que receberam ambos os leites ou
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néo atingiram 50mL/kg/dia de ingesta de leite no momento da ocorréncia da ROP foram
excluidos do estudo). A incidéncia de ROP em qualquer estagio foi significativamente
mais baixa em RNs alimentados com LM quando comparado aos neonatos alimentados
com FL,

O motivo das divergéncias pode estar na quantidade de LM recebida pelos
PMTs. E possivel que o efeito protetor do LM s6 se manifeste quando ingerido em
quantidades maiores, ou em um momento determinado, possivelmente nas primeiras se-
manas de vida, quando a deficiéncia de IGF-1 esta relacionada com ROP’.

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito protetor do LM contra a ROP
através da comparacdo da quantidade de leite materno recebida entre os pacientes que
desenvolveram ROP e aqueles livres da doenga. Objetivou também determinar a quanti-
dade minima necessaria e 0 momento em que o RN precisa receber o LM para que esse

efeito seja significativo.

PACIENTES E METODOS

Populacéo e logistica:

A populacdo da pesquisa foi constituida por todos os RNs com PN inferior a
15009 e / ou com IG inferior a 32 semanas, internados na UTI Neonatal do HCC no pe-
riodo de janeiro de 2011 a outubro de 2014. Foram excluidos os pacientes transferidos
de outros hospitais que chegaram ao HCC com mais de 24 horas de vida, pacientes com
malformacdes congénitas maiores e pacientes que evoluiram ao 6bito antes de comple-

tar a avaliagdo oftalmologica.



63

Trata-se de um estudo de coorte observacional, com dados retrospectivos e pros-
pectivos. Os dados retrospectivos foram pesquisados nos prontuarios no Servigo de Ar-
quivo Médico e Estatistica. A parte prospectiva da pesquisa foi realizada atraves do
acompanhamento dos pacientes durante sua internagdo na UTI Neonatal, na Unidade de
Cuidados Intermediérios e, apos a alta, no ambulatério de Oftalmologia.

As variaveis avaliadas foram as seguintes: 1- Dados maternos e do parto: Pré-
natal, uso de corticoide (CTC) antenatal, infeccdo ovular, pré-eclampsia e via de parto.
2- Dados do RN: Sexo, PN, IG (definida por ecografia quando havia US obstétrica rea-
lizada até 12 semanas de IG ou por Ballard na auséncia de ecografia precoce), classifi-
cacdo do peso para a IG (pequeno, adequado ou grande para a 1G), Apgar no 5° minuto,
SNAPPE 2 (escore de gravidade), transferéncia de outro hospital e gemelaridade. 3- Da-
dos da evolucdo do RN na UTI: Sindrome do desconforto respiratorio (SDR), sepse pre-
coce, sepse tardia, sepse fungica confirmadas por hemocultura (hmc), uso de dopamina,
hiperglicemia, enterocolite necrotizante (ECN), displasia broncopulmonar (DBP), he-
morragia peri-intraventricular grau Il ou IV (HPIV 111/ 1V), tempo de ventilagdo mecé-
nica (VM), tempo de uso de CPAP nasal, tempo total de uso de oxigénio (Oz), persis-
téncia do canal arterial (PCA), nimero de transfus@es de concentrado de hemacias
(CHAD) ao longo da internagdo na UTI Neonatal, tempo de uso de nutrigdo parenteral
(NPT), idade de inicio da alimentacéo enteral, idade que atingiu dieta enteral plena e
tempo de internacdo. 4- Dados da alimentacdo: A quantidade de leite materno recebida
foi verificada diariamente, em mL/kg/dia, desde o nascimento dos RNs até que comple-
tassem 6 semanas de vida ou recebessem alta hospitalar. 5- Dados da avaliagdo oftalmo-
I6gica: Desenvolvimento e gravidade da ROP e necessidade de tratamento cirdrgico

para ROP por fotocoagulacao a laser. O estadiamento da doenca foi realizado de acordo
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com a Classificagdo Internacional da ROP (International Committee for the Classifica-
tion of ROP, 2005). Os exames de mapeamento de retina fazem parte da rotina assisten-
cial do Servico de Neonatologia do HCC e foram realizados pela mesma médica oftal-
mologista capacitada. O acompanhamento oftalmoldgico era iniciado durante a interna-
¢ao hospitalar e mantido via ambulatério ap6s a alta. O seguimento foi considerado
completo quando os pacientes foram acompanhados até 40 semanas de IG corrigida ou
apresentaram retinas totalmente vascularizadas ou com minima &rea avascular.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do
Grupo Hospitalar Conceicédo e da UFRGS e foi aplicado Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido aos pais dos pacientes da parte prospectiva da pesquisa.

Andlise estatistica:

O tamanho da amostra calculado foi de 292 pacientes. O célculo foi baseado em
uma incidéncia de ROP de 28% (dados locais), objetivando detectar uma redugéo de
ROP em 50% com poder de 80% e nivel de significancia estatistica de 0,05; conforme o
estudo de Hylander e cols. que demonstrou menor incidéncia de ROP entre RNs de
muito baixo peso alimentados com LM quando comparados aos alimentados exclusiva-
mente com FL°.

Inicialmente os pacientes foram divididos em dois grupos: com ROP (qualquer
grau) e sem ROP.

As variaveis quantitativas foram descritas através de média e desvio padréo (dis-
tribuicdo simétrica) ou mediana e amplitude interquartil (distribuicdo assimétrica). As
variaveis qualitativas foram descritas através de frequéncias absolutas e relativas.

Para comparar as variaveis quantitativas foi aplicado o teste t de Student (distri-

buicdo simétrica) ou o teste U de Mann-Whitney (distribuicdo assimétrica). Para avaliar
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a associagdo entre as varidveis qualitativas, foram empregados os testes qui-quadrado e
exato de Fisher.

As andlises foram realizadas verificando a quantidade de LM recebida durante
todo o periodo do estudo (primeiros 42 dias de vida) e também semanalmente (semana
1, semana 2, semana 3, semana 4, semana 5 e semana 6), na tentativa de avaliar o mo-
mento em que a ingesta de LM é importante para prevenir ROP.

Foi realizada uma andlise multivariada atraves de regressdo de Poisson com
ajuste para variancias robustas para a determinacédo das razdes de prevaléncias ajustadas
para os principais fatores envolvidos. Alguns fatores significativos na anélise univariada
foram excluidos da analise multivariada devido a multicolinearidade.

Posteriormente efetuou-se uma nova divisdo de grupos: com ROP grave (ROP
grau >3) e sem ROP ou com ROP leve (grau < 2) e todas as analises foram repetidas.

O nivel de significancia estatistica adotado foi p < 0,05 e as andlises foram reali-

zadas no programa SPSS (Statistical Package for Social Science) versao 18.0.

RESULTADOS

No periodo do estudo, 456 RNs com PN<1500g e / ou 1G<32 semanas foram in-
ternados na UTI Neonatal do HCC nas primeiras 24h de vida. Destes, 12 pacientes fo-
ram excluidos por malformacdes congénitas maiores e 102 por 6bito antes de completar
avaliacdo oftalmoldgica. Um total de 342 pacientes foram inicialmente incluidos no es-
tudo. Dezenove pacientes foram perdidos por ndo terem completado a avaliagéo oftal-
moldgica (ndo compareceram nas consultas de acompanhamento ambulatorial). Partici-
param da andlise final 323 pacientes. Comparados aos pacientes incluidos no estudo,

aqueles que morreram antes de completar a avaliacdo oftalmoldgica tinham menor peso



66

de nascimento, menor idade gestacional, menor uso de corticoide antenatal, maiores ta-
xas de infeccdo ovular e maior gravidade, com escores SNAPPE Il mais altos (tabela 1).

A prevaléncia da ROP em qualquer grau foi de 31% (100 casos) e a de ROP
grave foi de 9% (29 casos). A quantidade média de leite materno recebida por dia nos
primeiros 42 dias de vida foi de 13,7mL/kg/dia (19,1% da quantidade total de leite rece-
bida no periodo). A quantidade média de formula lactea recebida por dia nesse mesmo
periodo foi de 57,9mL/kg/dia (80,9% da quantidade total de nutri¢do enteral recebida no
periodo).

Na analise inicial (pacientes com ROP em qualquer grau versus sem ROP), a
mediana da quantidade de LM recebida pelos pacientes foi de 10,2mL/kg/dia entre os
pacientes sem ROP (amplitude interquartil 1,5-25,5) e de 4,9 mL/kg/dia entre os pacien-
tes com ROP (0,3-15,4). A presenca de ROP teve associagéo estatisticamente significa-
tiva na analise univariada com diversos fatores estudados, dentre eles a quantidade de
leite materno recebida nos primeiros 42 dias de vida e separadamente em todas as 6 se-
manas avaliadas (tabela 2).

Apos analise multivariada, apenas sepse fungica, PCA, IG e quantidade de LM
recebida na semana 6 mantiveram-se significativamente associados ao desenvolvimento
de ROP (tabela 3).

Na segunda analise (pacientes com ROP grave versus sem ROP ou com ROP
leve) a mediana da quantidade de LM recebida pelos pacientes foi de 8,4mL/kg/dia
(1,3-23,1) entre os pacientes sem ROP grave e de 2,4mL/kg/dia (0,12-12,6) entre os pa-
cientes com ROP grave.

A presenca de ROP grave teve associacao estatisticamente significativa na ané-

lise univariada com diversos fatores avaliados, dentre eles a quantidade de LM recebida
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ao longo dos 42 primeiros dias de vida e separadamente nas semanas 1, 4, 5 e 6 (tabela
4).
Ap0s analise multivariada, apenas sepse fungica, DBP e tempo de VM mantive-

ram-se significativamente associados ao desenvolvimento de ROP grave (tabela 5).

DISCUSSAO

Em nosso estudo, apesar do LM ter se mostrado protetor contra ROP na anélise
univariada em todos os periodos avaliados, apenas a quantidade de LM recebida na 62
semana de vida manteve significancia estatistica apos ajuste para variaveis confundido-
ras. A grande maioria dos prematuros em risco para ROP na nossa populagéo recebe
uma alimentacéo mista, com pouca quantidade de LM e predominio de FL. A quanti-
dade média de LM recebida por dia nos primeiros 42 dias de vida na nossa populacao
foi muito baixa, de apenas 13,7mL/kg/dia (19,1% da quantidade total de leite recebida
no periodo).

Possivelmente essa quantidade baixa de LM ndo é suficiente para prevenir ROP.
Outro fator que pode ter contribuido para os nossos achados é que quase todo o LM or-
denhado no HCC é pasteurizado. Apenas 0 LM que é ordenhado a beira do leito na hora
da dieta é oferecido fresco (préatica ainda pouco frequente na nossa unidade). Todo LM
congelado foi pasteurizado e ndo apenas descongelado durante o periodo do estudo.
Sabe-se que 0 processo de pasteurizagdo reduz as quantidades de IGF-1 do LM. No es-
tudo de Goelz e cols., 0 aquecimento por 30 minutos reduziu a quantidade de IGF-1 do
LM em 39,4%?*3. Também ¢ possivel que o LM seja importante na prevencio da ROP

em um momento mais tardio, como a partir da sexta semana de vida, momento em que
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conseguimos demonstrar efeito protetor do LM contra ROP apesar das pequenas quanti-
dades de LM recebidas pelos RNs estudados.

A partir do estudo de Manzoni e cols. de 2013, o efeito protetor do LM exclu-
sivo (fresco ou congelado e descongelado) comparado a FL exclusiva parece ter ficado
bem estabelecido. Spiegler e cols., em estudo recém-publicado, também compararam
RNMBPs que receberam LM exclusivo com aqueles que receberam somente FL e a ali-
mentacdo exclusiva com FL esteve associada a risco maior para o desenvolvimento de
DBP, ECN e ROP!. Estudos anteriores apresentavam resultados conflitantes, possivel-
mente devido a diferencas na quantidade de LM recebida pelos RNs estudados. Por
exemplo: Heller e cols. ndo encontraram associacgdo entre ingesta de LM e risco redu-
zido de ROP tratada cirurgicamente em RNEBP, mas a ingesta de LM era baixa na po-
pulacéo deste estudo, correspondendo a apenas cerca de 15% do volume total de nutri-
¢do durante a hospitalizagdo®. Ja Hylander e cols. encontraram menor incidéncia de
ROP entre RNMBP alimentados com LM quando comparados aos alimentados exclusi-
vamente com FL, pois a taxa de aleitamento materno entre mées de RNMBP na popula-
cdo deste estudo foi de 57%, bastante alta quando comparada aos 36% reportados nacio-
nalmente nos Estados Unidos'®. Uma metanalise recém-publicada reforgou esta hipo-
tese. Zhou e cols. selecionaram estudos longitudinais comparando a incidéncia de ROP
entre RNs alimentados com LM e FL. Para ROP em qualquer estagio, os ORs (IC 95%)
foram os seguintes: LM exclusivo versus FL em qualquer quantidade: 0,29 (0,12 -
0,72); LM predominante versus FL predominante: 0,51 (0,26 - 1,03); LM qualquer
quantidade versus FL exclusiva: 0,54 (0,15 - 1,96); e LM exclusivo versus FL exclu-
siva: 0,25 (0,13 - 0,49). Para ROP grave, eles foram de 0,11 (0,04 - 0,30), 0,16 (0,06 -
0,43), 0,42 (0,08-2,18), e 0,10 (0,04 - 0,29), respectivamente. Os autores concluiram

que, com base nas limitadas evidéncias atuais, em RNs muito prematuros a alimentacéo
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com leite humano potencialmente desempenha um papel protetor na prevencéo de ROP
em qualquer estagio e da ROP grave®. Esta metanalise deixou clara a associagéo entre a
quantidade de LM recebida e o poder de protegdo contra ROP, sendo este indiscutivel
quando a alimentacdo com LM é exclusiva, e dificil de demonstrar quando a alimenta-
cao é mista.

Quanto a importancia do LM em um periodo mais tardio, outros autores obtive-
ram resultado semelhante: Okamoto e cols. conduziram um estudo com o objetivo de
identificar os possiveis fatores de risco para a progressdo da ROP até o descolamento de
retina em RNEBP. Eles encontraram uma diferenca marcante na ingestéo diaria de leite
humano entre as criancas com e sem descolamento de retina quando pareados pela IG
em um periodo pds-natal especifico: 5 a 7 semanas de idade pos-natal®®.

Sabe-se que a deficiéncia de IGF-1 nas primeiras semanas de vida esta relacio-
nada com ROP’; entretanto, outros componentes presentes no LM podem influenciar no
desenvolvimento da ROP e contribuir para esse efeito protetor em um periodo mais tar-
dio. As precérias defesas antioxidantes do PMT e sua reduzida habilidade em sintetizar
acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (long chain polyunsaturated fatty acids,
LCPUFAs) ja foram implicadas na patogénese da ROP" 18, O inositol ¢ um nutriente
essencial ao crescimento e sobrevivéncia das células humanas cuja administracdo em
pretermos resultou em menor incidéncia de ROP!®; além disso, as chances de desenvol-
ver ROP grave sdo maiores entre as criangas com baixa concentracdo sérica de inosi-
tol?°. O leite humano contém LCPUFAs e enzimas antioxidantes, incluindo o inositol?*
22.

Como pontos positivos do nosso estudo podemos citar que tentamos superar 0s
problemas metodoldgicos de estudos prévios através de um projeto desenhado especifi-

camente para identificar a quantidade de LM necessaria para prevencdo de ROP em
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RNs de risco para a doenca. Devemos apontar também o sucesso do seguimento, ja que
apenas 19 de 342 pacientes (5,5%) foram perdidos por ndo retornarem ao ambulatorio
para completar avaliacdo oftalmoldgica.

Nosso estudo foi limitado pela pequena quantidade de LM que os RNs em risco
para ROP receberam na populacéo estudada. Isto serve de alerta para a necessidade de
intensificarmos o incentivo a ordenha de leite pelas médes dos PMTSs para alimentacao
dos seus bebés. Independente da protecdo para ROP, ¢ sabido que a alimentacdo de
PMTs com leite humano reduz o risco de diversos desfechos negativos da prematuri-
dade como sepse tardia e ECN, assim como reduz a duragdo da hospitalizacéo na UTI
Neonatal?®.

Podemos concluir que LM em pequena quantidade nédo é suficiente para preven-
¢ao de ROP. Estudos futuros precisam incluir RNs que recebam um maior aporte de LM
para tentar encontrar um possivel ponto de corte, uma quantidade minima de LM a par-
tir da qual se consiga demonstrar efeito protetor contra ROP. Analises por periodos tam-
bém seriam interessantes, com atencdo especial a um momento mais tardio, como 5% a 82
semanas de vida, ja que nosso estudo, apesar das limitacdes, conseguiu demonstrar
efeito protetor significativo do LM contra ROP quando analisada a quantidade de LM

recebida na sexta semana de vida.
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Tabela 1 — Comparacio entre pacientes incluidos no estudo e 6bitos antes de

completar avaliacido oftalmolégica

Pacientes incluidos Obitos Valor de p
323 patients 102 pacientes
Pré-natal 295 (91,3%) 90 (88,5%) 0,496
CTC antenatal 216 (66,9%) 43 (42,3%) <0,001
Infecgdo ovular 32 (10,0%) 23 (22,9%) 0,023
BR > 18 horas 66 (20,4%) 16 (16,2%) 0,416
Pré-eclampsia 114 (35,3%) 25 (24,8%) 0,060
Sexo masculino 162 (50,2%) 53 (52,4%) 0,776
Apgar 5°<7 53 (16,4%) 57 (56,3%) <0,001
Peso de Nascimento 1200,8 + 264,3 785,1 £206,0 <0,001
Idade gestational 30,1 £2,3 26,1 £2.,8 <0,001
SNAPPE Il 15 (8-29) 53 (40-70,5) <0,001

Dados expressos em média + desvio padrdo, mediana e amplitude interquartil, ou em proporcao (%)
quando aplicavel. CTC, corticoide; BR, bolsa rota; SNAPPE II, Score for neonatal acute phisiology

perinatal extension I1.
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Tabela 2 — Associacéo entre fatores estudados e ROP na andlise univariada

RNs sem ROP RNs com ROP Valor de p
223 pacientes (69%) 100 pacientes (31%)
Pré-natal 206 (92,4%) 89 (89%) 0,425
CTC antenatal 152 (68,2%) 64 (64%) 0,544
Infeccdo ovular 25 (11,2%) 17 (17%) 0,253
Pré-eclampsia 84 (37,7%) 30 (30%) 0,262
Parto vaginal 74 (33,2%) 37 (37%) 0,581
Sexo masculino 107 (48%) 55 (55%) 0,332
Pequeno para IG 103 (46,2%) 34 (34%) 0,085
Gemelaridade 48 (21,5%) 15 (15%) 0,240
Transferéncia 17 (7,6%) 8 (8%) 0,923
Apgar 5° <7 23 (10,5%) 29 (29%) <0,001
SDR 99 (44,4%) 86 (86%) <0,001
Sepse precoce (hmc+) 4 (1,8%) 1(1%) 0,635
Sepse tardia (hmc+) 57 (25,6%) 57 (57%) <0,001
Sepse fungica (hmc+) 6 (2,7%) 12 (12%) 0,002
Uso dopamina 49 (22%) 44 (44%) <0,001
Hiperglicemia 19 (8,5%) 17 (17%) 0,034
ECN 19 (8,5%) 19 (19%) 0,009
DBP 37 (16,6%) 57 (57%) <0,001
HPIV T/ IV 5 (2,2%) 17 (17%) <0,001
PCA 31 (13,9%) 47 (47%) <0,001
Peso de nascimento 1272 + 237 1041 + 253 <0,001
Idade gestacional 30,8+2 28,6 +2,2 <0,001
SNAPPE Il 13 (5-23) 25 (13-47,5) <0,001
N° CHAD 1(0-2) 5 (2-9) <0,001
Tempo de VM 0 (0-3) 9,5 (1-38,5) <0,001
Tempo de CPAPN 3(1-8) 8,5 (3-15) <0,001
Tempo de O; 5 (1-16) 35 (11-65,5) <0,001
Tempo de NPT 3 (2-6) 6 (3,5-10) <0,001
Inicio dieta enteral 4,7 (2-6) 6 (3,5-10) <0,001
Enteral plena 16 (2-24) 28,5 (17-40) <0,001
Tempo de internagéo 48 £ 20 80 + 39 <0,001
LM 42 dias 10,2 (1,5-25,5) 4,9 (0,3-15,4) 0,005
LM semana 1 0,43 (0-4,3) 0(0-1,1) 0,003
LM semana 2 7 (0-22,6) 1,4 (0-10,5) 0,003
LM semana 3 5,9 (0-23) 2,2 (0-16,7) 0,034
LM semana 4 7,9 (0-27,6) 1,4 (0-14,5) 0,015
LM semana 5 6,9 (0-34,1) 1,3 (0-14,3) 0,003
LM semana 6 4 (0-37) 0 (0-15) 0,016

Dados expressos em média * desvio padrdo, mediana e amplitude interquartil, ou em proporcéo (%)
quando aplicavel. ROP, retinopatia da prematuridade; RN, recém-nascido; CTC, corticoide; IG, idade
gestacional; SDR, sindrome do desconforto respiratorio; hmc, hemocultura; ECN, enterocolite necro-
sante; DBP, displasia broncopulmonar; HPIV 111/1V, hemorragia peri-intraventricular grau 111 ou 1V;
PCA, persisténcia do canal arterial; SNAPPE |1, Score for neonatal acute phisiology perinatal extension
I1; CHAD, concentrado de hemécias; VM, ventilagdo mecanica; CPAPN, nasal continuous positive air-
way pressure; O,, oxigénio; NPT, nutricdo parenteral total; LM, leite materno.
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Tabela 3 — Fatores significativamente associados a ROP na andlise multivariada

Risco relativo IC 95% Valor de p
Sepse fungica (hmc+) 1,47 1,06-2,03 0,021
PCA 1,58 1,18-2,12 0,002
Idade gestacional 0,87 0,80-0,95 0,002
LM semana 6 0,99 0,98-1,00 0,041

Também participaram da anélise multivariada mas ndo mantiveram significancia estatistica: sepse tardia,
ECN, DBP, HPIV Il ou IV, SNAPPEII e tempo de VM. ROP, retinopatia da prematuridade; IC, intervalo
de confianca; hmc, hemocultura; PCA, persisténcia do canal arterial; LM, leite materno; ECN, enteroco-
lite necrosante; DBP, displasia broncopulmonar; HPIV I11/IV, hemorragia peri-intraventricular grau 111 ou

IV; SNAPPE I, Score for neonatal acute phisiology perinatal extension I1; VM, ventilacdo mecanica.
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Tabela 4 — Associacdo entre fatores estudados e ROP grave na anélise univariada

RNs sem ROP grave RNs com ROP grave Valor de p
294 pacientes (91%) 29 pacientes (9%)
Pré-natal 288 (91,8%) 25 (86,2%) 0,298
Infecgéo ovular 37 (12,6%) 5 (17,2%) 0,560
CTC pré-natal 202 (68,7%) 14 (48,2%) 0,029
Pré-eclampsia 109 (37%) 5 (17,2%) 0,044
Parto vaginal 97 (33%) 14 (48,2%) 0,105
Sexo masculino 146 (49,7%) 16 (55,2%) 0,571
Pequeno para IG 127 (43,2%) 10 (34,5%) 0,433
Gemelaridade 59 (20,1%) 4 (13,8%) 0,623
Transferéncia 22 (7,5%) 3 (10,3%) 0,480
Apgar 5° <7 40 (13,8%) 12 (42,9%) <0,001
SDR 157 (53,4%) 28 (96,6%) 0,003
Sepse precoce (hmc+) 5 (1,7%) 0 (0%) 1,000
Sepse tardia (hmc+) 97 (33%) 17 (58,6%) 0,008
Sepse fungica (hmc+) 11 (3,7%) 7 (24,1%) <0,001
Uso dopamina 76 (25,9%) 17 (58,6%) <0,001
Hiperglicemia 29 (9,9%) 7 (24,1%) 0,019
ECN 28 (9,5%) 10 (34,5%) <0,001
DBP 69 (23,5%) 25 (86,2%) <0,001
HPIV T/ IV 14 (4,8%) 8 (27,6%) <0,001
PCA 62 (21,1%) 16 (55,2%) <0,001
Peso de nascimento 1230 + 250 901 + 211 <0,001
Idade gestacional 304+22 2756+2,1 <0,001
SNAPPE 11 15 (8-15) 39 (16,5-52,5) <0,001
N° CHAD 1(0-3,3) 10 (5,5-16,5) <0,001
Tempo de VM 0 (0-7) 49 (15,5-62,5) <0,001
Tempo de CPAPN 3 (1-10) 9 (5-15) 0,028
Tempo de O; 7 (2-26,3) 68 (44-91) <0,001
Tempo de NPT 16 (10,8-23,6) 35 (20-60) <0,001
Inicio dieta enteral 4 (2-7) 6 (4-12) 0,006
Enteral plena 17 (13-28) 34 (22-53,5) 0,020
Tempo de internagéo 53+ 23,6 106,8 £ 53,2 <0,001
LM 42 dias 8,4 (1,3-23,1) 2,4 (0,12-12,6) 0,034
LM semana 1 0 (0-3,6) 0(0-1,3) 0,044
LM semana 2 5,6 (0-21,3) 0(0-7,1) 0,087
LM semana 3 4,8 (0-21,2) 1,1 (0-15,7) 0,085
LM semana 4 6,6 (0-25) 0 (0-6,6) 0,048
LM semana 5 6 (0-28) 0 (0-10,9) 0,030
LM semana 6 3,6 (0-30) 0(0-4,2) 0,042

Dados expressos em média * desvio padrdo, mediana e amplitude interquartil, ou em proporcéo (%)
quando aplicavel. ROP, retinopatia da prematuridade; RN, recém-nascido; CTC, corticoide; IG, idade
gestacional; SDR, sindrome do desconforto respiratorio; hmc, hemocultura; ECN, enterocolite necro-
sante; DBP, displasia broncopulmonar; HPIV 111/1V, hemorragia peri-intraventricular grau 111 ou 1V;

PCA, persisténcia do canal arterial; SNAPPE |1, Score for neonatal acute phisiology perinatal extension
I1; CHAD, concentrado de hemécias; VM, ventilagdo mecanica; CPAPR, nasal continuous positive air-
way pressure; O,, oxigénio; NPT, nutricdo parenteral total; LM, leite materno.
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Tabela 5 — Fatores de risco significativamente associados a ROP grave na analise
multivariada

Risco relativo IC 95% Valor de p
Sepse fungica (hmc+) 3,64 1,57-8,41 0,003
DBP 4,2 1,28-13,82 0,018
Tempo de VM 1,01 1,01-1,02 <0,001

Também participaram da analise multivariada mas ndo mantiveram significancia estatistica: sepse tardia,
ECN, PCA, HPIV Il ou IV, SNAPPE I, IG e quantidade de LM recebida nos primeiros 42 dias de vida.
ROP, retinopatia da prematuridade; IC, intervalo de confianca; hmc, hemocultura; DBP, displasia bronco-
pulmonar; VM, ventilacdo mecanica; ECN, enterocolite necrosante; PCA, persisténcia do canal arterial;
HPIV 111/1V, hemorragia peri-intraventricular grau 111 ou 1V; SNAPPE 11, Score for neonatal acute phisi-

ology perinatal extension II; 1G, idade gestacional; LM, leite materno.
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ABSTRACT

Purpose: To evaluate the possible protective effect of BM against ROP by
comparing the amount of breast milk received among patients who developed ROP and
those who were disease-free. To attempt to determine both the required minimum
amount and the time in which a neonate needs to receive BM for this effect to be
significant.

Methods: Cohort study of newborns with a birth weight below 1500 grams
and/or gestational age less than 32 weeks, born from January 2011 to October 2014 and
hospitalized within their first 24 hours of life in the Neonatal Intensive Care Unit
(NICU) at the Hospital da Crianga Concei¢ao (HCC), in Porto Alegre- RS- Brazil.

Results: The prevalence of ROP at any degree was of 31% (100 cases in 323
patients) and of severe ROP was of 9% (29 cases in 323 patients). The median amount
of BM received by patients was 10.2 mL/kg/day among patients without ROP
(interquartile range 1.5-25.5) and 4.9 mL/kg/day among patients with ROP (0.3-15.4).
The amount of breast milk received in the first six weeks of life was inversely
associated with the incidence of ROP in any degree and of severe ROP in the univariate
analyses. The statistical significance was not maintained after a multivariate analysis to
control for confounding factors in the majority of the periods evaluated, except in the
sixth week of life.

Conclusions: Small amounts of BM are not enough to prevent ROP in
premature newborns at risk of the disease.

Keywords: Retinopathy of prematurity, breast milk.
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INTRODUCTION

Retinopathy of prematurity (ROP) is a disease that has the potential to cause
blindness and has become more prevalent with the improvement of neonatal services in
many countries over the last years'. It is a vasoproliferative eye disease secondary to the
incomplete vascularization of the retina in premature infants?.

The natural course of ROP may lead to blindness and cause a social and
financial burden to society. The irreversibly impaired vision also prevents suitable
cognitive and psychomotor development in the affected infants>.

Its etiology is multifactorial and it is not completely elucidated. The exposure of
the developing retina to abnormal oxygen levels*® and IGF-1 deficiency’ are among the
factors implied in its pathogenesis.

Human breast milk (BM) contains IGF-1® and, therefore, may have a protective
effect against the development of ROP.

The association between BM intake and ROP has already been studied with
conflicting results. Heller et al. found no association between BM intake and reduced
risk of severe ROP (surgically treated) in extremely low birth weight infants (ELBW,
BW <1000 grams)’. Hylander et al. found lower ROP incidence among very low birth
weight infants (VLBW, BW <1500 g) fed with BM compared to those fed exclusively
with infant formula'®. Kao et al. compared the incidence of ROP among newborns who
received any amount of BM (from the mother herself or from a milk bank) versus
newborns who received only infant formula and found no significant association
between BM feeding and ROP risk'!. Manzoni et al. compared 314 newborns that were
fed exclusively with BM with 184 newborns who received only formula for premature

infants. The incidence of ROP at any stage was significantly lower in newborns fed with
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BM compared with newborns fed with infant formula'?,

The reason for divergences may lie in the amount of BM received by premature
infants. It is possible that the protective effect of BM manifests itself only when
ingested in higher amounts, or at a given moment, possibly in the first weeks of life,
when IGF-1 deficiency is related with ROP’.

The purpose of this study was to assess the protective effect of BM against ROP
by comparing the amount of BM received among patients who developed ROP and
those who did not have the disease. It also aimed to determine the minimum amount
required and the time in which a newborn needs to receive BM for this effect to be

significant.

PATIENTS AND METHODS

Population and logistics:

The study population comprised of all newborns with a BW lower than 1500g
and/or with a gestational age less than 32 weeks, hospitalized at the HCC Neonatal
Intensive Care Unit (NICU) from January 2011 to October 2014. Patients transferred
from other hospitals who arrived at the HCC with more than 24 hours of life, patients
with major congenital malformations and patients who died before completing
ophthalmological assessment were excluded.

This is an observational cohort study with retrospective and prospective data.
The retrospective data were collected using patient records in the Medical Archive and
Statistics Service. The prospective portion of the research was conducted by monitoring
patients during their stay at the NICU, Intermediate Care Unit and, after discharge, at

the Ophthalmology Outpatient Clinic.
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The variables evaluated were as follows: 1 — Mother’s delivery data: Prenatal
care, use of antenatal corticosteroid (CTC), ovular infection, preeclampsia, and mode of
delivery. 2 — Newborn data: Gender, BW, gestational age (established through
echography when the obstetric ultrasound was performed up to 12 weeks of gestational
age or by Ballard, in the absence of early ultrasound), weight classification for
gestational age (small, appropriate or large for gestational age), 5"-minute Apgar score,
SNAPPE 2 (severity score), transfer from another hospital, and twinning. 3 — Newborn
NICU evolution data: Respiratory distress syndrome, early-onset sepsis, late-onset
sepsis, fungal sepsis (all sepsis confirmed by blood culture), use of dopamine,
hyperglycemia, necrotizing enterocolitis (NEC), bronchopulmonary dysplasia (BPD),
intraventricular hemorrhage grade III or IV (IVH III/IV), duration of mechanical
ventilation (MV), duration of nasal CPAP use, total duration of oxygen use (O2), Patent
ductus arteriosus (PDA), number of transfusions of red cell concentrates (RCC) during
hospitalization at the NICU, duration of use of parenteral nutrition (PN), age at which
enteral feeding started, age at which a full enteral diet was achieved, and length of
hospital stay. 4 — Feeding data: The amount of breast milk received was checked on a
daily basis as mL/kg/day from birth until the newborns completed six weeks of life or
were discharged. 5 — Ophthalmological assessment data: Development and severity of
ROP and need for surgical treatment of ROP using laser photocoagulation. Disease
staging was performed according to the International Classification of ROP
(International Committee for the Classification of ROP, 2005). Retina mapping tests are
part of the routine care at the HCC Neonatology Service and were performed by the
same trained ophthalmologist. The ophthalmologic follow-up was initiated during
hospitalization and maintained on an outpatient basis after discharge. The follow-up was

considered complete when patients were monitored up to 40 weeks of corrected
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gestational age or had fully vascularized retinas or a minimum avascular area.
The research project was approved by the Research Ethics Committees at Grupo
Hospitalar Concei¢cdo (GHC) and UFRGS, and an informed consent form was given to

the parents of the patients in the prospective arm of the study.

Statistical analysis:

The calculated sample size comprised of 292 patients. The calculation was based
on a ROP incidence of 28% (local data), aiming to detect a ROP reduction by 50% with
80% power and a level of statistical significance of 0.05, which was according to a
study by Hylander et al. that demonstrated a lower ROP incidence among very low birth
weight newborns fed with BM compared to those fed exclusively with infant formula'®.

Initially, patients were divided into two groups: with ROP (at any degree) and
without ROP.

The quantitative variables were described as mean and standard deviation
(symmetrical distribution) or median and interquartile range (asymmetric distribution).
The qualitative variables were described as absolute and relative frequencies.

To compare the quantitative variables, the Student’s t-test (symmetrical
distribution) or the Mann-Whitney test (asymmetric distribution) were applied. To
evaluate the association between qualitative variables, the chi-square and Fisher exact
tests were used.

The analyses were performed by checking the amount of BM intake throughout
the study period (first 42 days of life) and also weekly (week 1, week 2, week 3, week
4, week 5, and week 6) in an attempt to evaluate the time when BM intake is important
to prevent ROP.

A multivariate analysis was conducted using the Poisson regression with
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adjustment for robust variances to determine the prevalence ratios adjusted for the key
factors involved. Some significant factors in the univariate analysis were excluded from
the multivariate analysis due to multicollinearity.

Subsequently, a new group division was performed: patients with severe ROP
(ROP grade >3) and patients without or with mild ROP (grade < 2), and all analyses
were repeated.

The level of statistical significance adopted was p < 0.05 and the analyses were

performed using the SPSS (Statistical Package for Social Science) software version

18.0.

RESULTS

In the study period, 456 newborns with a BW<1500g and/or gestational age <32
weeks were admitted into the HCC NICU in their first 24 hours of life. Of these, 12
patients were excluded due to major congenital malformations and 102 died before
completing the ophthalmic evaluation. A total of 342 patients were initially enrolled in
the study. Nineteen patients were lost because they did not complete the ophthalmic
evaluation (they failed to attend the outpatient follow-up appointments). Three hundred
twenty-three patients participated of the final analysis. Compared with patients in the
study, those who died before completing the ophthalmologic evaluation had lower birth
weight, lower gestational age, less use of antenatal corticosteroids, higher ovular
infection rates and greater severity, with higher SNAPPE II scores (Table 1).

The prevalence of ROP at any degree was 31% (100 cases) and of severe ROP
was of 9% (29 cases). The average amount of milk received daily in the first 42 days of

life was 13.7mL/kg/day (19.1% of the total amount of milk received in the period). The
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average amount of infant formula received per day during this same period was
57.9mL/kg/day (80.9% of the total amount of enteral nutrition received in the period).

In the initial analysis (patients with ROP at any degree versus patients without
ROP), the median amount of BM received was 10.2 mL/kg/day among patients without
ROP (interquartile range 1.5-25.5) and 4.9 mL/kg/day among patients with ROP (0.3-
15.4). The presence of ROP had a statistically significant association in the univariate
analysis with several variables studied, including the amount of breast milk received in
the first 42 days of life and, separately, in all six weeks evaluated (Table 2).

Following the multivariate analysis, only fungal sepsis, PDA, gestational age
and amount of BM received at week 6 remained significantly associated with the
development of ROP (Table 3).

In the second analysis (patients with severe ROP versus patients without or with
mild ROP), the median amount of BM received was 8.4mL/kg /day (1.3-23.1) among
patients without severe ROP and 2.4mL/kg/day (0.12-12.6) in patients with severe ROP.

The presence of severe ROP had a statistically significant association in the
univariate analysis with several variables studied, including the amount of breast milk
received in the first 42 days of life and separately in weeks 1, 4, 5 and 6 (Table 4).

Following the multivariate analysis, only fungal sepsis, BPD and MV time

remained significantly associated with the development of severe ROP (Table 5).

DISCUSSION

In our study, despite BM having shown a protective effect against ROP in the

univariate analysis in all periods evaluated, only the amount of BM received in the 6™

week of life maintained statistical significance after adjustment for confounding
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variables. The vast majority of premature infants at risk for ROP in our population
received a mixed diet, with a low amount of BM and predominance of infant formula.
The mean amount of BM received per day in the first 42 days of life in our population
was very low: only 13.7mL/kg/day (19.1% of the total amount of milk received in the
period).

Possibly, this low amount of BM is not enough to prevent ROP. Another factor
that may have contributed to our findings is that most of the BM milked at HCC is
pasteurized. Only BM that is milked at the bedside at the time of feeding is offered fresh
(a practice that is still infrequent in our unit). All frozen BM was pasteurized, not just
thawed during the study period. The pasteurization process is known to reduce the
amounts of IGF-1 in BM. In the study by Goelz et al., heating BM for 30 minutes
reduced the amount of IGF-1 in BM by 39.4%!3. It is also possible that BM is important
in the prevention of ROP at a later moment, such as from the sixth week of life, a time
at which we were able to demonstrate the protective effect of BM against ROP despite
the small amounts of BM received by the newborns under study.

Following the study by Manzoni et al, in 20132, the protective effect of
exclusive BM (fresh or frozen and thawed) compared with the exclusive infant formula
seems to have been well established. Spiegler et al., in a newly published study, also
compared very low birth weight newborns who were exclusively given BM with those
who received only infant formula, and exclusive formula feeding was associated with a
greater risk for the development of BPD, NEC and ROP'*. Previous studies showed
conflicting results, possibly due to differences in the amount of BM received by the
newborns under study. For example, Heller et al. found no association between BM
intake and reduced risk of ROP surgically treated in extremely low birth weight infants,

but the BM intake was low in the study population, accounting for only about 15% of
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the total feeding volume during hospitalization’. Hylander et al. found a lower incidence
of ROP among VLBW infants fed with BM compared to those fed exclusively with
infant formula, since the breastfeeding rate among mothers of VLBW infants in the
study population was 57%, which is quite high when compared with 36% as reported
nationally in the United States'’. A recently published meta-analysis supported this
hypothesis. Zhou et al. selected longitudinal studies comparing the incidence of ROP
among newborns fed with BM and infant formula. For ROP at any stage, the ORs (95%
CI) were the following: BM alone versus infant formula in any amount: 0.29 (0.12-
0.72); Predominant BM versus predominant infant formula: 0.51 (0.26-1.03); BM in
any amount versus infant formula alone: 0.54 (0.15-1.96); and BM alone versus infant
formula alone: 0.25 (0.13-0.49). For severe ROP, they were 0.11 (0.04-0.30), 0.16 (0.06
-0.43), 0.42 (0.08-2.18) and 0.10 (0.04-0.29), respectively. The authors concluded that,
based on the limited current evidence, in very premature newborns, human milk feeding
potentially plays a protective role in the prevention of ROP at any stage and of severe
ROP'>. This meta-analysis clearly demonstrated the association between the amount of
BM received and the protective power against ROP, which is undeniable when BM
feeding is exclusive and difficult to demonstrate when feeding is mixed.

As for the importance of BM 1n a later period, other authors obtained a similar
result. Okamoto et al. conducted a study to identify possible risk factors for the
progression of ROP up to retinal detachment in ELBW infants. They found a substantial
difference in the daily intake of human milk among infants with and without retinal
detachment when paired by gestational age in a specific postnatal period of 5 to 7 weeks
of postnatal age'¢.

IGF-1 deficiency in the first weeks of life is known to be related to ROP’;

however, other components present in the BM may influence the development of ROP
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and contribute to the protective effect in a later period. The poor antioxidant defenses of
the premature infant and their reduced ability to synthesize long-chain polyunsaturated
fatty acids (LCPUFAs) have been implicated in the pathogenesis of ROP!'7 13 Inositol is
an essential nutrient for the growth and survival of human cells and its administration to
preterm infants resulted in a lower incidence of ROP'%; additionally, the chances of
developing severe ROP are higher among children with a low serum inositol
concentration 2°. Human milk contains LCPUFAs and antioxidant enzymes, including
inositol?!> 22,

As positive points of our study, we can mention that we tried to overcome
methodological problems of previous studies by using a design specifically aimed at
identifying the amount of BM needed for the prevention of ROP in newborns at risk for
the disease. We should also highlight the successful follow-up, given that only 19 of 342
patients (5.5%) were lost because they did not return to the outpatient clinic to complete
the ophthalmic assessment.

Our study was limited by the small amount of BM that newborns at risk for ROP
received in this population. This serves as a warning for the need to strengthen the
incentives for milking by mothers of preterms. Regardless of the protection against
ROP, feeding premature infants with human milk is known to reduce the risk of
different negative outcomes of prematurity, such as late-onset sepsis and NEC, and also
reduces the length of hospitalization at the NICU?.

We can conclude that BM in a small amount is not enough to prevent ROP.
Further studies will need to include newborns who receive a higher BM supply to
attempt to find a possible cut-off point, that is, a minimal amount of BM from which a
protective effect against ROP can be demonstrated. Analyses per periods would also be

interesting, with special attention to a later time, such as the 5th to the 8th week of life,
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since our study, despite its limitations, was able to demonstrate a significant protective
effect of BM against ROP when the amount of BM received at the 6th week of life was

analyzed.
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Table 1 — Comparison between patients included in the study and deaths before

completing ophthalmologic evaluation

Patients included Deaths P value
323 patients 102 patients

Prenatal care 295 (91.3%) 90 (88.5%) 0.496
Antenatal steroids 216 (66.9%) 43 (42.3%) <0.001
Ovular infection 32 (10.0%) 23 (22.9%) 0.023
ROM > 18 hours 66 (20.4%) 16 (16.2%) 0.416
Preeclampsia 114 (35.3%) 25 (24.8%) 0.060
Male 162 (50.2%) 53 (52.4%) 0.776
5’ Apgar score <7 53 (16.4%) 57 (56.3%) <0.001
Birth weight 1200.8 + 264.3 785.1 +£206.0 <0.001
Gestational age 30.1£23 26.1 £2.8 <0.001
SNAPPE 11 15 (8-29) 53 (40-70.5) <0.001

Date expressed as mean =+ standard deviation, median and interquartile range, or in

proportion (%) when applicable. ROM, rupture of membranes.
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Table 2 — Association between the variables studied and ROP in the univariate

analysis

Newborns without ROP Newborns with ROP P value

223 patients (69%) 100 patients (31%)

Prenatal 206 (92.4%) 89 (89%) 0.425
Antenatal corticosteroids 152 (68.2%) 64 (64%) 0.544
Ovular infection 25 (11.2%) 17 (17%) 0.253
Preeclampsia 84 (37.7%) 30 (30%) 0.262
Vaginal delivery 74 (33.2%) 37 (37%) 0.581
Male gender 107 (48%) 55 (55%) 0.332
Small for gestational age 103 (46.2%) 34 (34%) 0.085
Transfer 17 (7.6%) 8 (8%) 0.923
Twinning 48 (21.5%) 15 (15%) 0.240
5"_minute Apgar <7 23 (10.5%) 29 (29%) <0.001
RDS 99 (44.4%) 86 (86%) <0.001
Early-onset sepsis 4 (1.8%) 1 (1%) 0.635
Late-onset sepsis 57 (25.6%) 57 (57%) <0.001
Fungal sepsis 6 (2.7%) 12 (12%) 0.002
Use of dopamine 49 (22%) 44 (44%) <0.001
Hyperglycemia 19 (8.5%) 17 (17%) 0.034
NEC 19 (8.5%) 19 (19%) 0.009
BPD 37 (16.6%) 57 (57%) <0.001
IVHII/ IV 5(2.2%) 17 (17%) <0.001
PDA 31 (13.9%) 47 (47%) <0.001
Birth weight 1272 + 237 1041 £ 253 <0.001
Gestational age 3082 286 2.2 <0.001
SNAPPE 11 13 (5-23) 25 (13-47.5) <0.001
No. of RCC transfusions 1(0-2) 5(2-9) <0.001
MYV duration 0(0-3) 9.5 (1-38.5) <0.001
Nasal CPAP duration 3 (1-8) 8.5 (3-15) <0.001
Supplemental O, days 5 (1-16) 35 (11-65.5) <0.001
Parenteral Nutrition time 3 (2-6) 6 (3.5-10) <0.001
Enteral feeding start 4.7 (2-6) 6 (3.5-10) <0.001
Full enteral feeding 16 (2-24) 28.5 (17-40) <0.001
Length of hospital stay 48 £20 80+ 39 <0.001
BM 42 days 10.2 (1.5-25.5) 4.9 (0.3-15.4) 0.005
BM week 1 0.43 (0-4.3) 0 (0-1.1) 0.003
BM week 2 7 (0-22.6) 1.4 (0-10.5) 0.003
BM week 3 5.9 (0-23) 2.2 (0-16.7) 0.034
BM week 4 7.9 (0-27.6) 1.4 (0-14.5) 0.015
BM week 5 6.9 (0-34.1) 1.3 (0-14.3) 0.003
BM week 6 4 (0-37) 0 (0-15) 0.016

Data expressed as mean + standard deviation, median and interquartile range or as a rate (%) when
applicable. ROP, retinopathy of prematurity; RDS, respiratory distress syndrome; NEC, necrotizing

enterocolitis; BPD, Bronchopulmonary dysplasia; IVH 11 / IV, Grade III or IV intraventricular

hemorrhage; PDA, Patent ductus arteriosus; SNAPPE II, Score for neonatal acute phisiology perinatal
extension II; RCC, red cell concentrates; MV, mechanical ventilation; CPAP, continuous positive airway

pressure; O,, oxygen; BM, breast milk.
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Relative risk 95% CI P value
Fungal sepsis 1.47 1.06-2.03 0.021
PDA 1.58 1.18-2.12 0.002
Gestational age 0.87 0.80-0.95 0.002
BM week 6 0.99 0.98-1.00 0.041

Also participated in the multivariate analysis, but did not maintain statistical significance: late-onset

sepsis, NEC, BPD, IVH III/IV, SNAPPE II and MV time. ROP, retinopathy of prematurity; CI,

confidence interval; PDA, Patent ductus arteriosus; BM, breast milk; NEC, necrotizing enterocolitis;

BPD, Bronchopulmonary dysplasia; IVH II1 / IV, Grade III or IV intraventricular hemorrhage; SNAPPE

II, Score for neonatal acute phisiology perinatal extension II; MV, mechanical ventilation.
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Table 4 — Association between the variables studied and severe ROP in the
univariate analysis

Newborns without severe  Newborns with severe ROP P value

ROP 29 patients (9%)
294 patients (91%)
Prenatal 288 (91.8%) 25 (86.2%) 0.298
Ovular infection 37 (12.6%) 5 (17.2%) 0.560
Antenatal corticosteroids 202 (68.7%) 14 (48.2%) 0.029
Preeclampsia 109 (37%) 5 (17.2%) 0.044
Vaginal delivery 97 (33%) 14 (48.2%) 0.105
Male gender 146 (49.7%) 16 (55.2%) 0.571
Small for gestational age 127 (43.2%) 10 (34.5%) 0.433
Transfer 22 (7.5%) 3 (10.3%) 0.480
Twinning 59 (20.1%) 4 (13.8%) 0.623
Sth-minute Apgar <7 40 (13.8%) 12 (42.9%) <0.001
RDS 157 (53.4%) 28 (96.6%) 0.003
Early-onset sepsis 5 (1.7%) 0 (0%) 1.000
Late-onset sepsis 97 (33%) 17 (58.6%) 0.008
Fungal sepsis 11 (3.7%) 7 (24.1%) <0.001
Use of dopamine 76 (25.9%) 17 (58.6%) <0.001
Hyperglycemia 29 (9.9%) 7 (24.1%) 0.019
NEC 28 (9.5%) 10 (34.5%) <0.001
BPD 69 (23.5%) 25 (86.2%) <0.001
IVHII/ IV 14 (4.8%) 8 (27.6%) <0.001
PDA 62 (21.1%) 16 (55.2%) <0.001
Birth weight 1230 £ 250 901 +211 <0.001
Gestational age 304£22 27.5.6+2.1 <0.001
SNAPPE 11 15 (8-15) 39 (16.5-52.5) <0.001
No. of RCC Transfusions 1(0-3.3) 10 (5.5-16.5) <0.001
MYV duration 0 (0-7) 49 (15.5-62.5) <0.001
Nasal CPAP duration 3 (1-10) 9 (5-15) 0.028
Supplemental O, days 7 (2-26.3) 68 (44-91) <0.001
Parenteral Nutrition time 16 (10.8-23.6) 35 (20-60) <0.001
Enteral feeding start 4 (2-7) 6 (4-12) 0.006
Full enteral feeding 17 (13-28) 34 (22-53.5) 0.020
Length of hospital stay 53+£23.6 106.8 £53.2 <0.001
BM 42 days 8.4 (1.3-23.1) 2.4 (0.12-12.6) 0.034
BM week 1 0 (0-3.6) 0 (0-1.3) 0.044
BM week 2 5.6 (0-21.3) 0 (0-7.1) 0.087
BM week 3 4.8 (0-21.2) 1.1 (0-15.7) 0.085
BM week 4 6.6 (0-25) 0 (0-6.6) 0.048
BM week 5 6 (0-28) 0 (0-10.9) 0.030
BM week 6 3.6 (0-30) 0(0-4.2) 0.042

Data expressed as mean =+ standard deviation, median and interquartile range or as a rate (%) when
applicable. ROP, retinopathy of prematurity; RDS, respiratory distress syndrome; NEC, necrotizing

enterocolitis; BPD, Bronchopulmonary dysplasia; IVH 11 / IV, Grade III or IV intraventricular

hemorrhage; PDA, Patent ductus arteriosus; SNAPPE II, Score for neonatal acute phisiology perinatal
extension II; RCC, red cell concentrates; MV, mechanical ventilation; CPAP, continuous positive airway
pressure; O,, oxygen; BM, breast milk.
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Table 5 — Risk factors significantly associated with severe ROP in the multivariate
analysis

Relative risk 95% CI P value
Fungal sepsis 3.64 1.57-8.41 0.003
BPD 4.2 1.28-13.82 0.018
MYV duration 1.01 1.01-1.02 <0.001

Also participated in the multivariate analysis, but did not maintain statistical significance: late-onset
sepsis, NEC, PDA, IVH III/IV, SNAPPE II, gestational age and amount of BM received in the first 42
days of life. ROP, retinopathy of prematurity; CI, confidence interval; BPD, Bronchopulmonary
dysplasia; MV, mechanical ventilation; NEC, necrotizing enterocolitis; PDA, Patent ductus arteriosus;
IVH I / 1V, Grade III or IV intraventricular hemorrhage; SNAPPE II, Score for neonatal acute

phisiology perinatal extension II; BM, breast milk.
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RESUMO

Introducéo: A retinopatia da prematuridade (ROP) é uma doenca de etiologia
multifatorial secundaria a vascularizacao inadequada da retina dos recém-nascidos
(RNs) prematuros (PMTs). E uma das principais causas de cegueira e morbidade visual
na infancia. Diversos fatores de risco foram associados ao seu desenvolvimento, dentre
eles a sepse fungica (SF). No entanto, nem todos os estudos que avaliaram SF como
fator de risco independente para ROP encontraram associacao significativa.

Objetivo: Avaliar o papel da SF como fator de risco independente para ROP em
qualquer grau e ROP grave em RNs de risco para ROP.

Pacientes e métodos: Estudo de coorte observacional incluindo RNs com peso
de nascimento (PN) inferior a 1500 gramas e / ou com idade gestacional (IG) inferior a
32 semanas, nascidos no periodo de janeiro de 2011 a outubro de 2014 ¢ internados nas
primeiras 24 horas de vida na UTI Neonatal do Hospital da Crianga Conceigao (HCC)
em Porto Alegre.

Resultados: A prevaléncia da ROP em qualquer grau foi de 31% (100 casos em
323 pacientes) e a de ROP grave foi de 9% (29 casos em 323 pacientes). A incidéncia
de SF confirmada por hemocultura foi de 5,6% (18 casos em 323 pacientes). Dentre 0s
pacientes que ndo desenvolveram ROP, 2,7% haviam apresentado SF durante a interna-
¢do na UTI Neonatal. Dentre os pacientes que desenvolveram ROP, 12% haviam apre-
sentado candidemia (p= 0,002). Quando avaliados os pacientes quanto a ROP grave, a
incidéncia de SF entre 0s RNs que nao desenvolveram a doenca foi de 3,7%, comparada
a 24,1% entre aqueles com ROP grave (p<0,001). A significancia estatistica se manteve
apos analise multivariada para controle de fatores confundidores nas duas avaliacdes

(ROP em qualquer grau e ROP grave).
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Conclusdo: A SF parece ser um fator de risco independente para o desenvolvi-
mento de ROP em qualquer grau e de ROP grave em PMTs de risco para a doenca.

Palavras-chave: Retinopatia da prematuridade, sepse fungica, candidemia.
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INTRODUCAO

A retinopatia da prematuridade (ROP) é uma doencga ocular vasoproliferativa se-
cundaria a vascularizacao incompleta da retina dos recém-nascidos (RNs) prematuros
(PMTS), cujo curso natural pode levar a cegueiral. O comprometimento irreversivel da
visdo pode prejudicar o desenvolvimento cognitivo e psicomotor das criangas afetadas?.
Baixo peso ao nascimento (PN), idade gestacional (IG) precoce e uso de oxigénio sdo 0s
principais fatores de risco para ROP3?,

A sepse fangica (SF) esta associada a significativa morbidade e mortalidade. Sua
incidéncia varia amplamente entre os centros, provavelmente devido a diferencas nas
praticas relacionadas com fatores de risco modificaveis, como a exposicao a antibioticos
empiricos e a duracdo da nutricio parenteral®. Candida albicans e Candida parapsilosis
sdo as especies de fungo predominantemente isoladas em hemoculturas na maioria das
UTIs neonatais’. A candidiase invasiva é uma causa emergente de sepse neonatal e é
uma das principais causas de sepse tardia em RNs de muito baixo peso (RNMBP,
PN<1500g)%°. A candidiase invasiva em RNs de extremo baixo peso (RNEBP,
PN<1000g) esta associada a uma mortalidade de 30% e a comprometimento do
desenvolvimento neuroldgico em mais de metade dos sobreviventes®. Os principais
fatores de risco sdo o uso de multiplos esquemas antibidticos, cateter venoso central,
nutricdo parenteral, imunodepressao, muito baixo peso ao nascer, e colonizagédo
fungica'®.

Muitos estudos demonstraram associagéo entre SF e o desenvolvimento de
ROP!-14 ¢ uma metanalise realizada por Bharwani e Dhanireddy indicou que a SF

invasiva esta significativamente associada ao risco de desenvolver ROP grave e ROP
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em qualquer grau em RNMBP®, Entretanto, nem todos os estudos que avaliaram SF
como fator de risco independente para ROP encontraram associacao significativa.
Manzoni e cols. encontraram associagéo significativa entre SF e ROP apenas em
RNEBP, e apenas com ROP doenca limiar®®. Karlowicz e cols. concluiram em um
estudo que candidemia pode ndo ser um fator de risco independente para ROP em
RNEBP e que a associacdo clinicamente observada pode ser mediada pela idade IG*’.
Este estudo teve como objetivo avaliar o papel da SF como fator de risco inde-

pendente para ROP em qualquer grau e ROP grave em RNs de risco para a doenga.

PACIENTES E METODOS

A populacéo da pesquisa foi constituida por RNs com PN inferior a 15009 e / ou
com IG inferior a 32 semanas, internados na UTI Neonatal do HCC no periodo de ja-
neiro de 2011 a outubro de 2014. Foram excluidos os pacientes transferidos de outros
hospitais que chegaram ao HCC com mais de 24 horas de vida, pacientes com malfor-
mac0Oes congénitas maiores e pacientes que evoluiram ao 6bito antes de completar a
avaliacéo oftalmoldgica.

Esta € uma andlise secundéria de um estudo de coorte observacional, com dados
retrospectivos e prospectivos, originalmente delineado para avaliar o efeito protetor do
leite materno contra ROP. Os dados retrospectivos foram pesquisados nos prontuarios
no Servigo de Arquivo Médico e Estatistica. A parte prospectiva da pesquisa foi reali-
zada através do acompanhamento dos pacientes durante sua internacdo na UTI Neona-

tal, na Unidade de Cuidados Intermediarios e, apos a alta, no ambulatério de Oftalmolo-

gia.
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As variaveis avaliadas foram as seguintes: 1- Dados maternos e do parto: Pré-
natal, uso de corticoide (CTC) antenatal, infecgéo ovular, tempo de bolsa rota superior a
18 horas, pré-eclampsia e via de parto. 2- Dados do RN: Sexo, PN, IG (definida por
ecografia quando havia US obstétrica realizada até 12 semanas de IG ou por Ballard na
auséncia de ecografia precoce), classificacdo do peso para a IG (pequeno, adequado ou
grande para a 1G), Apgar no 5° minuto, SNAPPE 2 (escore de gravidade), transferéncia
de outro hospital e gemelaridade. 3- Dados da evolu¢do do RN na UTI: Sindrome do
desconforto respiratorio (SDR), sepse tardia, sepse fungica (confirmadas por hemocul-
tura- hmc), uso de dopamina, hiperglicemia, enterocolite necrotizante (ECN), displasia
broncopulmonar (DBP), hemorragia peri-intraventricular grau 11l ou IV (HPIV 111/ 1V),
tempo de ventilagcdo mecénica (VM), tempo de uso de CPAP nasal, tempo total de uso
de oxigénio (Oz), persisténcia do canal arterial (PCA), nimero de transfusdes de con-
centrado de hemacias (CHAD), tempo de uso de nutri¢do parenteral (NPT), idade de
inicio da alimentacdo enteral, idade que atingiu dieta enteral plena, e tempo de interna-
¢do. 4- Dados da alimentacdo: A quantidade de leite materno recebida foi verificada dia-
riamente, em mL/kg/dia, desde o nascimento dos RNs até que completassem 6 semanas
de vida ou recebessem alta hospitalar. 5- Dados da avaliacdo oftalmoldgica: Desenvol-
vimento e gravidade da ROP e necessidade de tratamento cirtrgico para ROP por foto-
coagulacao a laser. O estadiamento da doenca foi realizado de acordo com a Classifica-
c¢do Internacional da ROP (International Committee for the Classification of ROP,
2005). Os exames de mapeamento de retina fazem parte da rotina assistencial do Ser-
vico de Neonatologia do HCC e foram realizados pela mesma médica oftalmologista ca-
pacitada. O acompanhamento oftalmolégico era iniciado durante a internacao hospitalar

e mantido via ambulatorial apos a alta. O seguimento foi considerado completo quando
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0s pacientes foram acompanhados até 40 semanas de IG corrigida ou até apresentarem
retinas totalmente vascularizadas ou com minima area avascular.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do
Grupo Hospitalar Conceicédo e da UFRGS e foi aplicado Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido aos pais dos pacientes da parte prospectiva da pesquisa.

Andlise estatistica:

O tamanho da amostra calculado foi de 288 pacientes. O calculo foi baseado em
uma incidéncia de ROP de 55% e de SF de 15%, conforme o estudo de Bharwani e
Dhanireddy que demonstrou um aumento da incidéncia de ROP pela SF de 30%, com
poder de 80% e nivel de significancia estatistica de 0,05%°.

As variaveis quantitativas foram descritas através de média e desvio padréo (dis-
tribuicdo simétrica) ou mediana e amplitude interquartil (distribuicdo assimétrica). As
variaveis qualitativas foram descritas através de frequéncias absolutas e relativas.

Para comparar as variaveis quantitativas foi aplicado o teste t de Student (distri-
buicdo simétrica) ou o teste U de Mann-Whitney (distribui¢do assimétrica). Para avaliar
a associacdo entre as variaveis qualitativas, foram empregados os testes qui-quadrado e
exato de Fisher.

Foi realizada uma analise multivariada através de regressao de Poisson com
ajuste para variancias robustas para a determinacdo das razdes de prevaléncias ajustadas
para os principais fatores envolvidos. Alguns fatores significativos na analise univariada
foram excluidos da anélise multivariada devido a multicolinearidade.

Inicialmente os pacientes foram divididos em dois grupos: com ROP (qualquer

grau) e sem ROP. Posteriormente efetuou-se uma nova divisao de grupos: com ROP
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grave (ROP grau >3) e sem ROP ou com ROP leve (grau < 2) e todas as analises foram
repetidas.
O nivel de significancia estatistica adotado foi p< 0,05 e as analises foram reali-

zadas no programa SPSS (Statistical Package for Social Science) versao 18.0.

RESULTADOS

No periodo do estudo, 456 RNs com PN<1500g e / ou 1G<32 semanas foram in-
ternados na UTI Neonatal do HCC nas primeiras 24h de vida. Destes, 12 pacientes fo-
ram excluidos por malformacdes congénitas maiores e 102 por 6bito antes de completar
avaliacdo oftalmoldgica. Um total de 342 pacientes foi inicialmente incluido no estudo.
Dezenove pacientes foram perdidos por ndo terem completado a avaliacdo oftalmolo-
gica (ndo compareceram nas consultas de acompanhamento ambulatorial). Participaram
da anélise final 323 pacientes.

A incidéncia da ROP em qualquer grau foi de 31% (100 casos) e a de ROP grave
foi de 9% (29 casos). A incidéncia de SF confirmada por hemocultura foi de 5,6% (18
casos em 323 pacientes). Nenhum paciente apresentou sinais de endoftalmite por Can-
dida. Dos 18 casos de fungemia, ocorreram 9 casos de Candida albicans (50%), 7 casos
de Candida parapsilosis (38,9%) e 2 casos de Candida sp (11%).

Na andlise inicial (pacientes com ROP em qualquer grau versus sem ROP), 0s
dois grupos foram similares quanto a presenca de pré-natal, uso de CTC antenatal, in-
feccdo ovular, tempo de bolsa rota superior a 18 horas e pré-eclampsia. Também néo
houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos quanto ao sexo, classifica-

cdo do peso para a IG, transferéncia de outro hospital, gemelaridade e incidéncia de
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sepse precoce. A presenca de ROP teve associacdo estatisticamente significativa na ana-
lise univariada com diversos fatores estudados, dentre eles a SF (tabela 1). Dentre os pa-
cientes que ndo desenvolveram ROP, 2,7% haviam apresentado SF durante a internacéo
na UTI Neonatal. Dentre os pacientes que desenvolveram ROP, 12% haviam apresen-
tado candidemia (p=0,002). Apos analise multivariada, a SF manteve-se significativa-
mente associada ao desenvolvimento de ROP (tabela 2).

Em uma segunda andlise, quanto a presen¢a de ROP grave, os dois grupos foram
similares quanto a presenca de pré-natal, infecgdo ovular e tempo de bolsa rota superior
a 18 horas. Também nédo houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos
quanto ao sexo, classificacdo do peso para a IG, transferéncia de outro hospital, gemela-
ridade e incidéncia de sepse precoce (tabela 3). A incidéncia de SF entre 0s RNs que
nédo desenvolveram ROP grave foi de 3,7%, comparada a 24,1% entre aqueles com a
doenga (P<0,001). A significancia estatistica se manteve apds analise multivariada para

controle de fatores confundidores (tabela 4).

DISCUSSAO

Em nosso estudo demonstramos que a ocorréncia de sepse fungica confirmada
por hemocultura esta associada a um aumento do risco de desenvolvimento de ROP em
qualquer grau e de ROP grave em RNs com PN inferior a 15009 e / ou com IG inferior
a 32 semanas e esta associa¢do permaneceu significativa apds ajuste para fatores de
confuséo.

Embora nossa metodologia ndo permita estabelecer uma relacéo de causa e

efeito, algumas hipdteses explicam a associagéo entre a SF e o desenvolvimento de
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ROP. Em um modelo animal com ratos, foi demonstrado que a candidiase sistémica in-
duziu neovascularizagdo renal e cerebral®. A infeccdo sistémica por Candida pode lesar
0S Vasos sanguineos retinianos em desenvolvimento, o que estimula citocinas pré-infla-
matorias, tornando-os mais vulneraveis a desenvolver ROP!. N&o se sabe se a candide-
mia modula a expresséo de fatores angiogénicos conhecidos, como o fator de
crescimento endotelial vascular, implicado na patogénese da ROP®?°, mas a capacidade
da Céandida albicans em induzir fagocitose, causar dano das células endoteliais e libera-
¢3o de citocinas e prostandides por estas células é bem documentada?-23,

As incidéncias de ROP em qualquer grau e de ROP grave na nossa amostra
(31% e 9%, respectivamente) foram bastante semelhantes as encontradas por Manzoni e
cols.(31,9% e 12,9%)*°. Nossos achados também estdo de acordo com a metanalise de
Bharwani e Dhanireddy, que indicou que a SF invasiva esta significativamente
associada ao risco de desenvolver ROP grave e ROP em qualquer grau em RNMBP®,

Diferentemente de Manzoni e cols.!®, a associacéo entre SF e ROP ndo se
limitou a RNEBP no nosso estudo, nem a ROP doenga limiar. Outra diferenca, € que a
incidéncia de SF nesse estudo foi bastante superior a nossa: 11,6% x 5,6%. Essas diver-
géncias podem dever-se aos critérios para diagnostico de SF. Consideramos SF apenas
0s casos confirmados por hemocultura, enquanto Manzoni e cols. definiram SF invasiva
quando alguma espécie de fungo era isolada em hemocultura, urina colhida por puncgéo
supra pubica estéril ou cateterismo vesical estéril com crescimento demais de 10000 or-
ganismos/mL, liquido cefalorraquidiano ou ponta de cateter intravascular (neste ultimo
caso limitado a pacientes com colonizagédo periférica prévia pelas mesmas espécies).
Nosso estudo também diverge de Karlowicz e cols., em que a associacao entre SF e
ROP ndo manteve significancia estatistica apds ajuste para idade gestacional’. Este

grupo, assim como nos, definiu SF quando houve crescimento de alguma espécie de
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Candida em ao menos uma hemocultura, entretanto, a populacdo avaliada por eles era
diferente (apenas RNEBP), e o desfecho também (apenas ROP doenca limiar).

Dentre os pontos positivos, podemos citar o sucesso do seguimento, ja que ape-
nas 19 de 342 pacientes (5,5%) foram perdidos por ndo retornarem ao ambulatorio para
completar avaliacdo oftalmolégica. Esta é uma limitacdo de muitos estudos prévios so-
bre o0 assunto, que excluiram os pacientes sem avaliacdo oftalmoldgica.

Um ponto fraco do nosso estudo é tratar-se de uma anélise secundéria, ja que o
objetivo principal era avaliar o efeito do leite materno na prevengéo da ROP. Apesar da
SF ndo ter sido o principal fator de estudo, esta anélise estava prevista desde o projeto
inicial e todos os paciente incluidos no estudo tiveram suas hemoculturas revisadas
quanto a presenca de bactérias ou fungos.

Estudos futuros, possivelmente em modelos animais, devem elucidar se a
associacao entre SF e ROP &, ou ndo, causal. Se uma relacao de causa e efeito for
comprovada, estratégias para reducdo de SF como uso criterioso e pelo menor tempo
possivel de antibidticos de amplo espectro, cateteres venosos centrais e nutrigdo
parenteral, podem impactar também na incidéncia de ROP. Outro aspecto a ser avaliado
é se 0 uso de antifungico profilatico, que ja demonstou ser seguro e eficaz na prevencao
de SF invasiva em prematuros?, poderia ter impacto também na redugio de ROP. A

triagem para ROP deve ser realizada ainda mais de perto em pacientes com fungemia.
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Tabela 1 — Fatores significativamente associados a ROP na analise univariada

RNs sem ROP RNs com ROP Valor de p
223 pacientes (69%) 100 pacientes (31%)
Apgar 5’ <7 23 (10,5%) 29 (29%) <0,001
SDR 99 (44,4%) 86 (86%) <0,001
Sepse tardia (hmc+) 57 (25,6%) 57 (57%) <0,001
Sepse fungica (hmc+) 6 (2,7%) 12 (12%) 0,002
Uso dopamina 49 (22%) 44 (44%) <0,001
Hiperglicemia 19 (8,5%) 17 (17%) 0,034
ECN 19 (8,5%) 19 (19%) 0,009
DBP 37 (16,6%) 57 (57%) <0,001
HPIV 11/ IV 5 (2,2%) 17 (17%) <0,001
PCA 31 (13,9%) 47 (47%) <0,001
Peso de nascimento 1272 £ 237 1041 + 253 <0,001
Idade gestacional 30,82 28,6 +2,2 <0,001
SNAPPE II 13 (5-23) 25 (13-47,5) <0,001
N° CHAD 1(0-2) 5(2-9) <0,001
Tempo de VM 0 (0-3) 9,5 (1-38,5) <0,001
Tempo de CPAPN 3(1-8) 8,5 (3-15) <0,001
Tempo de O 5 (1-16) 35 (11-65,5) <0,001
Tempo de NPT 3 (2-6) 6 (3,5-10) <0,001
Inicio dieta enteral 4,7 (2-6) 6 (3,5-10) <0,001
Enteral plena 16 (2-24) 28,5 (17-40) <0,001
Tempo de internacéo 48 + 20 80 + 39 <0,001
LM 42 dias 10,2 (1,5-25,5) 4,9 (0,3-15,4) 0,005

Dados expressos em média + desvio padrdo, mediana e amplitude interquartil, ou em propor¢éo (%)
quando aplicavel. ROP, retinopatia da prematuridade; RN, recém-nascido; SDR, sindrome do desconforto
respiratorio; hmc, hemocultura; ECN, enterocolite necrosante; DBP, displasia broncopulmonar; HPIV
I11/1V, hemorragia peri-intraventricular grau 111 ou IV; PCA, persisténcia do canal arterial; SNAPPE I,
Score for neonatal acute phisiology perinatal extension Il; CHAD, concentrado de hemacias; VM, venti-
lagdo mecénica; CPAPN, nasal continuous positive airway pressure; O, oxigénio; NPT, nutricdo parente-

ral total; LM, leite materno.
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Tabela 2 — Fatores significativamente associados a ROP na analise multivariada

Risco relativo IC 95% Valor de p
Sepse fangica (hmc+) 1,47 1,06-2,03 0,021
PCA 1,58 1,18-2,12 0,002
Idade gestacional 0,87 0,80-0,95 0,002

Também participaram da anélise multivariada mas ndo mantiveram significancia estatistica: sepse tardia,
ECN, DBP, HPIV Il ou IV, SNAPPE II, tempo de VM e quantidade de LM recebida nos primeiros 42
dias de vida. ROP, retinopatia da prematuridade; IC, intervalo de confianga; hmc, hemocultura; PCA, per-
sisténcia do canal arterial; ECN, enterocolite necrosante; DBP, displasia broncopulmonar; HPIV 111/1V,
hemorragia peri-intraventricular grau 111 ou IV; SNAPPE 11, Score for neonatal acute phisiology perinatal
extension Il; VM, ventilagcdo mecénica; LM, leite materno.
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Tabela 3 — Fatores de risco significativamente associados a ROP grave na analise

univariada
RNs sem ROP grave RNs com ROP grave Valor de p
294 pacientes (91%) 29 pacientes (9%)

CTC pré-natal 202 (68,7%) 14 (48,2%) 0,029
Pré-eclampsia 19 (37%) 5(17,2%) 0,044
Apgar 5° <7 41 (13,8%) 12 (42,9%) <0,001
SDR 157 (53,4%) 28 (96,6%) 0,003
Sepse tardia (hmc+) 97 (33%) 17 (58,6%) 0,008
Sepse flingica (hmc+) 11 (3,7%) 7 (24,1%) <0,001
Uso dopamina 76 (25,9%) 17 (58,6%) <0,001
Hiperglicemia 29 (9,9%) 7 (24,1%) 0,019
ECN 28 (9,5%) 10 (34,5%) <0,001
DBP 69 (23,5%) 25 (86,2%) <0,001
HPIV 1T/ IV 14 (4,8%) 8 (27,6%) <0,001
PCA 62 (21,1%) 16 (55,2%) <0,001
Peso de nascimento 1230 + 250 901 + 211 <0,001
Idade gestacional 304+22 2756+21 <0,001
SNAPPE II 15 (8-15) 39 (16,5-52,5) <0,001
N° CHAD 1(0-3,3) 10 (5,5-16,5) <0,001
Tempo de VM 0 (0-7) 49 (15,5-62,5) <0,001
Tempo de CPAPN 3 (1-10) 9 (5-15) 0,028
Tempo de O; 7 (2-26,3) 68 (44-91) <0,001
Tempo de NPT 16 (10,8-23,6) 35 (20-60) <0,001
Inicio dieta enteral 4 (2-7) 6 (4-12) 0,006
Enteral plena 17 (13-28) 34 (22-53,5) 0,020
Tempo de internagéo 53 +23,6 106,8 + 53,2 <0,001
LM 42 dias 8,4 (1,3-23,1) 2,4 (0,12-12,6) 0,034

Dados expressos em média * desvio padrdo, mediana e amplitude interquartil, ou em proporcéao (%)

quando aplicavel. ROP, retinopatia da prematuridade; RN, recém-nascido; CTC, corticoide; SDR, sin-

drome do desconforto respiratorio; hme, hemocultura; ECN, enterocolite necrosante; DBP, displasia

broncopulmonar; HPIV [11/1V, hemorragia peri-intraventricular grau I11 ou IV; PCA, persisténcia do ca-

nal arterial; SNAPPE Il, Score for neonatal acute phisiology perinatal extension Il; CHAD, concentrado

de hemécias; VM, ventilagcdo mecanica; CPAPN, nasal continuous positive airway pressure; Oz, 0xigénio;

NPT, nutricdo parenteral total; LM, leite materno.
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Tabela 4 — Fatores de risco significativamente associados a ROP grave na analise

multivariada

Risco relativo IC 95% Valor de p
Sepse fangica (hmc+) 3,64 1,57-8,41 0,003
DBP 4,2 1,28-13,82 0,018
Tempo de VM 1,01 1,01-1,02 <0,001

Também participaram da analise multivariada mas ndo mantiveram significancia estatistica: sepse tardia,
ECN, PCA, HPIV Il ou IV, SNAPPE II, IG e quantidade de LM recebida nos primeiros 42 dias de vida.
ROP, retinopatia da prematuridade; IC, intervalo de confianga; hmc, hemocultura; DBP, displasia bronco-
pulmonar; VM, ventilagdo mecanica; ECN, enterocolite necrosante; PCA, persisténcia do canal arterial;
HPIV 111/1V, hemorragia peri-intraventricular grau 111 ou 1V; SNAPPE 11, Score for neonatal acute phisi-

ology perinatal extension II; 1G, idade gestacional; LM, leite materno.
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ABSTRACT

Introduction: Retinopathy of prematurity (ROP) is a multifactorial disease.
Several risk factors have been associated with its development.

Objective: Evaluate the role of fungal sepsis as an independent risk factor for
ROP in any grade and severe ROP.

Patients and methods: Cohort study of newborns with birth weight (BW) less
than 1500 g and/or gestational age (GA) less than 32 weeks, who were born from
January 2011 to October 2014 and hospitalized in the first 24 hours of life.

Results: The prevalence of ROP in any grade was 31%. The incidence of FS
confirmed by blood culture was 5.6%. Among patients who did not develop ROP, 2.7%
had FS during hospitalization in the NICU. Among patients who developed ROP, 12%
had candidemia (p = 0.002). When patients were evaluated for severe ROP, the inci-
dence of FS among newborns who did not develop the disease was 3.7%, compared
with 24.1% among those with severe ROP (p < 0.001). The statistical significance per-
sisted after multivariate analysis for any grade (ROP and severe ROP.

Conclusion: FS seems to be an independent risk factor for the development of

ROP in any grade and severe ROP in premature babies at risk for the disease.

Keywords: Retinopathy of Prematurity; Fungal Sepsis; Candidemia; very low

birth weight infants, prematurity
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INTRODUCTION

Retinopathy of prematurity (ROP) is a vasoproliferative condition of the eye sec-
ondary to the incomplete vascularization of the retina in premature newborns, whose
natural progression can lead to blindness. The irreversible vision impairment can affect
the cognitive and psychomotor development of affected infants?. Low birth weight
(BW), gestational age (GA) and early use of oxygen are the main risk factors for ROP*
5.

Fungal Sepsis (FS) is associated with significant morbidity and mortality. Its in-
cidence varies widely among centers, probably due to differences in practices related to
modifiable risk factors, such as exposure to empiric antibiotics and duration of paren-
teral nutrition®. Candida albicans and Candida parapsilosis are the fungal species that
are predominantly isolated in blood cultures in most Neonatal Intensive Care Units (NI-
CUs)’. Invasive candidiasis is an emerging cause of neonatal sepsis and a major cause
of late-onset sepsis in newborns with very low birthweight (VLBW, BW <15009)°. In-
vasive candidiasis in extremely low birthweight (ELBW, BW <1000g) newborns is as-
sociated with a mortality rate of 30% and neurodevelopmental disability in more than
half of survivors®. The main risk factors are use of multiple antibiotic regimens, central
venous catheter, parenteral nutrition, immunodepression, very low birthweight and fun-
gal colonization®®.

Many studies have shown an association between FS and the development
ofROP!14 and a meta-analysis by Bharwani and Dhanireddy indicated that invasive FS
is significantly associated with the risk of developing severe ROP and ROP in any grade
in VLBW newborns®®. However, not all studies evaluating FS as an independent risk

factor for ROP found a significant association.
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Manzoni et al. found a significant association between FS and ROP only in
ELBW babies, and only with threshold ROP*®. Karlowicz et al. concluded in a study
that candidemia may not be an independent risk factor for ROP in ELBW newborns and
the clinically observed association may be mediated by the GA'’.

This study intended to evaluate the role of FS as an independent risk factor for

ROP in any grade and severe ROP in newborns at risk for this disease.

PATIENTS AND METHODS

The study population consisted of newborns with BW lower than 15009 and/or
at a GA lower than 32 weeks who were hospitalized at the NICU of HCC from January
2001 to October 2014. Patients transferred from other hospitals who arrived in HCC
with over 24 hours of life, patients with major congenital malformations and patients
who progressed to death before the ophthalmic examination was completed were ex-
cluded.

This is a secondary analysis of an observational cohort study using retrospective
and prospective data originally designed to evaluate the protective effect of breast milk
(BM) against ROP. Retrospective data were surveyed in patient records in the Medical
Archive and Statistics Service. The prospective portion of the research was carried out
by monitoring patients during their stay in the NICU, the Intermediate Care Unit and,
after discharge, the Ophthalmology Clinic.

The variables evaluated were the following: 1- Maternal and delivery data: Pre-
natal examination, use of antenatal corticosteroids (CTC), ovular infection, time of
premature rupture of membranes greater than 18 hours, preeclampsia and delivery route.

2- Data of newborn: Sex, BW, GA (defined by echography when an obstetric ultrasound
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was performed up to 12 weeks of pregnancy or by the Ballard method in the absence of
an early ultrasound), weight classification for GA (small, adequate or large for gesta-
tional age), Apgar score at 5 minutes, SNAPPE 2 (severity score), transfer to another
hospital, and multiple births. 3- Data of the newborn progress in the NICU: Respiratory
distress syndrome (RDS), early-onset sepsis, late-onset sepsis, FS (all sepsis confirmed
by blood culture), use of dopamine, hyperglycemia, necrotizing enterocolitis (NEC),
bronchopulmonary dysplasia (BPD), grade 111 or IV intraventricular hemorrhage (111/1V
IVH), time of mechanical ventilation (MV), time of nasal CPAP use, total time of use of
oxygen (O2), patent ductus arteriosus (PDA), number of packed red blood cell transfu-
sions (PRBC), time of use of parenteral nutrition (PN), age of beginning of enteral nu-
trition, age at which full enteral diet was reached, and length of hospital stay. 4- Feeding
data: The amount of BM received was checked daily, in mL/kg/day, from birth until the
newborns completed 42 days of life or were discharged.5- Ophthalmologic assessment
data: Development and severity of ROP and the need for surgical treatment for ROP by
laser photocoagulation. Disease staging was performed according to the International
Committee for the Classification of ROP, 2005. Retinal mapping tests are part of the
routine care at the HCC Neonatology Service and were performed by the same trained
ophthalmologist. Ophthalmologic monitoring was initiated during hospitalization and
continued through visits to the outpatient clinic after discharge. Follow-up was consid-
ered complete when patients were followed up to 40 weeks of corrected GA or until
they showed fully vascularized retinas or with a minimum avascular area.

The research project was approved by the Research Ethics Committee at
GrupoHospitalarConceicdo (GHC) and UFRGS, and an Informed Consent Form was

given to the parents of the patients in the prospective portion of the study.
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Statistical analysis:

The calculated sample size was 288 patients. The calculation was based on a
55% incidence of ROP and 15% of FS, according to a study by Bharwani and Dha-
nireddy that showed an increase in the incidence of ROP due to FS by 30%, with 80%
power and statistical significance level of 0.05%.

Quantitative variables were described as mean and standard deviation (symmet-
rical distribution) or median and interquartile range (asymmetric distribution). The qual-
itative variables were described as absolute and relative frequencies.

To compare the quantitative variable, either Student's t test (symmetrical distri-
bution) or the Mann-Whitney test (asymmetric distribution) was used. To evaluate the
association between the qualitative variables, the chi-square and Fisher’s exact tests
were used.

A multivariate analysis using Poisson regression with adjustment for robust vari-
ance was carried out to determine the prevalence ratios adjusted for the main factors in-
volved. Some significant factors in the univariate analysis were excluded from the mul-
tivariate analysis due to multicollinearity.

First, the patients were divided into two groups: with ROP (any grade) and with-
out ROP. Later, the groups were divided again: with severe ROP (ROP grade >3) and
without ROP or with mild ROP (grade < 2), and all analyses were repeated.

The statistical significance level adopted was p <0.05, and the analyses were
performed using the SPSS (Statistical Package for Social Science) software version

18.0.

RESULTS
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During the study period, 456 newborns with BW <1500g and/or GA <32 weeks
were admitted to the HCC NICU in their first 24 hours of life. Of these, 12 patients
were excluded due to major congenital malformations and 102 died before completing
their ophthalmologic evaluation. A total of 342 patients were initially included in the
study. Nineteen patients were lost because they did not complete the ophthalmologic
evaluation (they did not attend the outpatient follow-up appointments). Three hundred
twenty-three patients participated in the final analysis.

The incidence of ROP in any grade was 31% (100 cases) and of severe ROP was
9% (29 cases). The incidence of FS confirmed by blood culture was 5.6% (18 cases in
323 patients). No patient developed endophthalmitis signs due to Candida. Of 18 fun-
gemia cases, there were 9 cases of Candida albicans (50%), 7 cases of Candida para-
psilosis (38.9%) and 2 cases of Candida sp (11%).

In the initial analysis (patients with ROP in any grade versus without ROP), both
groups were similar for the presence of prenatal examination, antenatal use of CTC, ov-
ular infection, time of premature rupture of membranes exceeding 18 hours and
preeclampsia. There were no statistically significant differences between groups regard-
ing sex, weight classification for GA, transfer from another hospital, twin pregnancy
and incidence of early-onset sepsis. The presence of ROP had a statistically significant
association in the univariate analysis with various variables studied, including FS (Table
1). Among the patients who did not develop ROP, 2.7% had FS during hospitalization
in the NICU. Among the patients who developed ROP, 12% had candidemia (p =
0.002). Following the multivariate analysis, FS remained significantly associated with
the development of ROP (Table 2).

In a second analysis, when severe ROP was present, the two groups were similar

for the presence of prenatal examination, ovular infection and time of premature rupture
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of membranes exceeding 18 hours. There were no statistically significant differences ei-
ther between groups regarding sex, weight classification for GA, transfer from another
hospital, twin pregnancy and incidence of early-onset sepsis (Table 3). The incidence of
FS between newborns that did not develop severe ROP was 3.7%, compared to 24.1%
among those with the disease (p < 0.001). The statistical significance remained after the

multivariate analysis to control for confounders (Table 4).

DISCUSSION

Our study showed that the occurrence of FS confirmed by blood culture is asso-
ciated with an increased risk of ROP development in any grade and severe ROP in new-
borns with BW less than 1500g and/or GA less than 32 weeks and this association re-
mained significant after adjustment for confounders.

Although our methodology does not establish a cause and effect relationship,
some hypotheses explain the association between FS and the development of ROP. In
an animal model with rats, systemic candidiasis was shown to induce renal and cerebral
neovascularization'®.Systemic Candida infection can damage developing retinal blood
vessels, which stimulates pro-inflammatory cytokines, making them more vulnerable to
the development of ROP!L, It is not known whether candidiasis modulates the expres-
sion of known angiogenic factors such as the vascular endothelial growth factor in-
volved in the pathogenesis of ROP*2°, but the ability of Candida albicans to induce
phagocytosis, cause damage to endothelial cells and release of cytokines and pros-
tanoids by these cells is well documented?*-23,

The incidence of ROP in any grade and of severe ROP in our sample (31% and

9%, respectively) was very similar to those found by Manzoni et al. (31.9% and
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12.9%)6. Our findings are also consistent with the meta-analysis by Bharwani and Dha-
nireddy, which indicated that invasive FS is significantly associated with the risk of de-
veloping severe ROP and ROP in any grade in VLBW newborns °.

Unlike Manzoni et al'®, the association between FS and ROP was not limited to
ELBW newborns or to threshold ROPin our study. Another difference is that the inci-
dence of FS in their study was much higher than ours: 11.6% vs. 5.6%. These differ-
ences may be due to the criteria for diagnosis of FS. Only cases confirmed by bloodcul-
ture were considered FS by us, while Manzoni et al. established the presence of invasive
FS when some species of fungus wereisolated from blood cultures, urine collected using
sterile suprapubic aspiration or sterile urinary catheterization with growth of more than
10,000 organisms/mL, cerebrospinal fluid or tip of intravascular catheter (in the latter
case, limited to patients with previous peripheral colonization by the same species). Our
study also differs from Karlowicz et al., in which the association between FS and ROP
did not remain statistically significant after adjustment for GAY'. Like us, this group de-
fined FS when there was growth of some species of Candida in at least one blood cul-
ture. However, the population evaluated by them was different (only ELBW newborns),
and so was the outcome (only threshold ROP).

Among the positive points, we can mention the successful follow-up, as only 19
of 342 patients (5.5%) were lost because they failed to return to the outpatient clinic to
complete the ophthalmologic evaluation. This is a limitation in many previous studies
on the subject, which excluded patients who did not undergo ophthalmologic examina-
tion.

A weakness of our study is that it was a secondary analysis, since the main ob-
jective was to evaluate the effect of BM on the prevention of ROP. Although FS was

not the main factor under study, this analysis was planned since the initial design and all
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patients included in the study had their blood cultures reviewed for the presence of bac-
teria or fungi.

Future studies, possibly in animal models, should elucidate whether the associa-
tion between FS and ROP is causal or not. If a cause and effect relationship is proven,
strategies for the reduction of FS such as the judicious use of broad-spectrum antibiot-
ics, central venous catheters and parenteral nutrition may also have an impact on the in-
cidence of ROP. Another aspect to be evaluated is whether the use of a prophylactic an-
tifungal agent, which has already proved to be safe and effective in preventing invasive
FS in premature babies?*, could also have an impact on the reduction of ROP. Also,

screening for ROP should be more thorough in patients with fungemia.
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Table 1 — Variables significantly associated with ROP in the univariate analysis

Newborns without ROP ~ Newborns with ROP P value
223 patients (69%) 100 patients (31%)

Apgar 5° <7 23 (10.5%) 29 (29%) <0.001
RDS 99 (44.4%) 86 (86%) <0.001
Late onset sepsis 57 (25.6%) 57 (57%) <0.001
Fungal sepsis 6 (2.7%) 12 (12%) 0.002
Use of dopamine 49 (22%) 44 (44%) <0.001
Hyperglycemia 19 (8.5%) 17 (17%) 0.034
NEC 19 (8.5%) 19 (19%) 0.009
BPD 37 (16.6%) 57 (57%) <0.001
IVH HI/1V 5 (2.2%) 17 (17%) <0.001
PDA 31 (13.9%) 47 (47%) <0.001
Birthweight 1272 + 237 1041 + 253 <0.001
Gestational age 30.8+2 28.6 +2.2 <0.001
SNAPPE I 13 (5-23) 25 (13-47.5) <0.001
No. of PRBCs 1 (0-2) 5 (2-9) <0.001
Duration of MV 0 (0-3) 9.5 (1-38.5) <0.001
Duration of nasal CPAP 3(1-8) 8.5 (3-15) <0.001
Duration of O therapy 5 (1-16) 35 (11-65.5) <0.001
Duration of PN 3 (2-6) 6 (3.5-10) <0.001
Start of enteral diet 4.7 (2-6) 6 (3.5-10) <0.001
Full enteral diet 16 (2-24) 28.5 (17-40) <0.001
Hospitalization time 48 + 20 80+ 39 <0.001
Average BM 42 days 10.2 (1.5-25.5) 4.9 (0.3-15.4) 0.005

Data expressed as mean + standard deviation, median and interquartile range or as a rate (%) where

applicable. ROP, retinopathy of prematurity; RDS, respiratory distress syndrome; NEC, necrotizing

enterocolitis; BPD, Bronchopulmonary dysplasia; IVH II1 / IV, Grade I1I or IV intraventricular

hemorrhage; PDA, Patent ductus arteriosus; SNAPPE II, Score for neonatal acute phisiology perinatal

extension II; PRBC, packed red blood cell transfusions; MV, mechanical ventilation; CPAP, continuous

positive airway pressure; Oz, oxygen; BM, breast milk.
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Table 2 — Variables significantly associated with ROP in the multivariate analysis

Relative risk 95% ClI P value
Fungal sepsis 1.47 1.06-2.03 0.021
PDA 1.58 1.18-2.12 0.002
Gestational age 0.87 0.80-0.95 0.002

Also participated in the multivariate analysis but did not remain statistically significant: late-onset sepsis,
NEC, BPD, IVH Il or IV, SNAPPE II, MV time and amount of BM received within the first 42 days of
life. ROP, retinopathy of prematurity; CI, confidence interval; PDA, Patent ductus arteriosus; NEC,
necrotizing enterocolitis; BPD, Bronchopulmonary dysplasia; IVH II1 / IV, Grade III or IV
intraventricular hemorrhage; SNAPPE 11, Score for neonatal acute phisiology perinatal extension II; MV,

mechanical ventilation; BM, breast milk.
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Table 3 — Risk factors significantly associated with severe ROP in the univariate

analysis
Newborns without ~ Newborns with severe P value
severe ROP ROP

294 patients (91%) 29 patients (9%)
Prenatal CTC 202 (68.7%) 14 (48.2%) 0.029
Preeclampsia 19 (37%) 5 (17.2%) 0.044
Apgar 5’ <7 41 (13.8%) 12 (42.9%) <0.001
RDS 157 (53.4%) 28 (96.6%) 0.003
Late onset sepsis 97 (33%) 17 (58.6%) 0.008
Fungal sepsis 11 (3.7%) 7 (24.1%) <0.001
Use of dopamine 76 (25.9%) 17 (58.6%) <0.001
Hyperglycemia 29 (9.9%) 7 (24.1%) 0.019
NEC 28 (9.5%) 10 (34.5%) <0.001
BPD 69 (23.5%) 25 (86.2%) <0.001
IVH HI/IV 14 (4.8%) 8 (27.6%) <0.001
PDA 62 (21.1%) 16 (55.2%) <0.001
Birthweight 1230 + 250 901 + 211 <0.001
Gestational age 304+£22 2756+2.1 <0.001
SNAPPE Il 15 (8-15) 39 (16.5-52.5) <0.001
No. of PRBCS 1(0-3.3) 10 (5.5-16.5) <0.001
Duration of MV 0 (0-7) 49 (15.5-62.5) <0.001
Duration of nasal CPAP 3 (1-10) 9 (5-15) 0.028
Duration of O therapy 7 (2-26.3) 68 (44-91) <0.001
Duration of PN 16 (10.8-23.6) 35 (20-60) <0.001
Start of enteral diet 4 (2-7) 6 (4-12) 0.006
Full enteral diet 17 (13-28) 34 (22-53.5) 0.020
Hospitalization time 53+ 23.6 106.8 £53.2 <0.001
Average BM 42 days 8.4 (1.3-23.1) 2.4 (0.12-12.6) 0.034

Data expressed as mean + standard deviation, median and interquartile range or as a rate (%) where
applicable. ROP, retinopathy of prematurity; CTC, corticosteroid; RDS, respiratory distress syndrome;

NEC, necrotizing enterocolitis; BPD, Bronchopulmonary dysplasia; IVH III / IV, Grade III or IV
intraventricular hemorrhage; PDA, Patent ductus arteriosus; SNAPPE II, Score for neonatal acute

phisiology perinatal extension II; PRBC, packed red blood cell transfusions; MV, mechanical ventilation;
CPAP, continuous positive airway pressure; O», oxygen; PN, parenteral nutrition; BM, breast milk.
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Table 4 — Risk factors significantly associated with severe ROP in the multivariate
analysis

Relative risk 95% CI P value
Fungal sepsis 3.64 1.57-8.41 0.003
BPD 4.2 1.28-13.82 0.018
Duration of MV 1.01 1.01-1.02 <0.001

Also participated in the multivariate analysis but did not remain statistically significant: late-onset sepsis,
NEC, PDA, IVH I1l or IV, SNAPPE Il, GA and amount of BM received within the first 42 days of life.
ROP, retinopathy of prematurity; CI, confidence interval, BPD, Bronchopulmonary dysplasia; MV,
mechanical ventilation; NEC, necrotizing enterocolitis; PDA, Patent ductus arteriosus; IVH II1 / 1V,
Grade III or IV intraventricular hemorrhage; SNAPPE II, Score for neonatal acute phisiology perinatal

extension II; GM, gestational age; BM, breast milk.
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RESUMO

Introducio: A displasia broncopulmonar (DBP) ¢ uma das principais
complicagdes em longo prazo dos recém-nascidos (RNs) de muito baixo peso (RNMBP,
PN <1500 gramas). Sua etiologia ¢ multifatorial e complexa. As altas concentracdes de
oxigénio, frequentemente necessarias para manter a oxigenagao dos prematuros (PMTs),
resulta em estresse oxidativo, que prenuncia o desenvolvimento da doenga em alguns
casos. O leite materno (LM) tem propriedades antioxidantes que podem proteger os
RNs do estresse oxidativo e pode ter um efeito protetor contra o desenvolvimento da
DBP.

Objetivos: Avaliar o possivel efeito protetor do LM contra a DBP, através da
comparacao da quantidade de LM recebida entre os pacientes que desenvolveram DBP
e aqueles livres da doenga.

Pacientes e métodos: Estudo de coorte observacional incluindo RNs com peso
de nascimento (PN) inferior a 1500 gramas e / ou com idade gestacional (IG) inferior a
32 semanas, nascidos no periodo de janeiro de 2011 a outubro de 2014 e internados nas
primeiras 24 horas de vida na UTI Neonatal do Hospital da Crianga Concei¢ao (HCC)
em Porto Alegre. A DBP foi definida pela necessidade de oxigénio suplementar por
periodo superior ou igual a 28 dias.

Resultados: A incidéncia da DBP foi de 29,1% (94 casos em 323 pacientes). A
mediana da quantidade de LM recebida nas primeiras seis semanas de vida pelos
pacientes foi de 10,8mL/kg/dia entre os pacientes sem DBP (amplitude interquartil 2,6-
26,8) e de 2,3 mL/kg/dia entre os pacientes com DBP (0,08-9,9). A quantidade de LM
recebida foi inversamente associada a incidéncia de DBP, mesmo apés analise

multivariada para controle de fatores de confusdo. Determinado através de uma curva



136

ROC, o ponto de corte para que o efeito protetor se manifeste foi a quantidade média de
7mL/kg/dia de LM durante os primeiros 42 dias de vida.

Concluséo: A alimentacdo de PMTs com LM esta associada a um menor risco
para o desenvolvimento de DBP.

Palavras-chave: Displasia broncopulmonar e leite materno.
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INTRODUCAO

A DBP € uma doenca pulmonar cronica que acomete, em geral, PMTs
submetidos a oxigenioterapia e a ventilagdo mecanica (VM) nos primeiros dias de vida.
Ela se desenvolve em 16-20% dos RNMBP e continua sendo a principal causa de
morbidade e mortalidade pulmonar durante a infancia’, apesar do aumento do uso de
corticoide (CTC) antenatal, de surfactante exogeno e de estratégias de suporte
respiratorio menos invasivas>®. E uma preocupacio em salde plblica, pois resulta em
internacOes frequentes, com altas taxas de mortalidade, além de outras complicacdes
como déficit no ganho pondero-estatural e distdrbios no neurodesenvolvimento®.

A etiologia da DBP € multifatorial e complexa. O tecido pulmonar de
prematuros sofre a falta de surfactante e uma alveolarizacdo incompleta para uma
superficie ventilatéria adequada. A imaturidade pulmonar leva a microatelectasias
difusas e reducdo da complacéncia. Esses fatores tornam os pulmdes imaturos mais
suscetiveis a lesGes oxidativas causadas pelo uso de oxigénio suplementar e volutrauma.
Fatores genéticos, hemodinamicos, metabolicos, nutricionais, mecanicos e infecciosos
atuam de forma cumulativa e sinérgica na fisiopatologia da lesdo pulmonar, sendo a
geracdo de radicais livres (RL) reconhecida como a principal causa de danos aos
pulmdes®.

Os RLs, normalmente produzidos em organismos vivos, sdéo moléculas
altamente reativas que contém um ou mais elétrons desemparelhados. Quando
produzidos em excesso, se tornam mediadores importantes de lesdo de células e
tecidos®.

Normalmente existe um equilibrio critico entre a producdo de RL e as defesas

antioxidantes. O estresse oxidativo ocorre quando a producdo de RL toxicos excede a
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capacidade dos mecanismos de defesa em neutraliza-los. As rea¢des com RL levam a
oxidacdo de lipidios, proteinas e polissacarideos; levam também a fragmentacao do
DNA, modificagdes nas bases e ruptura dos filamentos, resultando numa enorme
variedade de efeitos bioldgicos destrutivos’. Saugstad propds a existéncia da “Doenca
dos radicais livres de oxigénio em neonatologia”, devido a grande propensao dos
neonatos a injlria causada pelas espécies reativas toxicas de oxigénio®, que atuam como
mecanismo patogénico comum em diversas patologias no periodo neonatal, entre as
quais a DBP, ROP, ECN e leucomalécia periventricular. A expressao clinica da doenca
difere de acordo com o 6rgao acometido. A contribuicdo especifica do estresse
oxidativo na patogénese e progressao destas doengas € apenas parcialmente
compreendida’®,

E sabido que a alimentag&o de PMTs com LM reduz o risco de diversos
desfechos negativos da prematuridade, como sepse tardia, ROP e ECN, assim como
reduz a durag&o e os custos da hospitalizacdo na UTI Neonatal®'2. Mais recentemente, o
impacto do leite humano nestas morbidades emergiu como uma relacéo de dose-
resposta, o que significa que “doses” mais elevadas de leite humano proporcionam uma
maior reducéo de risco®.

O efeito da alimentagdo com LM no desenvolvimento da DBP havia sido muito
pouco estudado, com resultados inconsistentes®!*, Em publicago recente, Spiegler e
cols. demonstraram que a alimentacdo de RNMBP com LM exclusivo foi associada a
uma reducdo do risco de DBP quando comparados aos alimentados com FL exclusiva®®.,

Nosso estudo teve como objetivo avaliar o efeito protetor do LM contra a DBP
atraves da comparacdo da quantidade de LM recebida entre os pacientes que

desenvolveram DBP e aqueles livres da doenga.
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PACIENTES E METODOS

Populacéo e logistica:

A populacéo da pesquisa foi constituida por todos os RNs com PN inferior a
15009 e / ou com IG inferior a 32 semanas, internados na UTI Neonatal do HCC no
periodo de janeiro de 2011 a outubro de 2014. Foram excluidos os pacientes
transferidos de outros hospitais que chegaram ao HCC com mais de 24 horas de vida,
pacientes com malformacGes congénitas maiores e pacientes que evoluiram ao ébito
antes de completar 42 dias de vida.

Esta € uma andlise secundéria de um estudo de coorte observacional, com dados
retrospectivos e prospectivos, originalmente delineado para avaliar o efeito protetor do
LM contra ROP. Os dados retrospectivos foram pesquisados nos prontuérios no Servico
de Arquivo Médico e Estatistica. A parte prospectiva da pesquisa foi realizada atraves
do acompanhamento dos pacientes durante sua internacdo na UTI Neonatal e na

Unidade de Cuidados Intermediarios.

Variaveis avaliadas:
1- Dados maternos e do parto: Pré-natal, uso de corticoide (CTC) antenatal, infeccao

ovular, tempo de bolsa rota (BR) superior a 18 horas e pré-eclampsia.

2- Dados do RN: Sexo, PN, IG (definida por ecografia quando havia US obstétrica
realizada até 12 semanas de 1G ou por Ballard na auséncia de ecografia precoce),
classificacdo do peso para a IG (pequeno, adequado ou grande para a 1G), Apgar no

5° minuto e SNAPPE 2 (escore de gravidade).

3- Dados da evolugéo do RN na UTI:
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- Sindrome do desconforto respiratorio (SDR) diagnosticada na presenca de sinais
de desconforto respiratorio com necessidade de 40% ou mais de oxigénio e de
reposicao de surfactante exdgeno;

- Sepse precoce, sepse tardia e sepse flngica diagnosticadas pela presenca de sinais
clinicos de sepse e confirmadas por hemocultura (hmc);

- Enterocolite necrotizante (ECN) definida pela presenca sinais clinicos da doenga,
acompanhados de pneumatose intestinal ou pneumoperitonio ao RX;

- Hemorragia peri-intraventricular grau 111 ou IV (HPIV 111/1V) determinada através
de exames de ultrassom cerebral seriados, conforme rotina assistencial do servigo,
utilizando a classificacio de Papile!®;

- Tempo de VM;

- Persisténcia do canal arterial (PCA) confirmado por ecocardiograma;

- Tempo de uso de nutricdo parenteral (NPT);

- Tempo de internagé&o.

Dados da alimentacdo: A quantidade de LM recebida foi verificada diariamente, em
mL/kg/dia, desde o nascimento dos RNs até que completassem 6 semanas de vida
ou recebessem alta hospitalar. Também foi verificada a quantidade total de leite
recebida por dia (quantidade total de leite = LM + férmula lactea, ja que os
pacientes ndo receberam leite humano de banco de leite durante o periodo do

estudo).

DBP: definida pela necessidade de oxigénio suplementar por periodo maior ou igual

a 28 dias, conforme consenso de 20057,
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Considerac0es éticas:
O projeto de pesquisa foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do
Grupo Hospitalar Conceicédo e da UFRGS e foi aplicado Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido aos pais dos pacientes da parte prospectiva da pesquisa.

Andlise estatistica:

O tamanho da amostra calculado foi de 254 pacientes. O célculo foi baseado em
uma incidéncia de DBP de 30% (dados locais), objetivando detectar uma reducéo de
DBP em 60%, com poder de 80% e nivel de significncia estatistica de 0,05; conforme
0 estudo de Spiegler e cols. que demonstrou menor incidéncia de DBP entre RNMBP
alimentados com LM quando comparados aos alimentados exclusivamente com FL.

As variaveis quantitativas foram descritas atraves de média e desvio padrdo
(distribuicdo simétrica) ou mediana e amplitude interquartil (distribuicdo assimétrica).
As variaveis qualitativas foram descritas através de frequéncias absolutas e relativas.

Os pacientes foram divididos em dois grupos: com DBP e sem DBP. Para
comparar as variaveis quantitativas foi aplicado o teste t de Student (distribuicdo
simétrica) ou o teste U de Mann-Whitney (distribuicdo assimétrica). Para avaliar a
associacao entre as variaveis qualitativas, foram empregados os testes qui-quadrado e
exato de Fisher.

Foi realizada uma curva ROC na busca de um ponto de corte, um valor minimo
de LM necessario para que o efeito protetor se manifeste.

Posteriormente foi realizada uma analise multivariada atraves de regressédo de
Poisson com ajuste para variancias robustas para a determinacgéo das razdes de

prevaléncias ajustadas para os principais fatores envolvidos. Alguns fatores
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significativos na anélise univariada foram excluidos da anélise multivariada devido a
multicolinearidade.
O nivel de significancia estatistica adotado foi p < 0,05 e as analises foram

realizadas no programa SPSS (Statistical Package for Social Science) versao 18.0.

RESULTADOS

No periodo do estudo, 437 RNs com PN<1500g e / ou 1G<32 semanas foram
internados na UTI Neonatal do HCC nas primeiras 24h de vida. Destes, 12 pacientes
foram excluidos por malformagdes congénitas maiores e 102 por 6bito antes de
completar 42 dias de vida. Um total de 323 pacientes participaram da andlise final.

A prevaléncia da DBP foi de 29,1% (94 casos em 323 pacientes). A quantidade
média de LM recebida por dia nos primeiros 42 dias de vida foi de 13,7mL/kg/dia,
correspondendo a 19,1% da quantidade total de leite recebida no periodo.

A mediana da quantidade de LM recebida nas primeiras seis semanas de vida
pelos pacientes sem DBP foi de 10,8mL/kg/dia (amplitude interquartil 2,6-26,8) e pelos
pacientes com DBP de 2,3 mL/kg/dia (0,08-9,9). Diversos fatores analisados foram
associados ao desenvolvimento de DBP na anéalise univariada (tabela 1). A quantidade
de LM recebida foi inversamente associada a incidéncia de DBP, mesmo ap6s analise
multivariada para controle de fatores de confuséo (tabela 2).

Através da curva ROC (figura 1), determinamos que a quantidade média minima
de LM nos primeiros 42 dias de vida necessaria para prevencao da DBP € de
7mL/kg/dia, (area sob a curva = 0,703). O ponto de corte escolhido foi aquele com
concomitante maior sensibilidade e especificidade na curva ROC (sensibilidade de

73,4% e especificidade de 62,9%). Na analise univariada, comparando o risco de DBP



143

entre 0s RNs que receberam em média até 7mL/kg/dia e agueles que receberam uma
quantidade média superior, encontramos um RR de 3,03 (IC 2,03-4,5). Apds anélise

multivariada para ajuste para fatores de confuséo, o RR passou a ser de 1,7 (IC 1,2-2,4).

DISCUSSAO

Em nosso estudo, a quantidade de LM recebida foi inversamente associada a
incidéncia de DBP, mesmo apds analise multivariada para controle de fatores de
confuséo. A prevaléncia da DBP foi de 29,1%. A grande maioria dos prematuros em
risco para DBP na nossa populacédo recebe uma alimentagdo mista, com pouca
quantidade de LM e predominio de formula lactea. A quantidade média de LM recebida
por dia nos primeiros 42 dias de vida na nossa populacdo foi muito baixa, de apenas
13,7mL/kg/dia, correspondendo a 19,1% da quantidade total de leite recebida no
periodo. A mediana da quantidade de LM recebida nas primeiras seis semanas de vida
pelos pacientes foi de 10,8mL/kg/dia entre os pacientes sem DBP e de 2,3mL/kg/dia
entre os pacientes com DBP. O ponto de corte para que o efeito protetor apareca,
encontrado através da curva ROC, foi de 7mL/kg/dia.

Incrivelmente essa quantidade baixa de LM foi suficiente para exercer um efeito
protetor contra a DBP. Este efeito muito provavelmente se deve as propriedades
antioxidantes do LM. Em contraste com o desenvolvimento pulmonar fetal em um
ambiente intrauterino relativamente hipoxico, o desenvolvimento pulmonar pds-natal
em PMTs é dificultado pelo aumento do estresse oxidativo'®. Os PMTs sio
particularmente vulneraveis ao estresse oxidativo, pois apresentam producdo acelerada
de RL e protecdo antioxidante limitada (tanto pela interrupgéo da transferéncia

placentario-fetal de moléculas antioxidantes como pela sua insuficiente produgéo
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enddgena), 0 que aumenta a suscetibilidade dos tecidos em crescimento rapido ao
dano'®?. O leite humano reduz o estresse oxidativo?'?? e proporciona uma melhor
protecdo antioxidante em comparagdo com as formulas para lactentes devido a presenca
de componentes enzimaticos especificos, tais como a superdxido dismutase humana?24,
E importante citar que todo LM recebido pelos PMTs no periodo do estudo foi
previamente congelado e pasteurizado e que o efeito protetor do LM fresco pode ser
ainda maior. Sabe-se que o congelamento ndo altera as propriedades antioxidantes do
LM%, mas o processo de pasteurizagdo as reduz?.

Schanler e cols. realizaram um ensaio clinico randomizado quanto a alimentacéao
de PMTs menores de 30 semanas de idade gestacional e trés grupos foram comparados:
LM exclusivo, leite humano pasteurizado e formula lactea para PMT exclusiva. Tanto o
grupo do LM exclusivo como o grupo do leite humano pasteurizado apresentaram
menores incidéncias de DBP quando comparados ao grupo da formula exclusiva,
entretanto ndo houve ajuste para fatores de confuséo, ja que a DBP ndo estava entre 0s
principais desfechos analisados®. O’Connor e cols. compararam RNs de baixo peso
quanto ao tipo de alimentacéo e ndo encontraram diferenca estatisticamente significativa
quanto a incidéncia de DBP entre os grupos**. Spiegler e cols. demonstraram que a
alimentacdo de RNMBP com LM exclusivo foi associada a uma redugéo do risco de
DBP quando comparados aos alimentados com FL exclusiva'®. Semelhante a esse
ultimo estudo, demonstramos menor incidéncia de DBP em RNMBP alimentados com
LM. Uma importante diferenca € que em nosso estudo contabilizamos a quantidade
diaria exata de LM recebida pelos RNs nos primeiros 42 dias de vida e realizamos uma
comparacédo entre médias e/ou medianas da quantidade de LM recebida entre os grupos
com e sem DBP. Spiegler e cols. compararam RNMBP alimentados com LM exclusivo

com RNMBP alimentados com FL exclusiva. Todos RNs com alimentacdo mista, o0 que



145

corresponde a imensa maioria dos RNMBP no nosso meio, foram excluidos da anélise.
Nossa incidéncia geral de DBP foi bastante superior a encontrada por eles (29,1% e
18,4%, respectivamente). Esta diferenca pode ser explicada pela definicdo de DBP,
definida por eles como a necessidade de oxigénio suplementar ou qualquer suporte
respiratério com 36 semanas de idade p6s-menstrual e por n6s como necessidade de
oxigénio suplementar por periodo maior ou igual a 28 dias.

Como pontos positivos do nosso estudo, podemos citar a contabilidade detalhada
da quantidade de LM e da quantidade total de leite recebida por dia pelos PMTs durante
as primeiras seis semanas de vida. Salientamos também que este foi o primeiro estudo a
demonstrar que mesmo pequenas quantidades de LM sdo capazes de reduzir a
incidéncia de DBP. Diferentemente do estudo prévio, ndo excluimos os RNs em
alimentacdo mista, até porque estes correspondem a imensa maioria da nossa populagéo.

Uma limitag&o do nosso estudo foi néo ter sido inicialmente delineado para
avaliar o efeito do LM na protecdo da DBP. Entretanto isto ndo invalida nossos
resultados, ja que todos os pacientes incluidos foram avaliados quanto ao
desenvolvimento de DBP durante a coleta de dados. Além disso, realizamos um calculo
de tamanho de amostra especifico para este estudo, em que 0 nimero de pacientes
necessarios foi inferior ao nimero de pacientes incluidos no presente estudo. Outra
limitacdo foi ndo termos conseguido avaliar o efeito protetor do LM contra a DBP
quando definida pela necessidade de O ou suporte ventilatério com 36 semanas de 1G
corrigida. Devido a diminuic&o significativa no nimero de casos quando utilizando este
critério diagnostico (apenas 61 casos em 323 pacientes ou 18,8%), ndo foi possivel
realizar uma analise estatistica adequada, inviabilizando qualquer tipo de associacao.
Outra possivel limitagdo poderia ter sido a pequena quantidade de LM que os RNs em

risco para DBP receberam na populacéo estudada, mas isto acabou servindo para
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mostrarmos o poder de protecdo do LM contra DBP, que se manifesta mesmo em
pequenas “doses”.

O LM para alimentagdo dos PMT traz, além dos beneficios ja bem estabelecidos,
também protecdo contra o desenvolvimento da DBP. E possivel que outras doencas da
prematuridade influenciadas pelo estresse oxidativo também possam ter suas
incidéncias reduzidas com um maior aporte de LM. Este é mais um motivo para
intensificarmos o incentivo a ordenha de leite pelas médes dos PMTSs para alimentacao

dos seus bebés e incentivo também para novos estudos nessa area.
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Tabela 1 — Associacdo entre fatores estudados e DBP na andlise univariada

RNs sem DBP RNs com DBP Valor de p
229 pacientes (70%) 94 pacientes (30%)
Pré-natal 209 (91,3%) 86 (91,5%) 0,948
CTC antenatal 156 (68,1%) 60 (63,8%) 0,515
Infeccdo ovular 29 (12,7%) 13 (13,8%) 0,856
BR > 18 horas 49 (21,4%) 17 (18,1%) 0,547
Pré-eclampsia 87 (38%) 27 (28,7%) 0,125
Sexo masculino 111 (48,5%) 51 (54,3%) 0,392
Pequeno para IG 109 (47,6%) 28 (29,8%) 0,004
Apgar 5° <7 21 (9,3%) 32 (33,7%) <0,001
SDR 102 (44,5%) 83 (88,3%) <0,001
Sepse precoce (hmc+) 5 (2,2%) 0 (0%) 0,327
Sepse tardia (hmc+) 59 (25,8%) 54 (58,5%) <0,001
Sepse fungica (hmc+) 9 (3,9%) 9 (9,6%) 0,060
HPIV I/ IV 5(2,2%) 17 (18,1%) <0,001
PCA 94 (41%) 55 (59%) <0,001
ECN 21 (9,2%) 17 (18,1%) 0,035
Peso de nascimento 1287 (750-950) 989 (495-1795) <0,001
Idade gestacional 31 (25,4-36,5) 28,2 (23-33) <0,001
SNAPPE II 13,8 (0-66) 33,3 (0-94) <0,001
Tempo de VM 1,8 (0-19) 29,7 (0-158) <0,001
Tempo de NPT 17,1 (0-72) 36,9 (8-150) <0,001
Média LM 42 dias 10,8 (0-128) 2,3 (0-103) <0,001

Dados expressos em média * desvio padrdo, mediana e amplitude interquartil, ou em proporcéo (%)

quando aplicavel. DBP, displasia broncopulmonar; RN, recém-nascido; CTC, corticoide; BR, bolsa rota;

IG, idade gestacional; SDR, sindrome do desconforto respiratdrio; hmc, hemocultura; HPIV 1I/1V,

hemorragia peri-intraventricular grau 111 ou IV; PCA, persisténcia do canal arterial; ECN, enterocolite

necrosante; SNAPPE 11, Score for neonatal acute phisiology perinatal extension Il; VM, ventilacao

mecanica; NPT, nutricdo parenteral total; LM, leite materno.
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Tabela 2 — Fatores significativamente associados a DBP na analise multivariada

Risco relativo IC 95% Valor de p
Peso de nascimento 0,999 0,99-1,00 0,033
Idade gestacional 0,927 0,86-0,99 0,044
SDR 2,279 1,25-4,15 0,007
Média LM 42 dias 0,981 0,96-0,99 0,030

Também participaram da analise multivariada mas ndo mantiveram significancia estatistica: sepse tardia,
sepse fungica, ECN, PCA, HPIV |1l ou IV, SNAPPE Il e tempo de NPT. DBP, displasia broncopulmonar;
IC, intervalo de confianca; SDR, sindrome do desconforto respiratdrio; LM, leite materno; ECN,
enterocolite necrosante; PCA, persisténcia do canal arterial; HPIV 111/1V, hemorragia peri-intraventricular
grau Il ou IV; SNAPPE |1, Score for neonatal acute phisiology perinatal extension Il; NPT, nutri¢do
parenteral total.
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ABSTRACT

Introduction: Bronchopulmonary dysplasia (BPD) is the main long-term
complication in very low birth weight newborns. Its etiology is multifactorial, and the
high oxygen levels often needed to maintain the oxygenation of newborns with VLBW
result in oxidative stress, which, in some cases, indicate development of the disease.

Objectives: Assess the possible protective effect of BM against BPD, since it
has antioxidant properties.

Methods: Cohort study including infants with a birth weight (BW) below 1500
grams and / or gestational age (GA) of less than 32 weeks, born between January 2011
and October 2014. BPD was defined by the need for supplementary oxygen for 28 days
or more.

Results: The incidence of BPD was 29.1%. The median amount of BM received
by the patients in the first six weeks of life was significantly higher in patients without
BPD (10.8mL/kg/day) than in those with BPD (2.3 mL/kg/day). The amount of BM
received was inversely associated with the incidence of BPD, even after multivariate
analysis. The cutoff point at which the protective effect emerged was an average amount
of 7 mL/kg/day of BM during the first 42 days of life.

Conclusion: Feeding VLBW infants with breast milk is associated with a lower
risk of developing BPD.

Keywords: Bronchopulmonary dysplasia, breast milk, very low birth weight

infants, prematurity
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INTRODUCTION

BPD is a chronic lung disease that generally affects newborn infants submitted
to oxygen therapy and mechanical ventilation (MV) in the first days of life. It develops
in 16-20% of VLBW infants and is the main cause of morbidity and mortality during
infancy', despite increased use of antenatal steroids, surfactant therapy and less invasive
respiratory support strategies>*. The disorder is a public health concern since it results
in frequent hospitalization with high mortality rates and other complications, including
delayed growth and weight gain, and neurodevelopmental problems®.

Its etiology is multifactorial and complex. Lung tissue in premature babies is
compromised by lack of surfactant and incomplete alveolarization, resulting in
respiratory distress. Lung immaturity leads to diffuse microatelectasis and decreased
lung compliance. These factors make the lungs more susceptible to oxidative stress
caused by the use of supplementary oxygen and barotrauma. Genetic, hemodynamic,
metabolic, nutritional, mechanic and infectious factors act cumulatively and
synergistically in the physiopathology of lung injury, with the generation of free radicals
(FR) recognized as the main cause of lung damage?®.

Typically produced in living organisms, FR are highly reactive molecules
containing one or more unpaired electrons. When produced in excess, they become
important mediators of cell and tissue injury®.

There is generally a critical balance between the production of FR and
antioxidant defense systems. Oxidative stress occurs when the production of toxic FR
exceeds defense mechanisms' ability to neutralize them. Reactions with FR lead to the
oxidation of lipids, proteins and polysaccharides, as well as DNA fragmentation, base

changes and filament rupture, producing a wide range of destructive biological effects’.
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Saugstad proposed the existence of an “oxygen radical disease in neonatology” given
the overwhelming propensity of newborns to injury caused by toxic reactive oxygen
species®, which act as a common pathogenic mechanism in different pathologies during
the neonatal period, including BPD, retinopathy of prematurity (ROP), necrotizing
enterocolitis (NEC) and periventricular leukomalacia. Clinical expression of the disease
differs depending on the organ affected. The specific contribution of oxidative stress to
the pathogenesis and progression of these diseases is only partially understood”.

Feeding newborns with human milk is known to reduce the risk of several
negative outcomes of prematurity, such as late-onset sepsis, ROP and NEC, as well as
shortening stays in the NICU and lowering the costs involved”!2. Recently, the impact
of breast milk on these morbidities has emerged as a dose-response relationship,
whereby higher doses of breastmilk provide greater risk reduction'.

The effect of breast milk on the development of BPD has been little studied,
with inconsistent results”!4. In a recent study, Spiegler et al. found that exclusive
breastfeeding of VLBW infants was associated with reduced risk of BPD when
compared to those fed only infant formula'®.

This study aimed to assess the possible protective effect of BM against BPD by
comparing the amount of BM received among patients who developed BPD and those

who didn’t develop the disease.

PATIENTS AND METHODS

Population and logistics:

The study population consisted of infants with BW below 1500g and / or GA of

less than 32 weeks, hospitalized in the NICU of HCC from January 2011 to October
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2014. Patients transferred from other hospitals who were more than 24 hours old when

they arrived at HCC, infants with major congenital malformations, and those who died

before completing 42 days of life were excluded from the study.

This is a secondary analysis of an observational cohort study, with retrospective

and prospective data, originally designed to evaluate the protective effect of BM against

ROP. Retrospective data were taken from patient charts at the Medical Archives and

Statistics Service. The prospective portion of the study was conducted by monitoring

the infants during their hospitalization in the NICU and Intermediate Care Unit.

Variables assessed:

1-

Maternal and birth data: Prenatal, use of antenatal steroids, ovular infection, rupture
of membranes (ROM) for more than 18 hours and preeclampsia.

Newborn data: Sex, BW, GA (defined by ultrasound when an obstetric ultrasound
was performed up to 12 weeks GA or by Ballard in the absence of an early
ultrasound), weight classification for GA (small, satisfactory or large for GA), 5-
minute Apgar score and SNAPPE 2 (severity score).

Data on newborn progress in the ICU:

- Respiratory distress syndrome (RDS) diagnosed in the presence of signs of
respiratory discomfort with the need for 40% oxygen or more and surfactant
replacement therapy;

- Early and late-onset sepsis and fungal sepsis diagnosed by the presence of clinical
signs of sepsis and confirmed by blood culture;

- NEC defined by the presence of clinical signs of the disease accompanied by
pneumatosis intestinalis or pneumoperitoneum on X-ray;

- Grade III or IV intraventricular hemorrhage (IVH II1 / IV) determined by cerebral
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ultrasound realized in accordance with the service’s care routine, using the Papile-
Burstein classification!®;

- Time on MV;

- Patent ductus arteriosus (PDA) confirmed by echocardiogram,;

- Time on parenteral nutrition (PN);

- Length of hospital stay.

Feeding data: The amount of BM received was checked daily, in mL/kg/day, from
birth until the newborns completed 6 weeks of life or were discharged. The total
amount of milk received per day was also calculated (total amount of milk = BM +
infant formula, since infants did not receive human milk from milk banks during the
study period).

BPD: defined by the need for supplementary oxygen for 28 days or more, in

accordance with the 2005 consensus'”.

Ethical considerations:

This study was approved by the Research Ethics Committee of Grupo Hospitalar

Concei¢do (GHC) and UFRGS and the parents of the patients in the prospective part of

the research gave written informed consent.

Statistical analysis:

The sample size calculated was 254 patients. The calculation was based on a

BPD rate of 30% (local data) and aimed at detecting a 60% decline in BPD, with power

of 80% and a statistical significance level of 0.05; in accordance with the study by

Spiegler et al., who observed lower BPD rates among breastfed VLBW infants when

compared to babies fed only infant formula'>.
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Quantitative variables were expressed as mean and standard deviation
(symmetric distribution) or median and interquartile range (asymmetric distribution).
Qualitative variables were expressed as absolute and relative frequencies.

The patients were divided into two groups: with BPD and without BPD. The
Student’s t-test (symmetric distribution) or Mann-Whitney U test (asymmetric
distribution) were used to compare the quantitative variables. The chi-square test and
Fisher’s exact test were applied to assess the association between qualitative variables.

A ROC curve was produced to identify a cutoff point, that is, the minimum
amount of BM needed to provide a protective effect.

Poisson multivariate regression with robust error variance was carried out to
determine the adjusted prevalence ratios for the main factors involved. Some significant
factors in the univariate analysis were excluded from the multivariate analysis due to
multicollinearity.

A statistical significance level of p < 0.05 was adopted and analyses were
performed using SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) software, version

18.0.

RESULTS

During the study period, 437 newborns with BW<1500g and / or GA<32 weeks
were hospitalized in the NICU of HCC in the first 24 hours of life. Of these, 12 infants
were excluded due to major congenital malformations and 102 died before completing
42 days of life. A total of 323 patients participated in the final analysis.

BPD prevalence was 29.1% (94 cases in 323 patients). The average amount of

BM received per day in the first 42 days of life was 13.7mL/kg/day, corresponding to
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19.1% of the total amount of milk received during the period.

The median amount of BM received by infants without BPD in the first six
weeks of life was 10.8mL/kg/day (interquartile range from 2.6 to 26.8) and 2.3
mL/kg/day (0.08 to 9.9) for babies with BPD. Several factors analyzed were associated
with BPD development in the univariate analysis (table 1). The amount of BM received
was inversely associated with the incidence of BPD, even after multivariate analysis to
control confounding factors (table 2).

Based on the ROC curve, we determined that the minimum amount of BM
needed in the first 42 days of life to prevent BPD is 7mL/kg/day (area underneath the
curve = 0.703). The cutoff point selected simultaneously showed the highest sensitivity
and specificity on the ROC curve (sensitivity of 73.4% and specificity of 62.9%). In
multivariate analysis, we found a relative risk (RR) of 3.03 (confidence interval, CI
2.03-4.5) when patients that received up to 7mL/kg/day of BM on average where
compared to those fed a higher average amount. After multivariate analysis to adjust for

confounding variables, the RR recorded was 1.7 (C1 1.2 — 2.4).

DISCUSSION

In our study, the amount of BM received was inversely associated with the
incidence of BPD, even after multivariate analysis to control confounding factors. BPD
prevalence was 29.1%. Most of the premature babies at risk for BPD in our population
received a mixed diet consisting primarily of infant formula and little BM. The average
amount of BM received per day in the first 42 days of life in our population was very
low, just 13.7mL/kg/day, corresponding to 19.1% of the total amount of milk received

in the period. The median amount of BM received in the first six weeks of life was
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10.8mL/kg/day in patients without BPD and 2.3 mL/kg/day among those who
developed BPD. The cutoff point identified for the emergence of the protective effect,
based on the ROC curve, was 7mlL/kg/day.

Incredibly, this low amount of BM was sufficient to exercise a protective effect
against BDP, likely due to the antioxidant properties of BM. In contrast with fetal lung
development in a relatively hypoxic intrauterine environment, postnatal lung
development in newborns is hampered by increased oxidative stress'®. Newborns are
particularly vulnerable to oxidative stress because they exhibit accelerated FR
production and limited antioxidant protection (due to interrupted placental transfer of
antioxidant molecules and insufficient endogenous production), which increases the

21,22 and

susceptibility of fast-growing tissue to damage'®*°. BM reduces oxidative stress
provides better antioxidant protection when compared to infant formula due to the
presence of specific enzyme components, such as superoxide dismutase?**, It is
important to note that all the BM received during the study period was previously
frozen and pasteurized and the protective effect of fresh BM could be even greater. It is
known that freezing does not change the antioxidant properties of BM?°, whereas the
pasteurization process reduces them?®.

Schanler et al. conducted a randomized clinical trial on the diet of infants with a
GA of less than 30 weeks, comparing three groups: exclusive BM, pasteurized BM, and
exclusive infant formula. Both the exclusive BM group and pasteurized BM group
showed lower BPD rates when compared to the exclusive formula group; however,
there was no adjustment for confounding factors, since BPD was not among the main
outcomes analyzed’. O’Connor et al. compared type of diet in low weight newborns and

found no statistically significant intergroup difference for the incidence of BPD'.

Spiegler et al. found that exclusive breastfeeding of VLBW infants was associated with
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reduced risk of BPD when compared to those feed only infant formula'®. Similarly, we
observed a lower BDP rate in breastfed infants. An important difference is that in our
study we calculated the exact daily amount of BM received in the first 42 days of life
and compared average and median amounts of BM received between groups with and
without BPD. Spiegler et al. compared exclusively breastfed VLBW infants with those
fed only infant formula. They excluded all patients receiving a mixed diet, which
corresponds to most of the VLBW infants in our setting. The overall incidence of BPD
in our study is far higher than that observed by the aforementioned authors (29.1% and
18.4%, respectively). This difference can be explained by the definition of BPD, defined
by them as the need for supplementary oxygen or any form of respiratory support at 36
weeks GA, while we defined it as the need for supplementary oxygen for a period
greater than or equal to 28 days.

The strengths of our study include the detailed calculations on the amount of BM
and total amount of milk received per day by the newborns in the first six weeks of life.
It is also important to underscore that this is the first study to demonstrate that even
small amounts of BM can reduce the incidence of BPD. Unlike the previous study, we
did not exclude newborns fed a mixed diet. In fact, these infants represented most of our
study population.

A limitation of our study was not having been initially designed to evaluate the
effect of BM in protecting against BPD. However, this does not invalidate our results,
since all patients included were assessed for BPD development during data collection.
In addition, we performed a particular sample size calculation for this study, on which
the required number of patients was lower than the number of patients included.
Another limitation was our inability to evaluate the protective effect of BM against BPD

when defined as the need for oxygen or respiratory support at a corrected age of 36
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weeks. Given the significant reduction in the number of cases when using this
diagnostic criteria (only 61 cases in 323 patients, or 18.8%), an adequate statistical
analysis could not be done, making impossible any kind of association. Another
possible limitation could have been the small amount of BM that newborns at risk for
BPD received in our population; however, this enabled us to show the protective power
of BM against BPD, which was evident even at small ‘doses’.

In addition to the well-known benefits, breastfeeding also protects against the
development of BPD. It is possible that the incidence of other oxidative stress-related
diseases affecting preterm infants may be reduced by providing more BM. This is yet
another reason to encourage mothers of premature infants to breastfeed their babies, in

addition to being an incentive for further research in the area.
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Table 1 — Association between the factors studied and BPD in univariate analysis

Without BPD With BPD P value

229 patients (70%) 94 patients (30%)
Prenatal care 209 (91.3%) 86 (91.5%) 0.948
Antenatal steroids (68.1%) 60 (63.8%) 0.515
Ovular infection (12.7%) 13 (13.8%) 0.856
ROM > 18 hours (21.4%) 17 (18.1%) 0.547
Preeclampsia (38%) 27 (28.7%) 0.125
Male (48.5%) 51 (54.3%) 0.392
Small for GA (47.6%) 28 (29.8%) 0.004
5’ Apgar score <7 (9.3%) 32 (33.7%) <0.001
RDS (44.5%) 83 (88.3%) <0.001
Early-onset sepsis (2.2%) 0 (0%) 0.327
Late-onset sepsis (25.8%) 55 (58.5%) <0.001
Fungal sepsis (3.9%) 9 (9.6%) 0.060
IVH I/ IV (2.2%) 17 (18.1%) <0.001
PDA (41%) 55 (59%) <0.001
NEC (9.2%) 17 (18.1%) 0.035
Birth weight 1287 (750-950) 989 (495-1795) <0.001
Gestational age 31 (25,4-36,5) 28.2 (23-33) <0.001
SNAPPE II 13.8 (0-66) 33.3 (0-94) <0.001
Time on MV 1.8 (0-19) 29.7 (0-158) <0.001
Time on PN 17.1 (0-72) 36.9 (8-150) <0.001
Average BM 42 days 10.8 (0-128) 2.3 (0-103) <0.001

Date expressed as mean + standard deviation, median and interquartile range, or in proportion (%)

when applicable. BPD, Bronchopulmonary dysplasia; ROM, rupture of membranes; GA, gestational

age; RDS, respiratory distress syndrome; IVH 111 / IV, Grade III or IV intraventricular hemorrhage;

PDA, Patent ductus arteriosus; NEC, necrotizing enterocolitis; MV, mechanical ventilation; PN,

parenteral nutrition; BM, breast milk.
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Table 2 — Factors significantly associated with BPD in multivariate analysis

Relative risk CI95% P value
Birth weight 0.999 0.99-1.00 0.033
Gestational age 0.927 0.86-0.99 0.044
RDS 2.279 1.25-4.15 0.007
Average BM 42 days 0.981 0.96-0.99 0.030

Also formed part of the analysis but showed no statistical significance: late-onset sepsis, fungal sepsis,
NEC, PDA, IVH III or IV, SNAPPE II and PN time. BPD, Bronchopulmonary dysplasia; CI, confidence
interval; RDS, respiratory distress syndrome; BM, breast milk; NEC, necrotizing enterocolitis; PDA, Patent

ductus arteriosus; IVH 111 / IV, Grade III or IV intraventricular hemorrhage; PN, parenteral nutrition.
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14- CONCLUSOES

A grande maioria dos prematuros em risco para ROP na nossa populacgao recebe
uma alimentacdo mista, com pouca quantidade de LM e predominio de FL. A quantidade
média de LM recebida por dia nos primeiros 42 dias de vida na nossa populacéo foi muito
baixa, de apenas 13,7mL/kg/dia, correspondendo a 19,1% da quantidade total de leite
(LM+FL) recebida no periodo.

Provavelmente essa quantidade baixa de LM n&o seja suficiente para prevenir
ROP. Apesar do LM ter se mostrado protetor contra ROP na analise univariada em todos
os periodos avaliados, apenas a quantidade de LM recebida na 62 semana de vida manteve
significancia estatistica apds ajuste para variaveis confundidoras. Também € possivel que
0 LM seja importante na prevencdo da ROP em um momento mais tardio, como a partir
da sexta semana de vida, momento em que conseguimos demonstrar efeito protetor do
LM contra ROP apesar das pequenas quantidades de LM recebidas.

Em uma andlise secundaria, demonstramos que a ocorréncia de sepse flngica con-
firmada por hemocultura esta associada a um aumento do risco de desenvolvimento de
ROP em qualquer grau e de ROP grave em RNs com PN inferior a 15009 e / ou com IG
inferior a 32 semanas e esta associacdo permaneceu significativa apos ajuste para fatores
de confusé&o.

Estudamos também o efeito protetor do LM contra DBP. A prevaléncia da DBP
em nossa amostra foi de 29,1%. A mediana da quantidade de LM recebida nas primeiras
seis semanas de vida pelos pacientes foi de 10,8mL/kg/dia entre os pacientes sem DBP e
de 2,3mL/kg/dia entre os pacientes com DBP. A quantidade de LM recebida foi inversa-

mente associada a incidéncia de DBP, mesmo apds analise multivariada para controle de
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fatores de confusdo. O ponto de corte para que o efeito protetor apareca, encontrado atra-
vés da curva ROC, foi de 7mL/kg/dia. Este efeito muito provavelmente se deve as pro-
priedades antioxidantes do LM.

O LM para alimentacdo dos PMT traz, além dos beneficios ja bem estabelecidos,
também protecdo contra o desenvolvimento da DBP. E possivel que outras doencas da
prematuridade influenciadas pelo estresse oxidativo também possam ter suas incidéncias
reduzidas com um maior aporte de LM. Este é mais um motivo para intensificarmos o
incentivo a ordenha de leite pelas médes dos PMTs para alimentacdo dos seus bebés e

incentivo também para novos estudos nessa area.
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15- APENDICES

APENDICE 1- Protocolo da Pesquisa

Efeito do Leite Materno na Prevengdo da ROP

Identificagao:
Iniciais do nome: Numero (proprio da pesquisa):
Data de Nascimento: _ / [/ Sexo: (1) Masc (2) Fem

Dados Maternos e do Parto:

Pré-natal: (1) sim (2) n&do CTC antenatal: (1) sim (2) ndo (3) incompleto
Infeccao ovular: (1) sim (2) ndo BR > 18h: (1) sim (2) nao

Pré-eclampsia: (1) sim (2) ndo Parto: (1) vaginal (2) cesareo

Dados do RN:

Peso de Nascimento: IG:

Classificagédo: (1) PIG (2)AIG (3) GIG Apgar: [/

Gemelar: (1) sim (2) nao SNAPPE 2:

Transferido de outro hospital: (1) sim (2) ndo

Evolugao:

SDR / surfa: (1) sim (2) nao

Sepse Precoce Hmc +: (1) sim  (2) ndo

Sepse Tardia Hmc +: (1) sim  (2) ndo

Sepse fungica Hmc +: (1) sim ( ) (2) ndo
Uso de dopamina: (1) sim (2) néo

Hiperglicemia: (1) sim (2) néo

ECN: (1) sim (2) ndo

DBP: (1) sim (2) nédo

HPIV grau lll ou IV: (1) sim (2) ndo

Numero de transfusées CHAD:

PCA: (1) sim (2) nédo

Tempo de VM: dias

Tempo de CPAPNn / VNI: dias

Tempo total do uso de Oq: dias

Tempo de NPT: dias

Idade inicio alimentacao enteral: dias de vida
Idade dieta enteral plena: dias de vida

Idade saida: dias

Recebeu LM até 42dv: (1) sim (2) nunca (Quantidade LM: verso)

ROP: (0) s/ ROP
(1) ROP 1
(2) ROP 2
(3) ROP 3
(4) ROP grave c/ indicagao de laser
(5) Descolamento de retina

Tratamento cirurgico ROP: (1) sim (2) néo



Dias de vida

Quantidade de LM
(mL/Kg/dia)

Quantidade de FL
(mL/Kg/dia)

O OOINOOOHBWN =

-
o

-—
-

-
N

-
w

-
£

-
(3]

-
(=]

—
~

-
(o]

-
©

N
o

N
-

N
N

N
w

N
H

N
(3]

N
(<]

N
~

N
(2]

N
©

w
o

w
-

w
N

w
w

w
N

w
a

w
(=]

w
~

w
(=]

w
©

Y
o

N
-

H
N

175



176
APENDICE 2- Termo De Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Estudo: Efeito do Leite Materno na Prevengao da
Retinopatia da Prematuridade.

O recém-nascido prematuro € uma crianga fragil que merece cuidados especiais
durante todo o seu periodo na UTI neonatal. Devido a sua imaturidade, apresenta maior
risco de complicagbes em diversos 6rgaos. Uma dessas complicagdes € a retinopatia da
prematuridade (ROP). Trata-se de uma doenga na retina dos prematuros que acontece
porque 0s vasos sanguineos da retina ainda ndo estao completamente formados quando o
bebé nasce antes do tempo. E uma das principais causas de cegueira na infancia. Para
detectar esta doenga nos estagios iniciais e tentar evitar que progrida até a cegueira, todos
os recém-nascidos com peso de nascimento menor que 1500 gramas e / ou com idade
gestacional inferior a 32 semanas sao avaliadas pelo oftalmologista quando completam seis
semanas de vida.

O leite materno protege os bebés de diversas doengas e pode ter um efeito protetor
contra a ROP.

Seu filho(a) esta sendo convidado(a) a participar de um estudo que busca descobrir
se o aleitamento materno pode ajudar na prevengao da ROP.

Para isso, é necessario que os dados do seu filho sejam pesquisados no seu
prontuario hospitalar. Nenhuma intervencao ocorrera com a finalidade de pesquisa, por isso
nao causa riscos para o bebé. Sera mantido o total anonimato dos pacientes participantes
e total sigilo dos seus dados pessoais, que seréo utilizados apenas para esta pesquisa. Nao
havera nenhuma forma de reembolso de dinheiro, ja que com a participagdo na pesquisa
voCcé nao tera nenhum gasto.

Se comprovado mais este beneficio do leite materno, o estimulo a alimentagdo com
leite materno, que ja é bastante intenso em bebés a termo, ganharia forga maior também
entre os prematuros (mesmo que inicialmente através de sonda), que receberiam a nutrigdo
ideal. Por isso, solicito seu consentimento para a participagao de seu filho na pesquisa.

Caso nao concorde em participar do estudo, ndo havera prejuizo na assisténcia do
seu bebé. Este termo de consentimento é apresentado em duas vias, ficando uma com o
pesquisador e uma com o responsavel pelo paciente.

Eu, , responsavel pelo recém-
nascido , fui informado(a) dos objetivos
do estudo e sua justificativa, de forma detalhada e precisa. Recebi informagbes especificas
sobre o procedimento no qual meu filho esta envolvido, e os desconfortos ou possiveis riscos,
tanto quanto os beneficios esperados. Todas as minhas duvidas foram respondidas com
clareza e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento e terei plena
liberdade de retirar meu filho da pesquisa se acreditar necessario.

Declaro, portanto, que autorizo a inclusdo de meu filho na pesquisa realizada pelo Dr.
Renato Procianoy (fone 33598794) e pela Dra. Luciana Teixeira Fonseca (pessoa
responsavel pela apresentagdo deste termo de consentimento, fone 33572230). Caso
desejar, o Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS (Coordenador: José Artur Bogo Chies,
fone 33083738, endereco: Av. Paulo Gama, 110 - 2° andar do Prédio da Reitoria - Campus
Centro, Porto Alegre-RS) e o Comité de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar Conceigdo
(Coordenador: Odontologo Daniel Demétrio Faustino da Silva, fone 33572407, localizado no
Hospital Concei¢do) também poderédo dar mais informagdes a cerca de sua participagéo
neste projeto de pesquisa, que foi previamente aprovado por estes dois comités.

Assinatura do Responsavel

Data: / /




