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Resumo

Introducéo: Cerca de 15 milhGes de bebés prematuros nascem por ano no mundo. O
nascimento prematuro envolve uma série de fatores de risco ao desenvolvimento como a
exposicao precoce ao estresse. Apesar disso, pouco se sabe sobre 0s possiveis prejuizos
ocasionados pelo cenario prematuridade na infancia.

Objetivo: Investigar os efeitos da prematuridade na infancia sobre o funcionamento do eixo
Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA) e Sistema Nervoso Simpatico (SNS), memodria e,
desenvolvimento comportamental e emocional.

Delineamento de pesquisa: Para alcancar tal objetivo, realizou-se um estudo quase
experimental, no qual participaram 30 criancas brasileiras pré-termo (grupo experimental) e
31 criangas brasileiras a termo.

Métodos: Cortisol e alfa-amilase (SAA) dos participantes foram avaliados durante dois dias
consecutivos em quatro momentos diferentes: ao acordar, 30 min pds-acordar, as 16:00h e as
21:00h. Além disso, as criancas foram submetidas a bateria Wide Range Assessment of
Memory and Learning (WRAML2) de avaliacdo de memdria. Problemas de comportamento e
sintomas emocionais foram rastreados por meio do Questiondrio de Dificuldades e
Capacidades (do inglés, Strengths and Difficulties Questionnaire (SDQ)). Ap6s uma semana,
as criancgas foram expostas a um conhecido estressor, o Trier Social Stress Test for Children
(TSST-C). Cortisol e sAA foram mensurados novamente em quatro momentos diferentes:
antes do TSST-C, 1min, 10min, e 25 min apos o0 estressor.

Resultados: Criancas pré-termo apresentaram déficits de memdria, elevado indice de
sintomas emocionais e hiper-funcionamento do eixo Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal (HHA)
em resposta a0 TSST-C. A inducdo de cortisol pelo TSST-C foi mais significativa em
meninas pré-termo. Entretanto, criancas pré-termo e a termo nao diferiram nas concentragoes
de sAA.

Conclusdo: O presente estudo demonstra as consequéncias do cenario prematuridade na
infancia. Criancas pré-termo sdo um fendtipo mais vulneravel, suscetiveis a alteracGes do
funcionamento do eixo HHA, deficits de memaria e problemas emocionais.

Palavras-chave: prematuridade, cortisol, alfa-amilase, memaoria, comportamento, sintomas
emocionais e infancia.




Abstract

Context: Every year, around 15 million babies are born prematurely worldwide. Being born
prematurely involves the exposure to several risk factors to development, such as early-life
stress. Nonetheless, little is known about the effects of preterm birth later on in childhood.
Objective: Our objective was to investigate the consequences of preterm birth on
hypothalamus-pituitary-adrenal axis functioning, sympathetic nervous system functioning,
memory performance and, behavioral and emotional profile in childhood.

Design and Setting: We conducted a quasi-experimental study, on which participated 30
Brazilian preterm children (experimental group) and 31 sex and age-matched full-term
children (control group).

Methods: The basal cortisol and SAA of participants were measured on two consecutive days
upon awakening, 30 minutes after awakening, at 1600h, and at 2100h. Further, we assessed
memory functions by administration of the Wide Range Assessment of Memory and
Learning (WRAML2) instrument. Behavior and emotion were evaluated by using the
Strengths and Difficulties Questionnaire (SDQ). One week later, these children were exposed
to a standardized laboratory stressor named Trier Social Stress Test for Children (TSST-C).
Cortisol and alpha-amylase (SAA) were measured at four different time points: baseline, 1
min, 10 min and 25 min after the stressor.

Results: Preterm children had more memory impairments, emotional problems and an
exaggerated cortisol response to TSST-C compared to full-term children. The cortisol
increase in response to TSST-C was more pronounced in preterm girls. However, no
differences were observed in the SAA response to TSST-C.

Conclusions: Our findings indicate the long-term effects of preterm birth and related factors
on the HHA axis, internalizing behavior and memory, thereby creating a more vulnerable
phenotype.

Keywords: preterm birth, cortisol, alpha-amylase, memory, behavior/emotion, childhood.
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Introducéo

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), aproximadamente 15
milhdes de bebés pré-termos (antes de 37 semanas de gestacdo) nascem por ano no mundo.
Mais de 60% desses nascimentos ocorrem em paises asiaticos e africanos. No Brasil, 10°
colocado no ranking, estima-se cerca de 279000 partos prematuros por ano. Contudo, a
prematuridade ndo esta restrita a paises pobres. Os Estados Unidos, por exemplo com cerca
de 500.000 nascimentos prematuros por ano, encontra-se em 6° lugar (Blencowe et al., 2012).

Embora alguns estudos apontem a idade materna, gestacdes gemelares, infeccdes,
hipertensdo, pré-eclampsia, diabetes gestacional, fumo, drogas, méa-nutricdo, deformactes
uterina e cervical como principais fatores de risco a prematuridade, cerca de 40% dos
nascimentos prematuros tém causa desconhecida (Goldenberg, Culhane, lams, & Romero,
2008; McElrath et al., 2008). Nos ultinos anos, pesquisas tém mostrado que o estresse
materno aumenta a probabilidade do nascimento pré-termo (Class, Lichtenstein, Langstrom,
& D’Onofrio, 2011; Torche & Kleinhaus, 2012), sendo, portanto, um importante fator a ser
considerado. Além disso, individuos prematuros experienciam inimeros estressores (fisico,
psicoldgico e fisioldgico) apds o nascimento. Essa precoce exposicdo ao estresse pode
acarretar alteracBGes estruturais e funcionais no cérebro (Smith et al., 2011), levando a

prejuizos cognitivos, comportamentais e emocionais ao longo da vida.

1. O que é estresse?

O estresse ocorre quando um dado evento, estimulo ou pensamento ¢ interpretado por um
individuo como uma ameaca a sua homeostase (Goldestein & McEwen, 2002). De acordo
com esse conceito, se um individuo perceber que é capaz e tém 0s recursos necessarios para
lidar com um estressor, 0 estresse serd minimizado ou nem sequer estara presente. Por outro

lado, se um individuo perceber que seus recursos nao sdo suficientes para lidar com tal
1



ameaca, ele estara sobre estresse. Ao vivenciar inimeros procedimentos dolorosos na
Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTI Neonatal), um simples trocar de fraldas, por
exemplo, pode ser interpretado por bebés prematuros como um evento estressante. (Grunau,
Holsti, & Peters, 2006). Portanto, o estresse é relativo e dependente de fatores genéticos,
cognitivos e experiéncias passadas (Lupien et al., 2006; Koolhaas et al., 2011).

O estresse poder ser positivo, bem como negativo. Aquele que traz beneficios, motiva o
individuo para lidar com a situacdo, culminando no éxito é conhecido como eutresse. Por
outro lado, a estimulacéo constante do sistema de resposta ao estresse e prolongada exposicao
a altos niveis de cortisol pode representar um risco a saude dos individuos (de Kloet, Joéls, &
Holsboer, 2005; Lupien, McEwen, Gunnar, & Heim, 2009). Esse estresse negativo, cujas
consequéncias sao prejudiciais ao nosso organismo é conhecido como distresse (Selye, 1975).

O estresse pode ser classificado, também quanto a duracgdo, divindo-se em: agudo ou
cronico. Enquanto o estresse agudo é oriundo da exposicdo por um curto periodo de tempo a
eventos estressores, 0 estresse crénico é oriundo de uma exposicao prolongada ou continua.
Contudo, de acordo com o modelo proposto por Moore, Berger, e Wilson (in press), 0s

prematuros vivenciam uma espécie de estresse cronico definido em dias e ndo em anos.

2. Fisiologia do estresse

Ao deparar com uma situacdo estressante, uma cadeia de reacdes fisiologicas ocorrem
visando reestabelecer a homeostase. Dois principais sistemas sdo ativados em resposta ao
estresse: 0 Sistema Nervoso Autdonomo (SNA), resultando na liberacdo de epinefrina e
norepinefrina, e o eixo Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal (HHA), culminando na liberacdo de
glicocorticdides (cortisol nos seres humanos) (de Kloet, 2003). Enquanto ativacdo do SNA

apresenta uma rapida resposta a um estressor, o eixo HHA responde mais lentamente.



Como ilustrado acima na Figura 1, diante de uma situacdo interpretada como estressante,
o hipotalamo libera o hormoénio liberador da corticotrofina (CRH), estimulando a hipéfise a
liberar o Hormonio Adreno-Corticotrofico (ACTH). Esse horménio estimula a glandula

adrenal, culminando na liberacéo de glicocorticoides.

Hipotalamo Hipdfise Glandula adrenal
CRH

e Sistema Nervoso Central Cortisol

e Tecidos conjuntivo
e Tecidos musculares

e Sistema vascular

e Rins

Figura 1. Resumo esquematico do funcionamento do eixo HHA . CRH: hormdnio liberador de corticotrofina;
ACTH: horménio Adreno-Corticotréfico.

3. O lado positivo e negativo do estresse e seus hormonios

Tais reacOes fisioldgicas sdo essenciais para a sobrevivéncia e adaptacdo das espécies,
pois liberam energia (aumento da concentracdo de glicose no sangue), aumentam 0S
batimentos cardiacos e o fluxo de sangue para os musculos, preparando o corpo para lidar
com os estressores. Contudo, exposi¢éo a altos niveis de cortisol e/ou prolongada estimulacao
do eixo HHA e do SNA podem representar um risco a saude dos individuos (Sapolsky, 2000;

Lupien, McEwen, Gunnar, & Heim, 2009). Para ilustrar como concentracdes elevadas de



cortisol podem afetar a saide humana, basta analisar a doenca de Cushing. Essa doenga
caracteriza-se pela presenca de tumores na hipofise, levando a hipersecrecdo cronica de
ACTH e, consequentemente, ao hipercortisolismo. Os portadores dessa doenga sdo mais
suscetiveis a problemas cardiacos, diabetes e déficits de memoria (Pimenta, Wolley, &
Stowasser, 2012; Resmini et al., 2012).

Nos Ultimos anos, o impacto do estresse e seus hormoénios na memdria também foram
observados em adultos saudaveis (Wolf, 2009). O estresse e seus hormonios comprometem a
habilidade de recuperar as informagdes armazenadas (do inglés, recall) (Kuhlmann, Piel, &
Wolf, 2005, Smeets, Otgaar, Candel, & Wolf, 2008). Evidéncias sugerem que a acdo do
cortisol é modulada pela atividade noradrenérgica do complexo basolateral da amigdala
(Okuda, Roozendaal, & McGaugh, 2004; Roozendaal, Okuda, de Quervain, & McGaugh,
2006; Roozendaal, McEwen, & Chattarji, 2009).

Quanto a memoria de trabalho, ou seja, a capacidade de armazenamento temporario e
manipulacdo das informacgdes necessarias para a realizacdo de uma atividade cognitiva
complexa (Baddeley, 1992), os resultados sdo contrastantes. Wolf et al. (2001) observaram
que a a administracdo de cortisol em adultos afeta negativamente a memaria de trabalho.
Corroborando com tal achado, Schoofs, Preuss e Wolf (2008) verificaram que 0 estresse
psicossocial também prejudica a memoria de trabalho. Por outro lado, Duncko, Johnson,
Merikangas e Grillon (2009), bem como Cornelisse, van Stegeren e Joéls (2011) observaram
0 contrério, ou seja, que o estresse melhora a memoria de trabalho. H& ainda outros estudos
que falharam em mostrar qualquer efeito do estresse ou cortisol nessa fungdo mneménica
(Kuhlmann, Piel, & Wolf, 2005; Smeets, Jelicic, & Merckelbach, 2006). Além das diferencas
metodoldgicas usadas nos diferentes estudos, variacdes genéticas nos niveis de dopamina
podem ser uma posssivel explicacdo para os contrastes observados (Buckert, Kudielka,

Reuter, & Fiebach, 2012).



Além dos efeitos j& mencionados, o estresse durante a gravidez é também um fator de

risco a prematuridade (Lau, 2013).

4. Estresse psicossocial afeta recuperacdo das informacgdes armazenadas em criancas a

termo

O estudo sobre os efeitos do estresse agudo na memdria de criangas tem recebido pouca
atencdo. Nesta faixa etaria, a maioria das pesquisas tem focado apenas em bio-marcadores de
estresse: cortisol para a atividade do eixo HHA e alfa-amilase para a atividade do Sistema
Nervoso Simpatico (SNS), um componente do SNA (Gunnar, Talge, & Herrera, 2009).
Poucos estudos investigaram a associacdo entre estresse e memoria na infancia (Quas, Bauer,
& Boyce, 2004; Quas, Yim, Edelsein, Cahill, & Rush, 2011; Quas, Yim, Rush, & Sumaroka,
2012). Até pouco tempo ndo se tinha o conhecimento, em criangas, se 0 estresse e seus
hormdnios afetam negativamente a recuperacdo das informagdes armazenadas.
Recentemente, 0 nosso grupo constatou que sim (Quesada, Wiemers, Schoofs, & Wolf,
2012), corroborando com os achados em adultos (Kuhlmann et al., 2005). Em nosso estudo, o
impacto do estresse na habilidade de recuperar as informagdes armazenadas foi significativo,
sendo o tamanho do efeito (d de Cohen = 0,65), considerado moderado de acordo com a
classificacdo de Cohen. Tal efeito moderado espelha aquele relatado em adultos (Het,
Ramlow, & Wolf, 2005).

Neste referido estudo, 44 criancas alemés a termo foram aleatoriamente encaminhadas a
uma situacéo estressante (do inglés, Trier Social Stress Test for Children — TSST-C) ou néo-
estressante (situacdo controle), apos aprenderem a localizagdo de 15 pares de figuras em um
jogo de memodria. Cortisol e alfa-amilase foram mensurados imediatamente antes e mais trés
vezes aplds a exposicdo ao TSST-C ou situacdo controle (+01 min, +10 min, +25 min).
Comparadas ao grupo controle, as criancas que participaram do TSST-C tiveram um
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consideravel aumento de cortisol e mais dificuldades em relembrar a posi¢do das figuras.
Além disso, observou-se, dentre os participantes do TSST-C, uma positiva correlacdo entre
aumento de cortisol e nimero de erros cometidos durante a recordagdo do posicionamento
dos pares de figuras no jogo de memoria. Em outras palavras, criangas que apresentaram uma
maior elevacgéo de cortisol em resposta ao TSST-C tiveram mais dificuldades em reencontrar
os pares de figuras no jogo de memoria do que aquelas cujo aumento de cortisol foi menos
significativo.

Contudo, os dois grupos (TSST-C vs. controle ) ndo diferiram em memoria de trabalho,
sugerindo que o cortex pré-frontal € menos sensivel aos efeitos do estresse agudo do que o

hipocampo. Para informacgdes mais detalhadas sobre este estudo, vide Quesada et al. (2012).

5. Estresse pré-natal aumenta o risco de prematuridade

Evidéncias sugerem que mulheres apresentando altas concentragdes de cortisol durante a
gravidez sdo mais suscetiveis a partos prematuros (Entringer, Buss, Andersen, Chicz-DeMet,
& Wadhwa, 2011). Um recente estudo foi além, ao observar que os efeitos do estresse pre-
natal na idade gestacional s@o mediados parcialmente por um aumento das citocinas
inflamatorias (Coussons-Read et al., 2012). Este estudo suporta o modelo proposto por
Latendresse e Ruiz (2011) para explicar como o estresse pré-natal pode levar ao nascimento
pré-termo. Segundo tal modelo, a ativagdo crénica do eixo HHA e do SNS durante a gravidez
levaria a alteracGes fisioldgicas tais como aumento da producdo do horménio liberador de
corticotrofina na placenta, aumento de citocinas inflamatdrias e estimulacdo adrenal no feto,

responsaveis pela antecipagdo do nascimento.



6. Nascimento pré-termo: uma exposicao precoce a eventos estressantes

Além do estresse maternal ser um fator de risco para a prematuridade, recém-nascidos
pré-termo vivenciam um cenario marcadamente estressante. Na UTI Neonatal, eles sdo
submetidos a madltiplos procedimentos invasivos como puncdes venosas, ventilacdo
mecanica, excessiva estimulacdo sonora e luminosa, além de um contato restrito com os pais
(Grunau, Holsti, & Peters, 2006; Newnham, Inder, & Milgrom, 2009). Estima-se, em média,
que os pré-termos sdo expostos a mais de 10 procedimentos dolorosos e invasivos por dia
durante os cuidados neonatais (Simons et al., 2003; Smith et al., 2011).

Ha, também, evidéncias de que a prematuridade, cenario altamente estressante para 0s
pais, prejudique a formacdo do vinculo mae-bebé (Forcada-Guex, Borghini, Pierrehumbert,
Ansermet, & Muller-Nix, 2011), embora estudos nessa area sejam controversos (Korja,
Latva, & Lehtonen, 2012). Muitas mées tém dificuldades em lidar com um bebé tdo fragil e
diferente daquele idealizado, como € o caso dos bebés de baixo peso. Elas temem até mesmo
em segurad-los. Além disso, sentem-se subordinadas aos profissionais de saude da UTI
Neonatal (Flacking, Ewald, & Starrin, 2007). Muitas vezes, mantém-se distantes de seus
bebés com medo de atrapalhar os procedimentos médicos. A maioria delas descrevem o
cendrio da prematuridade como uma experiéncia traumatica. Como resultado de tais
vivéncias, muitas passam a apresentar sintomas de estresse e depressdo (Jubinville, Neburn-
Cook, Hegadoren, & Lacaze-Masmonteil, 2012). Tais sintomas depressivos podem ser um
risco para o desenvolvimento cognitivo de sua prole (McManus & Poehlmann, 2012). Esse
comprometimento do vinculo mae-bebé, no entanto, ndo é restrito apenas aos primeiros
meses de vida. Indicios sugerem que esse comprometimento permanece ao longo da infancia

(Potharst et al., 2012)



7. Funcionamento do eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA) e do Sistema Nervoso

Simpatico (SNS) em individuos pré-termo na infancia: ha ainda muito a pesquisar

Estudos animais e humanos sugerem que exposicdo a altos niveis de estresse durante a
gestacdo ou periodo neonatal pode “programar” o funcionamento do eixo HHA na prole
(Kapoor, Dunn, Kostaki, Andrews, & Matthews, 2006; Glover & Hill, 2012; Glover,
O’Connor & O’Donnell, 2010) . Individuos a termo com baixo peso ao nascer, um marcador
de estresse pré-natal, apresentam elevados indices de cortisol basal na fase adulta (Phillips et
al., 2000). J& em pré-termos com idade corrigida inferior a 8 meses, observa-se baixos niveis
de cortisol basal quando comparados a bebés a termo (Grunau et al., 2007). Acredita-se que
apos essa idade, o eixo HHA passe a funcionar de forma exacerbada em pré-termos, pelo
menos até 0s 18 meses de idade corrigida (Grunau, Weinberg, & Whitfield, 2004; Grunau et
al., 2007). A exposicdo a inumeros procedimentos invasivos e dolorosos durante os cuidados
neonatais pode contribuir para estas alteragbes (Grunau et al., 2004). Por outro lado, o
funcionamento do eixo HHA e do SNS nesses individuos ao longo da infancia (Buske-
Kirschbaum et al., 2007) € pouco estudado. Portanto, se pré-termos apresentam alteracdes do
eixo HHA e do SNS ao longo da vida é ainda uma incognita, apesar de alguns indicios na
fase adulta sugerirem que sim. Wst, Entringer, Federenko, Schlotz, e Hellhammer (2005)
encontraram significativo aumento de cortisol em resposta a um evento estressante em

adultos, enquanto Pyhéla et al. (2009) observaram elevada pressdo sanguinea.

8. Como individuos pré-termo respodem a um evento estressante na infancia

Uma interessante pesquisa mostrou, recentemente, que o uso de glicocorticoides durante
a gestacdo pode afetar o funcionamento do eixo HHA ao longo da vida, mesmo em
individuos a termo (Alexander et al., 2012). Segundo tais achados, criancas a termo e que

receberam glicocorticéides prenatalmente apresentaram altos niveis de cortisol em resposta a
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um estressor (do inglés, Trier Social Stress Test for Children, TSST-C) quando comparados
aquelas que ndo foram expostas a glicocorticdides. J& Buske-Kirschbaum et al. (2007),
usando o mesmo teste de estresse, ndo observaram significativas diferencas em resposta ao
TSST-C entre criancas pré-termo e a termo. Portanto, se pré-termos sao mais responsivos ao

estresse na infancia ainda é uma incognita, requerendo mais pesquisas nessa area.

9. Principais déficits cognitivos e disturbios comportamentais observados em

individuos pré-termo

Aspectos vinculados a prematuridade, como exposicdo precoce ao estresse e imaturidade
dos sistemas nervoso, metabdlico, imunoldgico, e do eixo HHA podem afetar o
desenvolvimento de forma geral. De fato, individuos pré-termos sdo mais suscetiveis a
problemas comportamentais, emocionais e cognitivos do que aqueles nascidos a termo
(Bhutta et al., 2002; Saigal & Doyle, 2008; Potijk,Winter, Bos, Kerstjens & Reijneveld,
2012). Déeficits cognitivos em pré-termos sdao descritos ao longo da vida: infancia (Haley,
Grunau, Oberlander, & Weinberg, 2008; Grunau et al., 2009; Baron, Erickson, Ahronovich,
Baker, & Litman, 2011; Lundequist, Bohm, & Smedler, in press), adolescéncia (Luu, Ment,
Allan, Schneider, & Vohr, 2011) e na fase adulta (Strang-Karlsson et al., 2010). Em
consonancia, Tanskanen et al. (2011) observaram baixo desempenho académico mesmo em
pré-termos que ndo tinham nenhuma alteracéo estrutural no cérebro.

Dentre as funcdes cognitivas, a literatura aponta principalmente déficits na mémoria
visual e na funcdo executiva (Taylor, Minich, Klein, & Hack, 2004; Luu, Ment, Allan,
Schneider, & Vohr, 2011; Olivieri et al., 2012). No que concerne a memdria de trabalho, os
achados sdo controversos. Vicari, Caravale, Carlesimo, Casadei e Allemand (2004), e
Sansavini et al. (2007) observaram, respectivamente, déficits em mémoria de trabalho visuo-
espacial e fonoldgica. Diferentemente, outros estudos ndo encontraram comprometimentos na
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memoria de trabalho verbal em criancas pré-termo (Ni, Huang, & Guo, 2011; de Kieviet, van
Elburg, Lafeber, & Oosterlaan, 2012).

Além dos déficits cognitivos, a prevaléncia de transtornos comportamentais e
psiquiatricos é alta entre os individuos pré-termos (de Jong, Verhoeven, & van Baar, 2012).
Depressdo, ansiedade, transtorno bipolar e transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade
(TDAH) sdo os principais distdrbios observados em pré-termos na adolescéncia e na fase

adulta (Galéra et al., 2011; Nosarti et al., 2012; Sullivan, Msall, & Miller, 2012).

Justificativa

De acordo com o levantamento literario, a prematuridade consiste em um problema
relevante de salde publica, ndo s6 pela alta prevaléncia e pelos altos niveis de letalidade
(Escobar, Clark, & Greene, 2006; Beck et al., 2010), mas em virtude de representar um fator
de risco ao desenvolvimento dos individuos. Apesar disso, pouco ainda é conhecido sobre o
funcionamento do eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA), do Sistema Nervoso Simpatico
(SNS), perfil mnemonico e comportamental desses individuos na infancia.

Portanto, promover a compreensdo dos possiveis prejuizos ocasionados pela
prematuridade e por suas consequéncias, Como a exposi¢ao precoce ao estresse, € de extrema
relevancia. A construcdo de um conhecimento baseado na deteccéo de alterages fisiologicas,
das principais fungdes mnemonicas e comportamentais afetadas nesta condicéo clinica pode
contribuir para uma intervencdo mais apropriada e refinada as necessidades das criancas, e

pode também contribuir para minimizar as sequelas da prematuridade.

Perguntas de pesquisa

Baseado nisso, foram levantadas as seguintes questoes:
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e Criangas nascidas prematuramente, condigédo caracterizada pela exposi¢ao precoce

ao estresse, apresentam alteragdes no funcionamento do eixo HHA e SNS?

e Criancas pré-termo sdo mais responsivas ao estresse do que criangas a termo?

e Quais as principais funcdes mnemdnicas, emocionais e comportamentais afetadas

na infancia pelo cenério da prematuridade?

Objetivos

Objetivo geral

e Avaliar os efeitos da prematuridade no funcionamento do eixo HHA e SNS, na
memo©ria e, no desenvolvimento comportamental e emocional em criangas.

Objetivos especificos

e Verificar se criancas pré-termo e a termo diferem em relacdo aos niveis basais de
cortisol (marcador do funcionamento do eixo HHA) e alfa-amilase (marcador do

funcionamento do SNS) ;

e Comparar as concentracdes de cortisol e alfa-amilase em resposta a um estressor entre

crian(;as pré-termo e a termo;

e Comparar o desempenho mnemonico de criangas pre-termo e a termo;

e Verificar se existem diferengas quanto a problemas emocionais e comportamentais

entre criangas pré-termo e a termo;

e Investigar a associacdo entre comprometimentos mnemaonicos, emocionais ou
comportamentais e variaveis como: estresse pré-natal, baixo peso ao nascimento,

tempo de hospitalizacéo, e variagéo de cortisol em resposta ao TSST-C.

11



V.

e Investigar se ha influéncia do género nos resultados.
Material e Métodos
1. Participantes

No presente estudo de coorte historica, participaram 30 criancas de seis a dez anos de
idade, de ambos o0s sexos, nascidas pré-termo no Hospital Regional da Asa Sul (HRAS) ou
no Hospital Universitario de Brasilia (HUB). Os resultados dessas criancas foram
comparados aos de um grupo-controle formado por 31 criangas nascidas a termo, pareadas
em idade e sexo. Todas as criangas participaram voluntariamente e o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 2) foi assinado pelos responsaveis e pela
crianca apods o esclarecimento dos objetivos, das fases de pesquisa, e quaisquer davidas. A
assinatura da crianca foi solicitada com o intuito de fortalecer o seu engajamento e verificar
seu interesse em participar da pesquisa. Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Secretaria de Estado de Saude ( Projeto de pesquisa CEP/SES/DF 094/11) e pelo
Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (Projeto

de pesquisa CEP/FM 186/2008).
2. Critérios de inclusao e excluséo

Para as criangas pre-termo (grupo experimental) foram adotados os seguintes critérios de
inclusdo: idade gestacional entre 26 e 36 semanas e indice Apgar no quinto minuto igual ou
superior a 7. Para as criangas a termo (grupo controle), também adotou-se como critério de
inclusdo Apgar no quinto minuto igual ou superior a 7. Criancas pré-termo ou a termo com
alteracbes motoras moderadas ou graves, com deficiéncia auditiva ou visual, com qualquer

doenca cronica ou aguda, ou sob o uso de medicamentos foram excluidas do estudo.
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3. Procedimentos e materiais

A presente pesquisa consistiu no levantamento de dados clinicos e sociodemograficos, na
avaliacdo do funcionamento do eixo HHA e SNS, e na determinacao do perfil mneménico,
emocional e comportamental dos participantes. Os funcionamentos do eixo HHA e do SNS
foram avaliados, respectivamente, por meio de dosagem de cortisol e SAA, em duas fases
distintas. Primeiramente, tracou-se o perfil de cortisol e SAA ao longo do dia, em quatro
momentos diferentes, durante dois dias consecutivos. Uma semana apoés, avaliaram-se as
respostas fisioldgicas dessas criancas (cortisol e SAA) a um estressor psicosocial, o Trier
Social Stress Test for Children (TSST-C) (vide Figura 2). Os resultados do grupo pré-termo

foram comparados aos do grupo controle.

3.1 Levantamento dos dados sociodemograficos e clinicos

O prontuario de cada participante foi analisado por um Unico examinador para o
levantamento das seguintes informacdes pré- e pos-natais: uso de corticéides, alcool, drogas
ou cigarros durante a gravidez; idade gestacional; tipo de parto (vaginal ou cesariana), Apgar
(5° min), peso e tamanho ao nascimento, classificacdo dos recém-nascidos, e tempo de
hospitalizacdo. Baseado no peso ao nascimento, os participantes foram classificados como
pequeno para a idade gestacional (P1G), adequado para a idade gestacional (AlG) ou grande
para a idade gestacional (GIG). O indice de estresse pos-natal foi determinado pelo tempo de
hospitalizacgdo.

Ja vivéncias de estresse materno durante a gestacdo de cada participante e dados
sociodemograficos foram coletados por meio de uma entrevista semi-estruturada baseada em
um questionario construido e validado para tal fim. Obtiveram-se as seguintes informacoes
sociodemograficas: idade e escolaridade dos participantes; tipo de escola frequentada por eles

(publica ou privada); escolaridade da mae e do pai de cada crianga. Para a determinagdo do
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indice de estresse pré-natal, questionou-se as maes se elas haviam experienciado algum

evento estressante durante a gestagdo. Em caso positivo, solicitou-se que elas os relatassem.

A partir disso e com base na Escala de Avaliagdo de Readaptacdo Social desenvolvida por

Thomas Holmes e Richard Rahe (1967) quantificou-se o estresse vivenciado prenatalmente.

1 semana

Fasel Fase 2 Fase 3 Fase 4

Dados sécio-demograficos Perfil neuroendécrino Memodria TSST-C
o Idade da crianca. Coleta salivar (2 dias) e M. Verbal e - 01 min
o |. de massa corporal (IMC) e Ao acordar e M. Visual e + 01 min
» Nivel de escolaridade » 30 min apds acordar o Atencdo e +10 min
(participantes e pais) e 16:00h e M. de trabalho e +25 min
e Tipo de escola e 21:00h e Recuperacio
e Estado civil dos pais e Reconhecimento

Dados pré- e p6s-natais Comport./emoc SAM
e Fumo, élcool, drogas ou e SDQ o Antes

corticoides na gravidez TSST-C

o Estresse na gravidez
e Peso ao nascer o Apds
e Tamanho ao nascer TSST-C

Método Canguru

Figura 2. Resumo dos procedimentos

A escala Holmes-Rahe atribui um valor especifico a cada estressor, considerando seu

impacto na vida: morte do companheiro (100 pontos), divorcio (73 pontos), cumprir pena (63

pontos), morte de um familiar (63 pontos), acidente ou doenca pessoal (53 pontos),

casamento (50 pontos), ser demitido (47 pontos), aposentadoria (45 pontos), gravidez (40
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pontos), mudanga de status financeiro (38 pontos), morte de um amigo intimo (37 pontos),
mudanca de categoria de trabalho (36 pontos), hipoteca ou empréstimo para uma compra
importante (30 pontos), mudancas de responsabilidades no trabalho (29 pontos), grande
conquista pessoal (28 pontos), mudanca nas condigdes de vida (25 pontos), problemas com o
chefe (23 pontos), dentre outros. Além disso, o uso de cigarros, alcool, drogas ou corticoides
durante a gravidez foi também confirmado com as mées. Ap6s a entrevista, cada crianca foi

pesada e medida para o célculo do indice de massa corporal (IMC).
3.2 Avaliacao do perfil neuroenddcrino e autonémico : cortisol e alfa-amilase.

A avaliacdo do perfil neuroenddcrino e autondmico dos participantes foi realizada por
meio de dosagem de cortisol (biomarcador do funcionamento do eixo HHA ) e alfa-amilase
(biomarcador indireto do SNS). Para tanto, amostras salivares de cada participante foram
coletadas em dois dias consecutivos, em quatro momentos diferentes: imediatamente ao
acordar, 30 minutos ap6s o acordar, 16:00h e 21:00h. A coleta ocorreu na casa de cada
participante.

Antes da coleta salivar, os participantes foram orientados a: ndo escovar os dentes por 2h
antes da coleta, para evitar sangramento gengival; ndo ingerir alimentos ou bebidas (exceto
agua) por um periodo de 1h30min antes da coleta; permanecer em repouso por 1h antes da
coleta e ndo realizar tratamento dentario por 24h antes da coleta (Kirschbaum e Hellhammer,
1994).

Utilizando tubos Salivette® (Sarstedt, Numbrecht, Alemanha), as amostras foram
coletadas pelo mesmo examinador ou pelos pais das criangas, 0s quais receberam
informacdes e treinamento especifico para tal fim. As amostras foram armazenadas a -80° C
até o processamento. Posteriormente, foram enviadas ao laboratério para processamento,
dosagem de cortisol e alfa-amilase. A determinacdo quantitativa de cortisol na saliva foi
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realizada utilizando um imunoensaio especifico para o teste (IBL, Hamburg, Alemanha). Os
resultados foram expressos em nmol/L e comparados com a curva padrdo do fabricante. A
alfa-amilase foi dosada no equipamento Cobas Systems (Roche, Basel, Switzerland),
utilizando o kit especifico e empregando a metodologia cinético-enzimatica. O equipamento
foi calibrado utilizando Calibrador f.a.s. (Roche Diagnostics) e a leitura foi realizada na etapa
inicial a 37°C e 2-5 minutos ap6s, em filtro de 405nm. Os resultados foram expressos em
U/mL (ROHLEDER & NATER, 2009). Em ambas as dosagens, foram seguidas as
recomendacgOes do fabricante, do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e do

International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC).

3.3 Determinagéo do perfil comportamental e emocional

A determinacdo do perfil comportamental e emocional dos participantes foi realizada por
meio do Questionario de Capacidades e Dificuldades (do inglés Strengths and Difficulties
Questionnaire — SDQ; Goodman, 1997), o qual foi preenchido pelos responsaveis pelos
participante (vide Anexo 1). Além de ser breve e de apresentar uma forte correlagdo (.87)
com o Child Behaviour Checklist (CBCL; Achenbach, 1991), o SDQ apresenta outra
vantagem: trata-se de um eficiente instrumento na deteccdo de Transtorno de Deficit de
Atencdo e Hiperatividade (TDAH) (Goodman & Scott, 1999). O SDQ avalia cinco
dimensoes, a saber: sintomas emocionais, dificuldades de comportamento, hiperatividade e
dificuldade de concentracdo, dificuldade de relacionamento com outras criangas e
comportamentos positivos. A soma das quatro primeiras dimensdes fornece um escore geral
para as dificuldades. Cada escala, por sua vez, € composta por cinco itens. Cada item tém

trés opc¢oes de resposta: falso, parcialmente verdadeiro, completamente verdadeiro.
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3.4 Avaliacao do perfil mneménico

Como ilustrado na Figura 3, o perfil mnemaonico de criangas pré-termo em comparacao as
a termo foi investigado por meio da bateria de testes Wide Range Assessment of Memory and
Learning — Second Edition (WRAMLZ2); Sheslow & Adams, 2003). Vastamente utilizada em
pesquisas, 0 WRAML2 compreende seis subtestes principais e 11 suplementares. Quatro dos
subtestes suplementares, ou seja, Verbal Working Memory, Sound Symbol, Sound Symbol
Recall e Sentence Memory foram excluidos do protocolo do presente estudo com o intuito de
evitar um excessivo tempo de avaliacéo.

O WRAMLZ2 avalia seis fungdes: memaria verbal (Story Memory e Verbal Learning) ,
memoria visual (Design Memory e Picture Memory), atencdo e concentracdo (Finger
Windows e Number Letter), memdria de trabalho (Verbal Working Memory e Symbolic
Working Memory), reconhecimento (Story Recognition, Design Recognition, Picture Memory
Recognition, e Verbal Learning Recognition), e recuperacdo das informaces armazenadas
(do inglés recall; Story Memory Recall, Verball Learning Recall). Enquanto a habilidade de
recuperacdo das informacGes armazenadas é avaliada apenas para estimulos verbais, a
capacidade de reconhecimento é investigada para ambos os estimulos (verbal e visual). Além
das funcGes citadas acima, 0 WRAML?2 possibilita a obtencdo de um indice de Memoria
Geral, calculado a partir dos indices de Memdria Verbal, Memoria Visual, e Atencdo e
Concentracéo.

Para permitir comparacdes entre os resultados obtidos, bem como entre diferentes faixas-
etaria, os desempenhos em cada subteste foram expressos em pontos ponderados, seguindo as
Tabelas de Normas e Conversdes contidas no manual do WRAML2 (Sheslow & Adams,
2003). Contudo, o desempenho no subteste Verbal Learning Recall foi expresso em escores

brutos, considerando o fato de que 0o WRAML2 n&o fornece escores ponderados parciais para
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tal subteste (isto é, em cada etapa do aprendizado) e 0 nosso interesse na curva de
aprendizagem. O mesmo procedimento foi adotado para os resultados obtidos em Symbolic
Working Memory (memdria de trabalho), uma vez que ndo ha pontos ponderados disponiveis
para criangas com idade inferior a 9 anos de idade. Ressalta-se, ainda, que foram adotadas as

normas de conversdo americanas, devido & auséncia de normas para criangas brasileiras.

Figura 3. Aplicacdo da bateria de testes Wide Range Assessment of Memory and Learning (WRAML2).
Subteste Picture Memory: avaliagdo de memdria visual.

3.5 Mensuracéao de cortisol e SAA em resposta ao Trier Social Stress Test for Children

Com o intutito de verificar como individuos pré-termo reagem a um estressor na infancia,
0s participantes foram expostos ao Trier Social Stress Test for Children (TSST-C, Buske-
Kirschbaum et al., 1997). Trata-se de uma versdo do Trier Social Stress Test (Kirschbaum,
Pirke, & Hellhammer, 1993) adaptada para criancas. Desenvolvido por Buske-Kirschbaum et
al. (1997), o TSST-C é amplamente utilizado para induzir cortisol e SAA em criancas. Ele
engloba 3 fases, com duracdo de 5 minutos cada, totalizando 15 minutos: preparacao,
apresentacdo oral, e calculos aritméticos. Na fase de preparacdo, os participantes escutam o

inicio de uma estoria e sdo orientados a continuarem-na, criando um fim surpreendente para
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ela. Uma vez expirado os 5 min, os participantes sdo convidados a apresentarem sua estoria
para um comité formado, neste estudo, por dois estudantes de Medicina (um homem e uma
mulher), os quais comportaram-se de forma neutra e reservada. Apos o término dos 5 min de
apresentacdo oral, os participantes sdo orientados a realizarem calculos aritméticos
mentalmente. Neste estudo, a complexidade dos calculos variou de acordo com a faixa etéria
das criangas. Aquelas entre seis e sete anos de idade foram instruidas a subtrair em série 0
numero 3 de 758 e relatar os resultados em voz alta (755, 752, 749...). J& a tarefa solicitada as
criancas com idade entre 8 e 10 anos foi subtrair o nimero 7 de 758, também em série, cujos
resultados foram relatados em voz alta para os examinadores (751, 744, 737...). Em caso de
uma resposta incorreta, as criancas foram avisadas e orientadas a refazer todos os calculos
desde o inicio.

As sessdes de TSST-C foram realizadas no periodo vespertino (entre 13:30h e 18:00h),
com o intuito de controlar possiveis efeitos do ciclo circadiano nos niveis de cortisol (Tzorti
et al., 2009). Salivas foram coletadas, usando Salivette®, imediatamente antes da exposicao
ao TSST-C ( -1 min), bem como, 1 min, 10 min e 25 ap6s o término do TSST-C. O comité
ndo teve acesso a informacdo sobre a qual grupo pertencia cada participante (pré-termo ou
grupo controle).

Além dos niveis de cortisol e SAA, avaliou-se as reacdes emocionais de cada crianca
diante do TSST-C por meio de uma escala visual conhecida como Self-Assessment Manikin
(SAM). Para tanto, o SAM foi aplicado em dois momentos diferentes: antes e apds o TSST-
C. Os participantes foram orientados a escolher um boneco de cada dimens&o (prazer vs.
desprazer; alerta vs. relaxamento; e dominancia) que representasse seu estado emocional.
Cada dimensdo € composta por cinco bonecos, os quais representam diferentes estados
emocionais: um boneco sorrindo, extremamente feliz (1 ponto) a um boneco com face

fechada, extremamente triste (5 pontos); um boneco com o peito estourando de emocéo,

19



ansioso (1 ponto) a um boneco relaxado, sonolento (5 pontos); e finalmente, um boneco
grande (1 ponto) representando o auto-controle da crianga a um boneco pequeno com o0
significado de inferioridade, indicando a auséncia de controle da situagdo pela crianca (5

pontos) (Bradley & Lang, 1994; Anexo 2).

3.6 Andlises estatisticas

A comparacao das informacdes sociodemogréficas, pré- e pds-natais entre os dois grupos
(grupo pre-termo vs. grupo controle) foi realizada por meio do teste t para variaveis continuas
e do teste qui-quadrado de Pearson para variaveis categoricas. Dentre as variaveis continuas
pode-se citar: idade, IMC, idade gestacional, peso ao nascimento, tamanho ao nascimento e
tempo de hospitalizacdo. As varidveis categoricas do presente estudo foram: tipo de escola
frequentado pelas criangas (publica vs. particular), educacdo dos participantes, educacdo da
mde, educacdo do pai, e uso de glicocorticéides, cigarros, alcool ou drogas durante a
gravidez. Tais analises revelaram que os dois grupos diferiram em relacdo a educacéo do pai
e da mde e, portanto, essas variaveis foram tratadas como co-varidveis em todas as
posteriores analises estatisticas.

As analises de cortisol e alfa-amilase para cada periodo do dia coletado (ao acordar, 30
min apos o acordar, 16:00h, 21:00h), foram realizadas usando a média dos valores obtidos
nos dois dias consecutivos ((d; + d;)/2) . Em uma crianga do grupo controle, tal valor foi
superior a 3 DPs (desvio-padréo) da média de seu grupo. Diante disso, tal valor foi corrigido,
ou seja, foi substituido pela média mais 2 DPs. Além disso, o teste Shapiro-Wilk revelou que
os valores de cortisol e alfa-amilase desviaram-se da normalidade (p < 0,05). Portanto, 0s
dados foram transformados logaritmicamente e estes foram utilizados nas analises relatadas a
seguir. Diferencas no perfil neuroenddcrino (cortisol e SAA) de criangas pre-termo e a termo
foram verificadas por meio da analise de covariancia (ANCOVA) mista, com prematuridade
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e género como varidveis independentes entre participantes e horarios de coleta salivar (ao
acordar, 30 min apds acordar, 16:00h e 21:00h) como uma variavel independente dentre
participantes. A varidvel dependente foi o cortisol ou SAA medidos nas salivas das criangas.
Como informado anteriormente, educacdo do pai e da mae foram tratadas como co-variaveis.
Essa mesma analise também foi conduzida para verificar se criangas pré-termo divergem em
respostas fisioldgicas (cortisol e SAA) ao TSST-C de criangas a termo, bem como se ha
diferencas entre 0s géneros em tais respostas. As reagdes emocionais ao TSST-C investigadas
pelo SAM (antes e ap6s o TSST-C) foram analisadas usando ANCOVA mista. Além disso,
trés ANOVAs foram conduzidas separadamente apenas para as criangas pré-termo, para
verificar se 0 uso de glicocorticéides na gestacao afeta ou ndo os niveis de cortisol basal (ao
acordar, 30 min apds acordar, 16:00h, 21:00h) e os niveis de cortisol em resposta a um
estressor. Em todos os casos em que a hipétese de esfericidade foi violada, corrigiu-se 0s
graus de liberdade usando o Greenhouse-Geiser.

Com o intuito de avaliar se as criangas pré-termo apresentam mais problemas
comportamentais e emocionais do que o grupo controle e considerando a ndo-normalidade
dos dados, aplicou-se o teste Mann-Whitney.

Baseado na organizagdo estrutural do WRAML2, as diferengcas no desempenho
mnemonico entre criangcas pré-termo e o grupo controle foram avaliadas em trés passos.
Primeiramente, comparou-se o desempenho nos escores gerais (Memoria Verbal, Memoria
Visual, Atengéo e Concentracdo, Memoria Geral, Reconhecimento Verbal e Reconhecimento
Visual) usando a analise multivariada de covariancia (MANCOVA). Posteriormente, trés
MANCOVAs foram conduzidas separadamente com a prematuridade como variavel
independente e dois subtestes relacionados como variaveis dependentes. Dessa forma, foi
possivel comparar o desempenho nos subtestes principais do WRAML?2 entre os dois grupos

(pré-termos e a termo). O desempenho em memoria de trabalho foi analisado usando
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ANCOVA, uma vez que apenas um subteste foi aplicado para investigar tal funcéo.
Finalmente, mais duas ANCOVAs mistas, uma para cada subteste (Story Memory Recall e
Verbal Learning Recall), foram conduzidas para analisar a recuperacdo das informacoes
armazenadas. Nestas duas ANCOVAs, tentativas de aprendizagem foram tratadas como
medidas repetidas (memdria imediata vs. recuperacdo das informacdes com atraso), e
prematuridade (pré-termo vs. a termo) e género (meninos vs. meninas) como fatores
independentes. As mesmas estatisticas foram conduzidas para reconhecimento verbal (Story
Recognition e Verbal Learning Recognition) e visual (Design Recognition e Picture Memory
Recognition).

Andlise de regressdo mdltipla foi conduzida para avaliar a influéncia dos fatores
relacionados a prematuridade na memoria e no perfil emocional. Diagnostico de
prematuridade (0 vs. 1) foi inserido primeiramente (primeiro passo). Os outros possiveis
fatores explicativos avaliados foram: aumento de cortisol em resposta ao TSST-C (area sob a
curva — AUC), peso ao nascimento, estresse pré-natal (Holmes-Rahe) e estresse pos-natal
(tempo de hospitalizacéo).

Todas as analises foram realizadas no SPSS 20 (IBM).

VI. Resultados

1. Andlise descritiva da amostra

De acordo com a Tabela 1, a maioria da amostra caracterizou-se como filhos de pais
casados (56%) e estudantes de escolas publicas (70%). Comparando os dois grupos (pré-
termo vs. grupo controle), nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada em:
idade, género, escolaridade das criancas, IMC, tipo de escola (particular vs. pablica) e estado

civil dos pais.
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Tabela 1. Comparacéo dos dados sociodemograficos entre criangas pré-termo (N = 30) e a termo (N = 31).

Caracteristicas Criancas pré-termo Criancas a termo p
Idade em anos e meses (DP) 8:3(1;2) 8;5(1;3) 0,64
IMC em Kg/m? (DP) 16,69 (2,48) 16,96 (2,40) 0,66
Género 0,52
Feminino 13 16
Masculino 17 15
Escolaridade dos participantes 0,85
Pré-escola 1 0
1°ano 4 6
2°ano 9 7
3%ano 10 10
4°ano 4 5
5°ano 2 3
Tipo de escola 0,93
Puablica 21 22
Privada 9 9
Estado civil dos pais 0,64
Solteiro (a) 6 4
Casado (a) 18 16
Divorciado (a) 1 2
Viavo (a) 0 1
Outros 5 8
Escolaridade da mée <0,01
Ensino fundamental incompleto 7 1
Ensino fundamental completo 2 1
Ensino médio incompleto 2 0
Ensino médio completo 15 10
Ensino superior incompleto 2 5
Ensino superior completo 1 11
Pés-graduacdo 1 3
Escolaridade do pai <0,01
Ensino fundamental incompleto 12 3
Ensino fundamental completo 3 2
Ensino médio incompleto 4 0
Ensino médio completo 7 6
Ensino superior incompleto 0 2
Ensino superior completo 3 13
Pés-graduacdo 1 5

IMC: indice de massa corporal
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Por outro lado, o nivel de escolaridade das maes e dos pais de criangas a termo (grupo
controle) foram estatisticamente superior ao nivel de escolaridade dos pais e das mdes de
criangas pré-termo.

Com relacéo as varidveis pré- e pos-natais investigadas no presente estudo, ndo houve
diferencas significativas quanto ao uso de alcool e cigarros durante a gestacdo (vide Tabela
2). Como esperado, criangas pré-termo apresentaram maior tempo de hospitalizacdo. Além
disso, as maes das criangas pré-termo apresentaram uma tendéncia de maior nivel de estresse

durante a gestacdo quando comparado as mées das criancas a termo ( p = 0,07).

Tabela 2. Comparacdo dos dados pré- e pos-natais entre criancas pré-termo (N = 30) e a termo (N = 31).

Variaveis pré-natais Criancas pré-termo  Criancas a termo p
Fumo na gravidez 3 3 0,96
Alcool na gravidez 1 0 0,32
Corticosteroides na gravidez 7 1 0,02
Holmes-Rahe stress scale (EP) 21,17 (4,38) 11,03 (3,33) 0,07
Variéveis p6s-natais
Idade gestacional em semanas (DP) 32,23 (3,03) 39,23 (1,02) <0,01
Tamanho ao nascer em cm (DP) 40,15 (4,68) 48,82 (4,12) <0,01
Peso ao nascer em g (DP) 1656,27 (722,45) 3304,26 (528,25) <0,01
Classificagao dos recém-nascidos <0,01

PIG 9 0

AIG 19 28

GIG 2 3
Tempo de hospitalizacdo em dias (DP) 38,53 (33,39) 0,26 (0,81) <0,01
Método Canguru 20 0 <0,01

PIG: pequeno para a idade gestacional; AlG: adequado para a idade gestacional; GIG: grande para a idade
gestacional.

2. Prematuridade e perfil neuroendocrino e autondémico na infancia

ANCOVA 2 (pré-termo vs. a termo) x 2 (meninos vs. meninas) X 2 (ao acordar , 30 min
apos acordar) revelou, dentre participantes, um aumento relevante das concentragcdes de

cortisol do acordar a 30 min ap0s o acordar (Fs2) = 8,32; p = 0,006). Observou-se também
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um efeito significativo de interacdo entre prematuridade e periodo do dia (Fs2) = 5,29; p =
0,026), indicando que o efeito da prematuridade nas concentracdes de cortisol s6 foi
observado imediatamente ao acordar (Fs2) = 6,66; p = 0,013), mas ndo 30 min apds o
acordar (p > 0,20). Em outras palavras, criancas pré-termo apresentaram maiores
concentracOes de cortisol ao acordar do que criangas a termo (Fs2) = 6,66; p = 0,013), sendo
tal diferenca mais significativa para as meninas ((Fs2) = 4,43; p = 0,040), como ilustrado na
Figura 4. Quanto as analises do efeito do uso de corticdides na gravidez, ndo observou-se
diferencas significativas nos niveis de cortisol apresentados pelos participantes pré-temo
expostos prenatalmente a corticoides e aqueles pré-termo ndo-expostos. E importante
ressaltar que trés criancas (duas pré-termo e 1 a termo) foram excluidas das analises
estatisticas para determinacdo do perfil de cortisol no periodo matutino, uma vez que a

quantidade de saliva coletada foi insuficiente para a analise laboratorial.
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Figura 4. Perfil de cortisol salivar de criancas pré-termo e a termo, de acordo com o género: meninas e
meninos, respectivamente. As andlises estatisticas foram conduzidas usando o logaritmo dos dados (log +1). As
barras de erros representam o erro padrdo da média (EP). Observou-se uma significativa interagdo entre
prematuridade e o periodo do dia, bem como uma tendéncia de interagdo entre prematuridade e género. Analises
post-hoc revelaram que meninas pré-termo apresentaram concentragdes mais altas de cortisol ao acordar quando
comparadas com meninas a termo. *p < 0,05 entre meninas pré-termo e a termo.
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Quanto a avaliacdo do cortisol nos periodos vespertino (16:00h) e noturno (21:00h), post-
hoc andlises ndo apontaram significativas diferencas nas concentracdes de cortisol coletada as
16:00h (p = 0,27), nem as 21:00h (p = 0,082) entre criancas pré-termo e a termo (Figura 4).
Além disso, dentre as criangas pré-termo, nenhum efeito da exposi¢do pré-natal a corticdides
foi verificado nas concentragdes de cortisol mensuradas as 16:00h e as 21:00h.

Nenhuma diferenca significativa foi observada nas concentracdes de alfa-amilase (SAA).
E importante ressaltar que as quantidades coletadas de saliva de seis criancas (trés pré-termo
e trés a termo) ndo foram suficientes para medicdo da SAA, 0 gque acarretou a excluséo destes

participantes apenas nas andlises estatisticas conduzidas para tal enzima.

3. Prematuridade e perfil comportamental/emocional (SDQ) na infancia

De acordo com o teste Mann-Whitney, criangas pré-termo (mediana = 5,0) apresentaram

mais sintomas emocionais do que criancas a termo (mediana = 4,0; z = -2,1; p = 0,037).
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Figure 5. Perfil comportamental/emocional de criangas pré-termo e a termo. O indice de sintomas emocionais foi
mais alto em criangas pré-termo. *p < 0,05 entre criangas pré-termo e a termo.



Contudo, nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada nas outras

escalas do SDQ.

4. Prematuridade e perfil de memodria na infancia

Comparando-se os dois grupos (criancas pré-termo vs. criangas a termo), observou-se que
as criancgas pré-termo apresentaram desempenho inferior ao mostrado pelas criangas a termo
nas seguintes funcdes: memdria geral (p = 0,006) e memdria visual (p = 0,003) (Figura 6).
Observe na Figura 6 e na Tabela 3, que houve apenas uma tendéncia com relacdo a memaria
verbal (p < 0,10). Em uma andlise unicaudal, observa-se que essa tendéncia observada na
memoria verbal torna-se significativa (p = 0,033). Além disso, o tamanho do efeito da

prematuridade na memoria verbal foi considerado forte (d = 0,81; Tabela 3).
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Figura 6. Perfil mnemodnico de criancas pré-termo e a termo. O grafico acima ilustra os indices gerais
ponderados obtidos no WRAML2. **p < 0,01 entre criancas pré-termo e a termo.

27



Por outro lado, nenhuma diferenca significativa foi constatada em atenc&o/concentragdo (p =
0,21), nem em memoria de trabalho (p = 0,18; Figura 7).

Além disso, como ilustrado na Figura 7, observou-se o efeito da prematuridade na
recuperagdo das informacgdes armazenadas, mas ndo na habilidade de reconhecimento. No
subteste Lista de Palavras (Verbal Learning recall) (F (55 = 5,27; p = 0,025), as criancas
pré-termo relembraram menos palavras de uma lista memorizada previamente (média = 6,9;
EP = 0,4) do que aquelas a termo (média = 9,3; EP = 0,5) (p = 0,005). Em consonéancia,
criancas pré-termo também tiveram mais dificuldades em relembrar os detatlhes de duas
estérias diferentes (subteste Estoria, do inglés Story Memory). Por outro lado, elas ndo

apresentaram dificuldades em reconhecer as palavras, nem estimulos visuais armazenados.
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Figura 7. Desempenho nos subetstes WRAML2 que avaliam memoria de trabalho e recuperacdo das
informagdes armazenadas. Criancas pré-termo apresentaram mais dificuldades em recuperar as informacGes
verbais (Story recall — detalhes de duas estorias; V. Learning recall — lista de palavras) armazenadas 30 minutos
pré-teste. ** p < 0,01; p < 0,05 entre criancas pré-termo e a termo.
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Tabela 3. Desempenho das criangas pré-termo e a termo nas escalas gerais e nos subtestes do Wide Range Assessment of
Memory and Learning : média (M), desvio padrdo (DP), erro padrdo da média (EP), intervalo de confianga de 95% (IC
95%) e tamanho do efeito (d).

Criangas pré-termo Criancas a termo
M DP EP 1IC 95% M DP EP IC 95% p d
Memoria verbal 93,8 157 29 880-99,7 106,7 160 29 1009-112,7 0,066 0,81
Story Memory 8,3 2,5 0,4 73-92 108 26 05 9,8 -11,8 0,008 0,98
Verbal Learning 9,7 3,5 0,6 8,4-11,2 11,8 3,7 07 10,4-13,1 0,281 0,58
Memodria visual 944 124 2,3 898-990 1075 1104 1,9 103,7-1114 0,003 1,14
Picture Memory 91 2,6 0,5 8,1-10,1 10,9 19 03 10,2-11,6 0,007 0,79
Design Memory 90 30 0,5 79-10,1 116 26 05 10,6 -12,6 0,060 0,93
Atencéo 91,0 13,0 24 861-959 100,7 110 2,0 96,7-1047 0,215 0,80
Finger Windows 94 27 0,5 8,4-104 113 28 05 10,3-12,3 0,106 0,69
Number Letter 76 23 0,4 6,7-84 90 22 04 82-98 0925 0,62
Memoria geral 90,5 14,3 26 852-959 1066 12,1 2,2 102,2-1111 0,006 1,21
Reconhecimento verbal  104,3 16,6 3,0 981-1105 1049 143 26 996-110,1 0,483 0,04
Story Memory 10,0 3,1 0,6 8,8-11,2 10,5 28 05 95-116 0,793 0,17
Verbal Learning 11,4 3,0 05 10,3-125 11,1 3,1 05 10,0-12,3 0,413 0,10
Reconhecimento visual 933 124 23 887-980 9,4 131 23 916-101,2 0,715 0,24
Picture Memory 84 26 0,5 75-94 8,2 26 05 73-92 0,315 0,08
Design Memory 96 24 0,4 8,7-105 10,7 28 05 9,7-11,7 0,664 0,42
Recuperacéo c/ atraso
Story Memory ? 16,7 7,5 1,4 139-195 231 96 17 19,6 -26,7 0,043 0,75
Verbal Learning 6,9 2,3 0,4 6,0-78 9,3 26 05 8,3-10,2 0,005 0,97

Memoéria de trabalho 2 10,1 3,9 0,7 8,6-11,6 12,6 41 0,7 11,1-141 0,181 0,62

Os resultados foram expressos em escores ponderados (normas americanas). * Desempenhos em recuperagio com atraso e
meméria de trabalho foram expressos em escores brutos.

5. Prematuridade e resposta fisiolégica/emocional ao Trier Social Stress Test for

Children (TSST-C)

Considerando que o teste Mauchly’s indicou uma violagdo da esfericidade
(x*(5) = 96,89; p < 0,001), utilizou-se Greenhouse-Geiser (¢ = 0,47) para corrigir 0s graus
de liberdade.

VariagBes nas concentraces de cortisol apds exposicdo ao TSST-C foram observadas

dentre participantes (F (1,41/7041) = 3,59; p = 0,048). Como esperado, o pico de cortisol foi
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alcangado 10 min ap6s o fim do estressor (vide 8A). ANCOVA mista 2 (prematuridade) x 2
(género) x 4 (tempo) também revelou um efeito principal da prematuridade (F (150 = 8,86; p
= 0,004), interacdo entre as variaveis prematuridade e tempo (F (1417041 = 3,73; p = 0,043) e
tendéncia de interagdo entre prematuridade, género e tempo (F (141/70.41) = 3,15; p = 0,066).
Conforme ilustrado na Figura 8A, criancas pré-termo apresentaram uma resposta
neuroenddcrina mais intensa ao TSST-C em comparacao a criancas a termo: +01 (p = 0,008),
+10 (p = 0,018), + 25 min (p = 0,009) apds TSST-C. Nenhuma diferenca entre os grupos foi
observada na concentragdo de cortisol antes da exposicdo ao estressor (p = 0,194). O
aumento de cortisol em resposta ao TSST-C (log cortisol +1o - log cortisol 1) foi maior em
meninas pré-termo do que em meninos pré-termo (p = 0,03; vide Figura 8B). Influéncias da
escolaridade materna (p = 0,46) e paterna (p = 0,97) ndo foram observadas nas alteracdes de
cortisol em resposta ao estressor. E importante ressaltar que duas criangas pré-termo e duas a
termo foram excluidas das analises realizadas acima pelos seguintes motivos: néo-
comparecimento a sessdo do TSST-C, abandono da sessdo na fase de preparacdo ou
quantidades de saliva insuficientes (10 min ap6s TSST-C) para medicdo de cortisol.
Diferentemente do cortisol, nenhum efeito da prematuridade ou interacdo entre as variaveis
analisadas (prematuridade, sexo e tempo) foi observado na enzima sAA (p > 0,05).

Dentre as criangas pré-termo, ndo houve diferencas significativas nas concentracdes de
cortisol em resposta ao TSST-C entre aquelas que foram expostas prenatalmente a corticoides
e as nao-expostas (p > 0,82).

Reacdes emocionais em reposta ao TSST-C foram observadas em ambos 0s grupos (pré-
termo e a termo). Os participantes sentiram desconforto (F (51 = 4,13, p = 0,047) e ficaram
ansiosos, e em estado de alerta durante o0 TSST-C (F (1551 = 5,56, p = 0,022). Entretanto, eles
ndo sentiram-se dominados (F (51 = 5,56, p = 0,94). Nenhuma diferenca significativa foi

observada entre criangas pré-termo e a termo nas dimensdes avaliadas pela escala SAM.
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Figura 8. Variagdo de cortisol em resposta ao Trier Social Stress Test for Children (TSST-C) em criancas pré-
termo e a termo (A) e em criangas pré-termo e a termo separadas por género (B). As analises estatisticas foram
conduzidas usando o logaritmo dos dados (log +1). As barras de erros representam o EP. Observou-se um
significativo aumento de cortisol apds o TSST-C e um efeito principal da prematuridade. Além disso, 0 aumento
de cortisol em resposta ao TSST-C foi mais significativo em meninas pré-termo. (A) **p < 0,01, *p < 0,05 entre
criancas pré-termo e a termo; (B) **p < 0,01, *p < 0,05 entre meninas pré-termo e a termo.

6. Relagao entre estresse precoce, déficits de memoria, e problemas emocionais

Elevados indices de estresse pré-natal foram associados a problemas emocionais na
infancia (r = 0,30; p = 0,013). Longo tempo de hospitalizacdo foi associado a déficits

mnemonicos (Memoria Geral; r = - 0,39; p = 0,002) e a problemas emocionais (r = 0,35; p =
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0,005). Além disso, individuos com longo tempo de hospitalizacdo ap6s o nascimento
apresentaram uma curva mais acentuada de cortisol em resposta ao TSST_C do que aquela
apresentada por individuos com curto tempo de hospitalizacdo. Dentro do grupo pré-termo, o
aumento de cortisol foi mais significativo em criancas classificadas como PIG quando recém-
nascidas.

A andlise de regressdo mdaltipla apontou que, além da prematuridade, peso ao nascimento
foi uma variavel extremamente relevante na explicagdo dos déficits de memoria geral (A R?

=0,07; p=0,028; g = 0,45).
VII. Discussao

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da prematuridade no funcionamento
do eixo HHA e SNS, na memodria e, no desenvolvimento comportamental e emocional em
criancas. Constatou-se alteragBes no funcionamento do eixo HHA em criangas pré-termo,
principalmente em meninas, quando comparadas a criangas a termo. O aumento de cortisol
em resposta ao estressor foi maior em meninas pré-termo do que em meninos pré-termo.
Além disso, criangas pré-termo apresentaram mais sintomas emocionais, déficits de memoria
visual e dificuladdes em recuperar as informag6es verbais armazenadas quando comparadas
as a termo. Contudo, nenhum déficit foi observado em habilidade de reconhecimento, atencéo
ou memdria de trabalho. Em resumo, tais achados demonstram os efeitos a longo prazo da
prematuridade e de suas consequéncias como a exposicdo precoce ao estresse, no

funcionamento do eixo HHA, na memoria e no desenvolvimento emocional.
1. Alteracdes no funcionamento do eixo HHA em criancas pré-termo

Comparadas ao grupo controle, as criangas pré-termo, especificamente as meninas,

apresentaram altos niveis de cortisol ao acordar e em resposta ao TSST-C.
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Os achados referentes as concentracGes de cortisol ao acordar sdo consistentes com as
observacOes de Buske-Kirschbaum et al. (2007) em criangas entre 8 e 14 anos de idade.
Contudo, eles ndo encontraram diferengas significativas de cortisol em resposta ao TSST-C,
nem diferencas entre os géneros. Elevados niveis de cortisol ao acordar também foram
observados em gestantes que tiveram filhos pré-termo (Entringer et al., 2011), sugerindo que
as alteracdes no funcionamento do eixo HHA podem ter sua origem desde a gestacao.

Quanto ao aumento de cortisol pelo TSST-C, nossos resultados espelham os achados em
adultos (Wust et al., 2005). O tamanho da amostra pode ser uma provavel explicacao para 0s
contrastes entre os resultados do presente estudo e os de Buske-Kirschbaum et al. (2007).
Enguanto o presente estudo avaliou 30 criangas pré-termo, Buske-Kirschbaum et al. (2007)
avaliou apenas 18 criancas pre-termo.

Parte da alta-responsividade ao TSST-C pode ter sua origem no estresse pré-natal
(Entringer, Kumsta, Hellhnammer, Wadhwa, & Waust, 2009). O uso de corticéides durante a
gestacdo € outra variavel a ser considerada (Davis, Waffarn, & Sandman, 2011), apesar de
ndo termos encontrado diferencas neuroenddcrinas significativas em resposta ao TSST-C
entre criancas pré-termo tratadas prenatalmente com glicocorticoides sintéticos e as néo-
tratadas.

Embora haja evidéncias de hiperfuncionamento do SNS em individuos pré-termo na fase
adulta (Pyhald et al., 2009), o presente estudo nao encontrou significativas alteracdes do SNS
na infancia.

Em suma, criangas pré-termo, especialmente as meninas, sdo mais sensiveis a estressores,

0 que pode acarretar comprometimentos cognitivos e psicologicos ao longo da vida.
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2. Criancas pré-termo sado mais suscetiveis a problemas emocionais

Consistentes com prévios estudos (Delobel-Ayoub et al., 2009; de Jong et al., 2012), os
resultados do SDQ revelaram que 0s participantes pré-termo apresentaram mais sintomas
emocionais que os a termo. Isto pode ter sua origem em disfungdes na amigdala ou no cértex
pré-frontal provavelmente devido a exposicdo precoce de um ser imaturo ao estresse e seus
horménios (Hénsel & von Kénel, 2008; Buss, Davis, Muftuler, Head, & Sandman, 2010;
Buss et al., 2012). Em concordancia com tal idéia, Zoratto, Fiore, Ali, Laviola, & Macri
(2013) observaram déficits de dopamina e serotonina (cortex pré-frontal), bem como
distdrbios emocionais em ratos adultos tratados com corticOides pds-natalmente e que
apresentavam uma dieta deficiente em triptofano.

De acordo com a literatura, um dos principais disturbios observados em individuos pré-
termo é o Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) (Chu et al., 2012; de
Kieviet, van Elburg, Lafeber, & Oosterlaan, 2012; Lindstréom, Lindblad, & Hjern, 2011).
Contudo, tais achados ndo foram corroborados aqui. Isso, talvez, devido ao fato da amostra
ser constituida principalmente por criangas classificadas como AIG. Fortalecendo este
argumento, Heinonen et al. (2010) observou que o TDAH ndo foi associado a prematuridade,

mas ao baixo peso em relacdo a idade gestacional (PI1G).

3. Criangas pré-termo sdo mais suscetiveis a déficits de memdria. Memoria visual e

recuperacao de informacGes verbais sao as principais funcoes afetadas

Em geral as criancas pre-termo apresentaram pior desempenho no WRAML2. Os
principais déficits foram observados em memoria visual e na recuperacdo das informacgoes
armazenadas, corroborando, respectivamente, com o0s achados de Baron, Litman,
Ahronovich, e Baker (2012) e com os de Rose, Feldman, e Jankowiski (2005). Por outro lado,

a habilidade de reconhecimento mostrou-se preservada nestas criancas. Como explicar tais
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achados: capacidade de recuperagdo das informacgdes afetada vs. habilidade de
reconhecimento preservada?

As dificuldades das criancas pré-termo em recuperar informacdes verbais previamente
armazenadas podem estar associadas a alteracOes estruturais (atrofia) e/ou funcionais do
hipocampo (de Quervain et al., 2003; McClelland, Korosi, Cope, Autumn, & Baram, 2011).
Evidéncias sugerem que a funcéo de reconhecimento é mais dependente do cortex perirrinal,
enquanto recordacdo é dependente do hipocampo (McTighe, Cowell, Winters, Bussey, &
Saksida, 2010; de Vanssay-Maigne et al., 2011). Com base em tais evidéncias e nos achados
do presente estudo, especula-se que, na infancia, o hipocampo é mais vulneravel ao estresse
e seus hormoénios do que o cortex perirrinal. Contudo estudos de neuroimagem poderiam
esclarecer melhor a questdo anterior, ou seja, capacidade de recuperagdo das informacoes
afetada vs. habilidade de reconhecimento preservada.

Outra funcdo que mostrou-se preservada em criangas pré-termo foi a memdria de
trabalho. Preservacdo da memdria de trabalho e déficits na evocacdo dos dados de memoria
coincidem com os achados em criangas a termo expostas a uma situacao estressante, 0 TSST-
C (Quesada et al., 2012). Conjuntamente, esses dois estudos sugerem que, na infancia, o
hipocampo é uma estrutura mais vulnerével as adversidades e aos efeitos do estresse e seus
hormonios do que o cortex pré-frontal. Diferencgas no desenvolvimento dessas duas estruturas
cerebrais podem explicar os divergentes efeitos do estresse, na infancia, observados na
mem©ria de trabalho e na evocagédo de dados de memoria. Diferentemente do hipocampo, a
maturacdo do cortex pre-frontal atravessa a adolescéncia (Casey, Tottenham, Liston, &
Durston, 2005; Perlman, Webster, Herman, Kleinman, & Weickert, 2007). Portanto, a
sensibilidade de estruturas cerebrais ao estresse e as adversidades parece ser dependente do
periodo do desenvolvimento no qual o individuo se encontra (Lupien, Maheu, Tu, Fiocco, &

Schramek, 2009).
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4. Hiper-reatividade do eixo HHA, problemas emocionais e déficits de memoria em
criancas pre-termo: consequéncias de longa duracao do estresse precoce vivenciado por

um cérebro imaturo?

Parte dos comprometimentos observados no presente estudo em criangas pré-termo
podem ter sua origem desde a gestacdo. Embora exista uma barreira protegendo o feto de
elevados niveis de cortisol materno, isto é, a enzima 11- B-hidroxiesteroide desidrogenase
tipo 2 (11B-HSD2), ha indicios de que o estresse € capaz de inibir a atividade desta enzima
(Kajantie et al., 2003; O’Donnell et al., 2012). Estudos tém mostrado que a inibi¢cdo da
atividade da 11B-HSD2 pelo consumo de alcaguz (licorice), planta rica em glicirrizina,
aumenta o risco de partos prematuros (Strandberg, Andersson, Jarvenpad, & McKeigue,
2002). Além disso, a ingestdo de glicirrizina na gravidez esta associada a um hiper-
funcionamento do eixo HHA (Réikkdnen et al., 2010), a déficits cognitivos e a problemas
emocionais e de comportamento (Raikkénen et al., 2009) na infancia, achados muito
semelhantes aos observados no presente estudo. Em consonancia, Sandman, Davis, Buss, e
Glynn (2011) observaram reducdo do volume hipocampal, aumento da amigdala e hiper-
reatividade do eixo HHA ao TSST-C em individuos expostos prenatalmente a elevados niveis
de glicocorticdides. Corroborando com os referidos resultados, nds encontramos asssocia¢es
entre estresse pré-natal (potencial inibidor da atividade da 11B-HSD2), prematuridade e
problemas emocionais na infancia.

Observou-se também uma associacdo entre longo tempo de hospitalizacdo e hiper-
reatividade do eixo HHA ao TSST-C, o que sugere que os cuidados neonatais também podem
ser um risco para o funcionamento do eixo HHA. Tais achados corroboram os de Smith et al.

(2011). Smith et al. (2011) observaram que alteracgdes estruturais e funcionais em regides do
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lobo temporal foram associadas a uma significativa exposicdo a diferentes estressores durante
a permanéncia na UTI Neonatal.

Apesar de nos ultimos anos, altos niveis de cortisol terem sido associados a déficits de
memoria (Wolf et al., 2009, Quesada et al., 2012), cortisol na infancia nao foi um preditor, no
presente estudo, para 0s comprometimentos mnemonicos e emocionais observados em
criangas pré-termo. Analises de regressdao multipla revelaram que, além da prematuridade,
baixo peso ao nascer foi considerado um preditor para os observados déficits em memoria
geral. Em um design de coorte historica, peso ao nascer talvez seje uma varidvel mais
fidedigna de estresse pré-natal do que os relatos maternos. Em consonancia com tal
argumento, alteraces na metilacdo da placenta, comprometendo o funcionamento da enzima
11B-HSD2 tém sido associado a baixo peso ao nascimento (Novakovic & Saffery, 2012).
Além disso, este € um marcador que alia estresse pré-natal e pds-natal. Baseado nisso e nos
achados de Sandman et al. (2011), pelo menos parte dos comprometimentos de memoria
podem ser atribuidos ao estresse pré-natal. Evidéncias sugerem que adversidades pré- e pés-
natais sdo capazes de alterar a metilacdo do gene de receptores de glicocorticdides no
hipocampo, e conseqlientemente a expressdo génica (Meaney,2010), criando um fendtipo
mais vulneravel ao estresse e mais suscetivel a problemas de memodria.

Contudo, estudos comparando o desempenho mnemonico de criangas pré-termo com
mesma faixa de idade gestacional e diferentes pesos ao nascimento (PIG x AIG x GIG) sdo
necessarios para esclarecer o papel do baixo peso ao nascimento na memoria. Além disso,
estudos de follow-up na area da prematuridade, aliando anélises de cortisol maternal durante
a gravidez (estresse pré-natal) e de cortisol do recém-nascido pré-termo durante a
permanéncia na UTI (estresse pos-natal) a exames de neuroimagem (desenvolvimento
cerebral), sdo essenciais para estabelecer as causas dos déficits mnemonicos e dos problemas

emocionais observados em criangas pré-termo. Seriam tais prejuizos consequéncias do baixo
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peso ao nascimento, de um comprometimento na relacdo mée-bebé, da exposicdo de um ser

imaturo ao estresse precoce, da imaturidade ou da combinagéo desses fatores?

5. Diferencas entre géneros no aumento de cortisol em resposta ao TSST-C em

criancas pré-termo: possiveis explicacoes.

Estudos animais e humanos tém mostrado que fémeas expostas a altos niveis de
glicocorticdides enddgenos ou sintéticos sdo mais reativas ao estresse ao longo da vida do
que os machos (de Bruijn et al., 2009; Alexander et al., 2012; Glover and Hill, 2012). De
forma similar, observou-se, no presente estudo, que o aumento de cortisol em resposta ao
TSST-C em criancas pré-termo foi maior em meninas do que em meninos. Essa diferenca
entre 0s géneros parece ter sua origem na gestacdo. Evidéncias sugerem que a atividade da
11B-HSD2 é mais afetada em fémeas do que em machos (Clifton, 2005), sendo um possivel
mecanismo para explicar a hiper-reatividade do eixo HHA ao TSST-C em meninas pré-
termo. Contudo, socializacdo e aprendizagem social sdo outras possiveis explicagdes e,
portanto, devem ser consideradas (Dedovic, Wadiwalla, Engert, & Pruessner, 2009).

Apesar das diferencas de género no funcionamento do eixo HHA, meninos e meninas pré-
termo ndo diferiram significativamente no desempenho na bateria de testes WRAML2, nem

em problemas emocionais.

6. LimitacOes do estudo

Em resumo, o presente estudo demonstrou que individuos pré-termo sdo um fendtipo
mais vulneravel, sendo mais reativos a estressores, e mais suscetiveis ao desenvolvimento de
déficits cognitivos e problemas emocionais na infancia. Contudo, algumas limitacGes deste

estudo precisam ser consideradas.
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Primeiramente, 0s grupos pré-termo e a termo ndo foram homogéneos quanto a
escolaridade do pai e da mée. A dificuldade de se obter grupos de criancas pré-termo e a
termo homogéneos quanto a esse aspecto pode ser devido a um possivel efeito da
escolaridade materna e paterna sobre a propria prematuridade (Blumenshine, Egerter, Libet,
& Braveman, 2010). Apesar de termos avaliado tais fatores como co-varidveis e ndo ter sido
apontado nenhum efeito significativo destas nos comprometimentos observados em criangas
pré-termo, seria interessante replicar esse estudo com grupos mais homogéneos quanto as
variaveis citadas.

Segundo, o indice de estresse pré-natal foi baseado no relato das mées dos participantes.
Considerando a faixa etéria avaliada, parte dessas informacGes podem ter sido esquecidas.

Terceiro, a integridade do hipocampo néo foi avaliada por exames de neuroimagem.

Quarto, o tamanho reduzido da amostra aliado a natureza do estudo (estudo de coorte
historica) ndo permitem avaliar separadamente a influéncia das varias variaveis pré-natais e
pOs-natais nos prejuizos observados em participantes pré-termo. Encontramos algumas
associacOes importantes entre longo tempo de hospitalizacdo, déficits menmonicos e
problemas emocionais, bem como entre estresse pré-natal e problemas emocionais.
Verificamos, também, uma associacdo entre longo tempo de hospitalizacdo e elevadas
concentragdes de cortisol em resposta ao TSST-C. Baixo peso ao nascimento foi também
associado a deficits de memdria geral. Contudo, € preciso ter em mente que muitas dessas
variaveis se sobrepdem ou se confundem, dificultando as analises do efeito de cada um
separadamente. O peso ao nascimento, por exemplo, € uma medida de nutricdo materna
durante a gestacdo, de problemas na placenta, de estresse pré-natal, de prematuridade e
também de estresse pds-natal. Em teoria, quanto menor o peso ao nascimento, mais tempo de
hospitalizacdo. Tendo isso em vista, 0s comprometimentos observados, no presente estudo,

em criangas pré-termo podem ser consequéncias do estresse pré-natal, pos-natal, do baixo
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peso ao nascimento, de uma deficiéncia na interagdo mae bebé ocasionada pelo medo
materno em lidar com um ser tdo fragil, da propria exposicdo crénica ao cortisol, ou da
prépria imaturidade. Essas varidveis podem também agir sinergicamente, afetando o
desenvolvimento cerebral. Em resumo, o design do presente estudo bem como o tamanho
reduzido da amostra ndo permitem determinar qual a participacdo de cada variavel associada
a prematuridade nos comprometimentos observados na infancia. Podemos falar apenas de
forma geral e de associacOes, as quais poderiam ser melhor estabelecidas em uma amostra
maior.

Baseado nisso, estudos futuros de follow-up englobando analises neuroenddcrinas desde a
gestacdo e exames de neuroimagem sdo necessarios para verificar as principais causas dos
comprometimentos neuroenddcrinos, cognitivos e emocionais observados em criangas pre-

termo.

VIIl. Conclusao

Intensa sensibilidade ao estresse, déficits em memoria visual e na evocacdo de dados de
memoria bem como problemas emocionais foram os principais prejuizos observados em
criancas prematuras. Tais comprometimentos podem ser resultados da exposi¢do precoce de
um ser imaturo ao estresse. Entretanto, ha ainda muito a aprender sobre como o estresse pre-
e pos-natal vinculados a prematuridade modelam a fisiologia, comportamento, emogéo e
cognicdo dos individuos na infancia e quais seriam 0s mecanismos envolvidos nessa
modelagem.

Em resumo, o presente estudo demonstrou que criangas pré-termo sdo um fendtipo mais
vulneravel, estando, portanto mais suscetiveis ao desenvolvimento de psicopatologias e
déficits cognitivos. Tal conhecimento ressalta a importancia de follow-up dessas criancas e o
desenvolvimento de novas medidas de intervencdo sobre esse quadro clinico. Como proposto
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por Moore et al. (in press) é preciso buscar um novo caminho para entender as complicagdes

da prematuridade.

IX.  Perspectivas

Baseado nos efeitos negativos da prematuridade na infancia, torna-se essencial a
compreensdo dos mecanismos subjacentes a construcdo desse fenotipo mais vulneravel. A
partir de tal conhecimento parte dos comprometimentos observados em criangas pré-termo
podem ser prevenidos ou amenizados.

Uma disfuncdo na enzima 11B-HSD2, expondo o feto a elevados niveis de cortisol
materno, pode ser um provavel mecanismo para explicar as negativas consequéncias
observadas em criancas pré-termo. Como citado anteriormente no item 4 da secdo VII, o
consumo de alcaguz (licorice) durante a gravidez, rico em glicirrizina, uma substancia que
afeta a atividade da enzima 11B-HSD2, esta ndo apenas relacionado ao aumento do risco de
prematuridade (Strandberg et al., 2002), mas também a déficits cognitivos, distarbios afetivos
(Réikkonen et al, 2009) e hiperatividade do eixo HPA (Réikkonen et al., 2010) na prole. Tais
resultados sdo bastante semelhantes aos encontrados, no presente estudo, em criangas pré-
termo, sugerindo a importancia de se investigar a relacdo entre estresse pré-natal, atividade da
enzima 11B-HSD2 e prematuridade. Uma redugdo da atividade da enzima 113-HSD2 também
estd associada ao baixo peso ao nascimento, caracteristica da prematuridade, e a um severo
estresse fetal (Kajantie et al., 2003).

Os efeitos a longo prazo da prematuridade podem ser consequéncias de mecanismos
epigenéticos. Eventos adversos durante os periodos pré-natal e/ou pds-natal podem afetar a
metilacdo do gene de receptores de glicocorticdides, e consequentemente a expressao génica
(Meaney, 2010). Um interessante estudo, observou que criangas e adolescentes com idade
entre 10 e 19 anos nascidos de mées que experienciaram estresse, na forma de violéncia
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conjugal, durante a gestacdo apresentaram elevados niveis de metilagdo nos genes de
receptores de glucocorticoides (Radtke et al.,, 2011). Baseado nessas evidéncias, é
fundamental avaliar se criangas pré-termo também apresentam altera¢cGes na metilacdo dos
genes de receptores de glucocorticoides.

Em suma, é fundamental enxergar a prematuridade ndo apenas como o0 nascimento de um
ser imaturo, mas um ser imaturo exposto a eventos adversos. E de extrema importancia ir
além da simples concepcdo de imaturidade do organismo. A partir dai os profissionais de
salde poderdo ter mais ferramentas para propor intervencfes mais direcionadas e eficazes. A
reducdo dos niveis de estresse pré-natal poderia, por exemplo, reduzir os indices de
prematuridade? Massagem durante a gestacdo tem mostrado ser uma efetiva técnica para
reducdo dos indices de nascimento pré-termo, baixo peso ao nascimento e depressao poés-
parto (Field, Diego, Hernandez-Reif, Deeds, & Figueiredo, 2009).

Portanto, ter uma visdo mais abrangente da prematuridade, incluindo a exposi¢éo precoce
de um ser imaturo ao estresse, pode contribuir para o adequado desenvolvimento desses
individuos. Pode ser um caminho para prevenir varios distirbios psicoldgicos e cognitivos ao

longo da vida.
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ANEXOS



Anexo 1: Questionario de Dificuldades e Capacidades (do inglés, Strengths

and Difficulties Questionnaire)

Questionirio de Capacidades e Dificuldades (SDQ-Por) Pa 416

Instrugdes: Por favor, em cada item marque com uma cruz o quadrado que melhor descreva a crianga. Responda a todas as
perguntas da melhor maneira possivel, mesmo que vocé nio tenha certeza absoluta ou se a pergunta lhe parecer estranha. Dé suas
respostas com base no comportamento da crianga nos tltimos seis meses.

Nome da CHamEaA ..ottt Masculino/Feminmino

Data de Nascimento ...

MAlais ou menos
Falso  verdadeira Verdadeiro

Tem consideracdo pelos sentimentos de outras pessoas

Nio consegue parar sentado quando tem que fazer a licdio ou comer; mexe-se muito,
esbarrando em coisas, derrubando coisas

Muitas vezes se queixa de dor de cabega, dor de barriga ou enjdo

Tem boa vontade em compartilhar doces. brinquedos. lapis ... com outras criangas

Frequentemente tem acessos de rarva ou crises de birra

E solitario. prefere brincar sozinho

Geralmente € obediente e faz normalmente o que os adultos lhe pedem

Tem muitas preocupagdes, muitas vezes parece preocupado com tudo

Tenta ser atencioso se alguém parece magoado. aflito ou se sentindo mal

Esta sempre agitado, balangando as pernas ou mexendo as mios

Tem pelo menos um bom amigo ou amiga

Frequentemente briga com outras criancas ou as amendronta

Frequentemente parece triste, desanimado ou choroso

Em geral. € quenido por outras criangas

Facilmente perde a concentracio

Fica inseguro quando tem que fazer alguma coisa pela primeira vez, facilmente perde a
confianca em s1 mesmo

E gentil com criangas mais novas

Frequentemente engana ou mente

Outras criancas 'pegam no pé' ou atormentam-no

Frequentemente se oferece para ajudar outras pessoas (pais, professores, outras criancas)

Pensa nas coisas antes de fazé-las

Rouba coisas de casa. da escola ou de outros lugares

Se da melhor com adultos do que com outras criangas

Tem muitos medos, assusta-se facilmente

O O|0oo/oooo) OO oOmDo | O oo oy oy Oe Qo) o o
O|oOooooooo| . oooooooooooo. /b
0 O A o || R AR R

Completa as tarefas que comega. tem boa concentracio

Vocé tem algum outro comentario ou preocupagdes? Descreva-os abaixo.

Por favor, vire a pagina. Ha mais algumas perguntas no outro lado
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Pensando no que acabou de responder, vocé acha que seu filho/a fem alguma dificuldade? Pode ser uma
dificuldade emocional, de comportamento, pouca concentracio ou para se dar bem com outras pessoas.

Sim- Sim-
pequenas dificuldades
Nio dificuldades bem defimdas

O O O

Se voce responden "Sim", por favor responda as seguintes questdes sobre estas dificuldades:

« Ha quanto tempo estas dificuldades existem?

Menos de 1-5 6-12
1 mes méses méses

O O O

« Estas dificuldades incomodam ou aborrecem seu filho/a?

Um
Nada pouco Muito

O O O

« Estas dificuldades atrapalham o dia-a-dia do seu filho/a em alguma das situacdes abarxo?

Um

Nada pouco Muito
DIA-A-DIA EM CASA N
AMIZADES Il

APRENDIZADO ESCOLAR |:|

ATIVIDADES DE LAZER
(PASSEIOS, ESPORTES ETC))

OoOon
O OO0

« Estas dificuldades sdo um peso para vocé ou para a familia como um todo?

Sim-
dificuldades
graves

O

Mais de
1 ano

O

Mais
que muito

O

Mais
que muito

OoOon

Mais
que muito

Nome completo (em letra de forma) ..o Data ..o

M3e/pat/outro (especifique):
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Anexo 2: SELF-ASSESSMENT MANIKIN - SAM

= Prazer vs. Desprazer
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Apéndice 1: Lista dos artigos publicados, em submissdo e comunicacgdes em
Congressos

1) Artigo publicado

Quesada, A.A., Wiemers, U.S., Schoofs, D., & Wolf, O.T. (2012). Psychosocial stress
exposure impairs memory retrieval in children. Psychoneuroendocrinology 37, 125-136.
Periddico indexado pelo PUBMED.

Fator de impacto: 5.809.

2) Artigo em fase de submissdo

Quesada, A.A., Tristdo, R.M., Pratesi, R., & Wolf, O.T. Hyper-responsiveness to acute

stress, emotional problems and poorer memory in former preterm children.

3) Comunicacbes em Congressos

e Apresentacdes orais

SRCD Biennal Meeting 2013, Seatlle, Washington , USA.

Simposio : Stress Physiology and Memory in Children

Titulo da apresentacdo: Hyperresponse to acute stress, emotional problems and poorer
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Autores: Quesada, A.A., Tristdo, R.M., Pratesi, R., Wolf, O.T.

I1 Jornada de Neurologia Infantil e Neurogenética do Distrito Federal (2011)

Mesa Redonda: Epilepsia
Titulo da apresentacdo: Avaliacdo neuropsicologica
Autores: Quesada, A.A., Tristdo, R.M., Bomfim, D.
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Pratesi, R., Wolf, O.T. (2012). Hyperresponse to acute stress and poorer memory in
former preterm children. European Journal of Psychotraumatology 3. 42nd Annual
Conference of ISPNE, New York, USA.

Tristdo, M.R., Garcia, N.V., de Jesus, J.A., Quesada, A.A. (2012). Comfort behavior scale
and skin conductance activity: Comparative analysis of parameters. 14th World Congress
on Pain, Milan, Italy.

Quesada A.A., Wiemers U.S., Schoofs D., Wolf O.T. (2011). Psychosocial stress exposure
impairs memory retrieval in children. 41st Annual Conference of ISPNE, Berlin,
Germany.

Quesada A.A., Tristdo R.M., Bomfim D., Vieira P.A.C. (2010). Cognitive implications of
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Apéndice 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Brasilia, de de 2011.

Sr (a). , gostariamos de convidar seu
filho (a) para participar como voluntdrio (a) da pesquisa “Efeitos Mneménicos do Estresse
em Criangas”, a ser desenvolvida por Andréa Amaro Quesada (mestre em Ciéncias do
Comportamento e doutoranda em Ciéncias Médicas na UnB em parceria com Ruhr -
Universitat Bochum, Alemanha) e uma equipe multidisciplinar da Universidade de Brasilia. A
participacdo dele (a) ndo é obrigatdria.

Os objetivos desse estudo sdo: verificar se criancas nascidas pré-termo e submetidas a
estresse pré-natal e pds-natal apresentam niveis de cortisol (hormonio do estresse) mais
elevados que criancgas a termo, saudaveis, de mesma faixa etaria, nivel educacional e sécio-
econdmico (grupo controle); (2) a influéncia do estresse na memoria.

A participacdo de seu filho (a) consistird na realizacdo de testes de memdria e de uma
apresentac¢ado oral para um comité constituido por dois estudantes de Medicina. Além disso,
sera necessaria coleta de saliva em dois dias consecutivos para avaliar o estresse de sua
crianca. Essas amostras serdo obtidas em sua residéncia. Para realizacdo dos testes de
memdria e da apresentacdo oral serd necessario que ele (a) participe de duas sessdes de
aproximadamente 1 hora e 15 minutos cada. Na Ultima sessdo, a saliva também serd
coletada. Sera também solicitado que o senhor (a) responda perguntas sobre seu filho (a)
por meio de questiondrios. O senhor (a) tem todo o direito de recusar-se a responder
aquelas que lhe tragam contrangimentos de alguma forma. O tempo de duracdo de
aplicacdo dos questionarios é de aproximadamente 15 minutos.

A avaliacdo de memodria serd realizada em um ambiente de jogos e brincadeiras. A qualquer
momento a crianga, pais ou responsaveis tém o direito de se recusar a responder questdes
que lhes tragam constrangimentos ou de desistir da participacdo nessa pesquisa, nao
acarretando qualquer prejuizo a continuidade da assisténcia.

Ao final da avaliagdo, os responsaveis pela criangca receberdao um relatério com as
conclusdes das avaliagGes realizadas, contendo orientagdes e sugestGes de atividades que
possam ajudar na melhoria da qualidade de vida dessas criangas. Os resultados serdo para
fins de estudos cientificos, portanto, todos os dados coletados serdo confidenciais e o sigilo
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das pessoas envolvidas é assegurado. Os dados e material utilizados na pesquisa serao
guardados no Ambulatério de Crescimento e Densenvolvimento da Universidade de Brasilia,
sob a responsabilidade do pesquisador responsavel, de acordo com a Resolugdo n? 196/96
do Conselho Nacional de Saude.

Esclarecimentos adicionais poderao ser obtidos diretamente com as pesquisadoras ou pelo
telefone 8140-5526.

Em caso de concordancia, solicitamos, por gentileza, assinar o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, redigido em duas vias, sendo uma do (a) Sr(a). e outra do pesquisador.
Nessa cépia consta o telefone e o endereco institucional do pesquisador principal e vocé
pode tirar suas duvidas sobre o projeto e a participacdo agora ou a qualquer momento.

Eu, e meu filho (a)

apds ter recebido as informacgdes acima e termos

esclarecido todas as nossas duvidas, declaramos que entendemos todos os objetivos, riscos
e beneficios de nossa participacdo e concordamos em participar voluntariamente dessa
pesquisa. Declaramos ainda ter recebido uma via do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Participante Pais ou representante Legal Data

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria o consentimento Livre e Esclarecido
desse participante e de seu representante legal para participacdo nesse estudo.

Pesquisador Responsavel: Andrea Quesada Data

CRP: 11174/DF

1.Contato: 8140-5526. Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia. Campus
Universitario, Asa Norte.
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