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RESUMO

Objetivo: Determinar a influéncia da presenga de cafeina no sangue de corddo umbilical
na ocorréncia de apneia.

Métodos: Estudo de coorte prospectivo de recém-nascidos pretermos com peso de
nascimento menor de 2.000 g. Os critérios de exclusdo foram: maes que receberam opioides ,
ventilacdo mecanica durante os primeiros 4 dias de vida, malformagao congénita cerebral e
cardiaca  maiores, asfixia perinatal, hemorragia  peri-intraventricular  severa,
exsanguineotransfusdo antes do quarto dia de vida e uso de metilxantina antes da extubagao.
Os recém-nascidos foram divididos em: com e sem cafeina detectavel no sangue de corddo
umbilical e acompanhados nos primeiros quatro dias de vida para a ocorréncia de apneia.

Resultados: 87 com e 40 sem cafeina detectavel no sangue de corddo umbilical foram
estudados. A mediana da concentracdo de cafeina dos 87 pacientes com cafeina detectavel no
sangue de corddao umbilical foi 2,3 pg/ml (0,2-9,4 pg/ml). Nao houve associa¢do entre a
ocorréncia de apneia e a presenca de cafeina no sangue de corddao umbilical. Recém-nascidos
com cafeina detectavel no cordao umbilical tiveram apnéia mais tarde (66.3 horas) do que
aqueles com niveis indetectaveis (54.2 horas).

Conclusao: a deteccdo de niveis de cafeina no sangue de corddo umbilical ndo diminuiu
a ocorréncia de apneia da prematuridade. NoOs sugerimos que novos estudos com a
administracdo de altas doses de cafeina para maes antes do parto prematuro, como estratégia
para prevenir a apneia da prematuridade, devam ser realizados.

Palavras-chave: prematuridade, apnéia da prematuridade, cafeina, recém-nascido de

baixo peso, sangue de corddo umbilical



ABSTRACT

Objective: To determine the influence of presence of caffeine in umbilical cord blood
on apnea occurrence.

Methods: A prospective cohort study with preterm newborns with birth weight less than
2,000 g was undertaken. Exclusion criteria were: mothers that received opioids, mechanical
ventilation during the first 4 days of life, cerebral and major cardiac malformations, perinatal
asphyxia, severe periintraventricular hemorrhage, exchange transfusion before the fourth day
of life, and those that received methylxantine prior to extubation. Neonates were divided in:
with detectable and undetectable caffeine in umbilical cord blood. Newborns were followed
for the first 4 days for occurrence of apnea spells.

Results: 87 with and 40 without detectable caffeine in umbilical cord blood were
studied. The median caffeine concentration of the 87 patients with detectable caffeine in
umbilical blood was 2.3 pg/ml (0.2-9.4 pg/ml). There was no association between occurrence
of apnea spells and presence of caffeine in umbilical cord blood. Neonates with detectable
caffeine in umbilical blood had apnea later (66.3 + 4.14 hours) than those with undetectable
levels (54.2 + 6.26 hours).

Conclusion: The detected levels of caffeine in umbilical cord blood did not decrease the
occurrence of apnea of prematurity. We suggest that further studies on administration of high
dose of caffeine to mothers prior to a preterm delivery as a preventive measure for apnea of
prematurity deserve to be conducted.

Keywords: prematurity, apnea of prematurity, caffeine, low birth weight infant,

umbilical cord blood



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

% Percentual

+ Mais ou menos

< Menor

> Maior ou igual

pg/ml Micrograma por mililitro

ul Microlitro

AIG Adequado para a idade gestacional
DMH Doenga da membrana hialina

EUA Estados Unidos da América

FDA Food and Drug Administration

g Grama

GIG Grande para a idade gestacional

Hb Hemoglobina

HCPA Hospital de Clinicas de Porto Alegre
HPIV Hemorragia peri-intraventricular
HPLC Cromatografia liquida de alta pressao
IG Idade gestacional

LPV Leucomalécia periventricular

MDI Indice de desenvolvimento mental
mg/kg Miligrama por quilograma

mg/L Miligrama por litro

mg/ml Miligrama por mililitro

ml/min Mililitro por minuto

mm Milimetro

nm Nanometro

°C Graus centigrado

0, Oxigénio

PaCoO, Presséo parcial de gas carbonico
PCA Persisténcia do canal arterial

PDI Indice de desenvolvimento psicomotor
PIG Pequeno a para idade gestacional
PN Peso de nascimento

REM Rapid eye moviment

RN Recém-nascido

rpm Rotagdes por minuto

RR Risco relativo

SCLC-10 A Sistem controler liquid chromatographic mod 10 A
USC Ultra-sonografia cerebral

UTI Unidade de terapia intensiva

VM Ventilagdo mecanica

o Algumas siglas foram mantidas na sua versdo original, em inglés, por serem assim
mundialmente conhecidas.
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1 INTRODUCAO

Nos RNs pré-termos, os mecanismos de controle da respiragdo ainda ndo estdo
completamente desenvolvidos, o que os torna suscetiveis a respiracao periddica e a apneia da
prematuridade (ENGOREN, 2009).

A apneia ¢ o distirbio respiratorio mais frequente do periodo neonatal. Nos ultimos
anos, o uso do surfactante artificial, a incorporagdo de novas tecnologias € 0 progresso nos
cuidados neonatais, aumentaram consideravelmente a sobrevida dos RNs pré-termos e, como
consequéncia, a populacdo de risco para apneia (LOPES, 2001). No entanto, apesar dos
avangos registrados na area de conhecimento relacionada ao controle da respiragdo, os
mecanismos exatos da apneia em pré-termos ainda ndo foram claramente identificados (ABU-
SHAWEESH, MARTIN, 2008).

Quando as apneias tornam-se frequentes e prolongadas, o tratamento deve ser iniciado
(LOPES, 2001). Dentre as op¢des terapéuticas, destacam-se as abordagens farmacoldgicas,
sendo a cafeina amplamente utilizada no tratamento da apneia da prematuridade
(CARVALHO-LOPES, ANDRADE, 2005).

Tem-se indagado o papel do consumo materno de cafeina ¢ a ocorréncia de apneias
nos pré-termos. Como a cafeina ¢ uma substincia que atravessa a barreira transplacentaria
(DE SOUZA, SCHIERI, 2005; BOYLAN et al., 2008; GROSSO et al., 2008), ela poderia

estimular o centro respiratorio do feto intra-utero.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CONCEITO DA APNEIA DA PREMATURIDADE

A apneia em pré-termos ¢ definida como pausa da respiragdo por 20 segundos ou
mais, ou pausa de menor duragdo, se acompanhada de cianose, hipotensdo ou bradicardia
(POBLANO et al., 2006). A incidéncia de apneia idiopatica da prematuridade ¢ rara no
primeiro dia de vida, ocorrendo geralmente entre o 2° ¢ o 7° dia de vida (BERHMAN et al.,

2004; CLOHERTY et al., 2004; KOPELMAN et al., 2004).

2.1.1 Classificagdo da apneia

A apneia pode ser classificada em trés categorias: apneia central, apneia obstrutiva e
apneia mista (LEMKE et al., 1998).

Apneia central: ¢ caracterizada pela cessagao total de movimentos respiratorios e
consequentemente de fluxo de ar nas vias aéreas superiores.

Apneia obstrutiva: ¢ definida pela cessacdo de fluxo de ar nas vias aéreas superiores
na vigéncia de movimentos respiratdrios ativos.

Apneia mista: ocorre um episoédio de apneia central seguido por episdédio obstrutivo
(movimentos respiratorios sem fluxo de ar nas vias aéreas) ou ocorre um episodio obstrutivo

seguido por uma apneia central (LOPES, 2001).
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2.2 INCIDENCIA DA APNEIA

A incidéncia de apneia € inversamente proporcional a IG (JULIEN et al., 2008). Em
RN com IG entre 34 e 35 semanas, a incidéncia encontrada na literatura ¢ de 7%, elevando-se
para 14% nas idades gestacionais de 32 e 33 semanas, 54% de 30 e 31 semanas, 75% de 28 e
29 semanas e 78% naqueles com 26 e 27 semanas de IG (KOPELMAN et al., 2004). Em pré-
termos com PN menor que 1.000 g, ¢ um evento quase universal (FINER et al., 2006). Os
episodios de apneia persistem por periodos variados, mas usualmente cessam por volta de 37
semanas de IG corrigida. No entanto, nos RNs com menos de 28 semanas de IG, estes
episodios poderdo persistir mais do que o periodo de termo gestacional (CLOHERTY et al.,

2004).

2.3 MECANISMOS DE CONTROLE DA RESPIRACAO

Ha varios mecanismos envolvidos no controle da respiracdo dos RNs. Os fisiologistas
costumam definir a respiracdo do RN como uma experiéncia sensorio-motora extremamente
dependente da quantidade e qualidade dos estimulos sensoriais aferentes. Esse conceito ¢
substanciado pelos seguintes fatos: simples alteracdes de temperatura ambiente (hipotermia
ou hipertermia) sdo, as vezes, suficientes para produzir apneia; estimulos tacteis ou sensoriais
sdo capazes de reverter quadros de apneia; a apneia ¢ muitas vezes o sinal mais comum na
presenca de infec¢do, anemia ou distirbios metabdlicos (LOPES, 2001).

O sistema vagal participa do controle da respiracdo, transmitindo informagdes para o
centro respiratorio sobre o volume pulmonar e suas variagdes. Os receptores de estiramento
pulmonar e os receptores de adaptagdo rapida, localizados nos brénquios e bronquiolos, sdo

responsaveis pelos reflexos de insuflacdo e deflacdo de Hering-Breuer, respectivamente, e,
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portanto, pela determinagdo dos tempos inspiratdrios e expiratorios (CLOHERTY et al., 2004;
KOPELMAN et al., 2004).

Os receptores de estiramento pulmonar, localizados na musculatura lisa das vias
aéreas, sdo estimulados com o aumento do volume pulmonar, inibindo a inspiragdo. A
intensidade desse reflexo aumenta com a IG, sendo maxima entre 36 e¢ 38 semanas de IG,
quando volta a declinar. A atividade diminuida deste reflexo no pré-termo decorre da menor
eficiéncia na transmissdo dos impulsos nervosos. Seu decréscimo ao termo ¢ justificado pela
maior importancia de outros reflexos da caixa toracica nessa fase (CLOHERTY et al., 2004;
KOPELMAN et al., 2004).

A imaturidade do sistema nervoso do RN, principalmente do pré-termo, caracterizada
pelo menor numero de sinapses entre os neurdnios, arborizacdo dentritica escassa e
mieliniza¢do incompleta, dificulta a despolarizacdo dos neuronios, retardando a propagacgéo
do estimulo nervoso. Com a evolucdo da gestacdo, ocorre a diminui¢do do tempo de conducao
nervosa, fato que coincide com a queda do numero de episodios de apneia (CLOHERTY et
al., 2004; KOPELMAN et al., 2004).

Um exemplo da imaturidade € a resposta do potencial evocado, que estd diminuida em
RN com apneia quando comparada com controles sem apneia, indicando um atraso no tempo
de conducdo do tronco cerebral. Esse atraso, no entanto, melhora apos a administracao de
aminofilina, significando talvez uma imaturidade mais funcional do que anatomica (ABU-
SHAWEESH, MARTIN, 2008).

Os astrocitos t€m um importante papel na transmissdo neuronal. Astrécitos sao
capazes de liberar transmissores quimicos como adenosina, D-serina e glutamato que t€m
papel na sincronizacdo da atividade neuronal e modulacdo da transmissdo sinaptica. O papel

dos astrocitos na modulacdo da respiracdo ¢ sugerido pela aplicagdo de inibidores da
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glutamase reversa nos mesmos, os quais diminuiram a frequéncia respiratéria em animais
(ABU-SHAWEESH, MARTIN, 2008).

Os receptores de acdo rapidos, também localizados nas vias aéreas, sdo estimulados
pela contracdo do volume pulmonar, interrompendo a expiragdo e iniciando um novo ciclo
respiratorio. A imaturidade desses receptores também contribui para o desencadeamento da
apneia da prematuridade. Os receptores irritativos ou expiratorios, localizados entre as células
epiteliais das vias aéreas, sdo estimulados por agentes mecéanicos e quimicos, provocando no
neonato a apneia. Os receptores justa-pulmonares sdo localizados nas paredes alveolares,
junto aos capilares, sendo estimulados por insuflagdo, edema ou processo inflamatorio
pulmonares, desencadeando respiragdo superficial e apneia, bradicardia e laringoespasmo. Os
receptores fusiformes sdo localizados entre as fibras musculares dos musculos intercostais e,
em menor numero, no diafragma, regulando o tonus desses musculos e a forga contratil. Tais
receptores estdo ligados ao neurdnio motor através da alca aferente, a alca gama. No sono
rapid eye moviment (REM), tipo de sono predominante do RNs, observa-se inibicdo dessa
alca com diminui¢do do tonus dos musculos intercostais, deixando o neonato em desvantagem
para enfrentar o trabalho respiratério. Em situagdes de distor¢do da caixa tordcica, esses
receptores sdo estimulados e desencadeiam o reflexo inibitério frénico-costal, cuja acdo tem
importancia na respiragdo do RN, o que o torna suscetivel a episdodios de apneia
(CLOHERTY et al., 2004; KOPELMAN et al., 2004).

Quanto a paténcia das vias aéreas, 0 neonato apresenta tendéncias ao colabamento das
vias aéreas superiores na inspiragdo, principalmente no nivel da laringe, devido ao seu
pequeno didmetro, e da faringe, por se tratar de um tubo muscular sem suporte tecidual rigido
(CLOHERTY et al., 2004; KOPELMAN et al., 2004).

As caracteristicas da caixa toracica do pré-termo tornam a mecénica ventilatoria pouco

eficiente. O formato circular dos arcos costais e sua inser¢do perpendicular a coluna vertebral
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determinam menor aumento no volume pulmonar durante a inspiragd@o. Seu maior contetido
cartilagineo aumenta a complacéncia da caixa toracica, tornando-a mais suscetivel ao colapso
na inspira¢do e aumentando o trabalho respiratério (CLOHERTY et al., 2004; KOPELMAN
et al., 2004).

O pré-termo apresenta resposta bifasica a hipoxia caracterizada por aumento na
ventilagdo-minuto nos dois minutos iniciais, seguida de decréscimo do volume-minuto, uma
vez que a hiperventilagdo ndo ¢ mantida. A diminuicdo da frequéncia respiratoria pode
resultar em apneia. Uma das possiveis causas para a depressdo pos-hipoxia ¢ a liberagdo de
adenosina. Essa base nitrogenada ¢ produzida com a quebra do adenosina tri-fosfato (ATP),
durante a hipdxia (LOPES, 2001).

Além disso, sabe-se que uma concentracdo basal de CO, ¢ essencial para que a
respiracdo ocorra. O nivel abaixo do qual a respiracdo cessa ¢ conhecido como limiar obtido
pelo CO,. Sabe-se que os RNs respiram muito proximo do seu limiar. A proximidade entre o
PCO, eupneico e o limiar para o0 PCO, que desencadeia apneia confere grande vulnerabilidade
ao sistema do controle respiratério do RN, j& que uma oscilagdo minima na respiragdo pode
trazer o PCO; eupneico abaixo do seu limiar minimo, causando a apneia (KHAN et al., 2005).

No pré-termo, ha ainda um desequilibrio entre os neuromoduladores que participam do
controle respiratorio, ocorrendo um predominio dos mediadores inibitérios que possuem

efeito depressor respiratorio (CLOHERTY et al., 2004; KOPELMAN et al., 2004).

2.4 FATORES DE RISCO PARA A APNEIA

Muitos fatores estdo relacionados a ocorréncia de apneia, dentre os quais citamos:

PCA, anemia, hipoglicemia, hipocalcemia, sepse, instabilidade térmica, patologias

intracranianas, refluxo gastro-esofagico e drogas depressoras do sistema nervoso central. O
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papel do refluxo gastro-esofdgico ainda ¢ controverso na literatura, com alguns trabalhos
negando a associacdo do refluxo gastro-esofagico com a presenca de apneia (PETER et al.,
2002, DiFIORE et al., 2005). Além disso, mais recentemente, consanguinidade e ictericia
também tém sido relacionadas com apneia da prematuridade (TAMIM et al., 2003; MESNER
et al., 2008).

Foi realizada uma revisdo dos fatores de risco para apneia em pré-termos com PN
inferior a 1.500 g (LOPES, 2001). Dentre os 63 pacientes sobreviventes no periodo de um
ano, 32 apresentaram apneia com necessidade de tratamento e 10 apresentaram apneias graves
e recorrentes. O peso médio dos pacientes com apneia foi de 1.124 g e daqueles sem apneia
foi 1.270 g. A incidéncia de apneia foi inversamente proporcional a IG e ao peso. O risco
relativo (RR) para apneia ndo foi diferente quanto ao tipo de parto, sexo, presenga de sepse,
hemorragia intracraniana e displasia broncopulmonar. Entretanto verificou-se que o RR para
ocorréncia de apneia foi 1,73 (1,13-2,66) naqueles RNs com peso apropriado para a IG,
quando comparados aos pequenos para IG; e 2,58 (1,16-5,74) nos RNs com DMH.

Poblano et al. (2006), verificou que a média de IG dos pacientes que apresentaram
apneia foi 32,8 semanas versus 33,8 semanas nos pacientes em apneia. Também o peso ao

nascer foi significativamente maior nos pacientes sem apneia.

2.5 TRATAMENTO DA APNEIA

Quando as apneias tornam-se frequentes e prolongadas, o tratamento deve ser iniciado.
O tratamento consiste no uso de metilxantinas, CPAP ¢ VM (BHATIA, 2000; REGO,
MARTINEZ, 2000; AGGARWAL et al., 2001; UPADHYAY, DEORARI, 2004). Dentre as

opgoes terapéuticas, destaca-se a abordagem farmacologica com emprego da cafeina.
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2.6 USO DA CAFEINA EM RECEM-NASCIDO

Desde o relato inicial de decréscimo na frequéncia de episoddios de apneia em neonatos
tratados com teofilina por via retal em 1973, numerosos estudos confirmaram a utilidade das
xantinas metiladas no tratamento de apneia neonatal. A cafeina e a teofilina sdo agora
amplamente utilizadas na apneia neonatal da prematuridade (CARVALHO-LOPES,
ANDRADE, 2005), estando entre as drogas mais prescritas em Neonatologia e reduzindo a
frequéncia de apneia e a necessidade de VM (SCHMIDT, 2005).

Varios mecanismos de acdo podem explicar a menor frequéncia de apneia apos a
administracdo de metilxantinas (CARVALHO-LOPES, ANDRADE, 2005; ARANDA et al.,
1977):

« Estimulo respiratorio central: produzem aumento da ventilagdo, decréscimo na
pressdo parcial de gas carbonico (PaCO,) e aumento na maioria dos indices que refletem o
controle respiratorio neural.

« Bloqueio da adenosina, a qual tem efeito inibitorio sobre a respiragao.

« Melhora da contragdo dos musculos respiratorios

« Outros: alteragdo das taxas metabolicas, do débito cardiaco e da homeostase
metabolica, bem como potencializagdo dos efeitos das catecolaminas.

A adenosina € um produto do ATP que estd presente em varios locais do cérebro,
inclusive do liquor, e tem atividade depressora da respiragao. O envolvimento da adenosina na
depressao ventilatoria durante a hipoxia ¢ sugerido pela observagao de que a hipoéxia aumenta
a adenosina no liquido intersticial cerebral, assim como no plasma ¢ liquor de estudos com
animais. Além disso, a utilizagdo de antagonistas da adenosina reverte a depressdo hipoxica
em animais anestesiados (ABU-SHAWEESH, 2004). O nivel de adenosina circulante diminui

imediatamente ap6s o nascimento, assim como o nivel de adenosina no cérebro. Essa
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diminui¢do da inibigdo adenosinérgica pode contribuir para o estabelecimento do padrdo
respiratorio pos-natal (HERLENIUS et al.,, 2002). O papel da adenosina na apneia da
prematuridade ¢ sugerido pela habilidade dos antagonistas da adenosina (derivados das
xantinas — teofilina e cafeina) em diminuir a incidéncia de apneia. Contudo, o mecanismo
exato e a localizacdo da acdo da adenosina, assim como a interacdo da adenosina com outros
neurotransmissores, ainda ¢ objeto de estudo (ABU-SHAWEESH, 2004). A ingestao de altas
doses de cafeina durante a gestacdo e no periodo pos-natal imediato pode alterar o
desenvolvimento do receptor da adenosina e aumentar a incidéncia de apneia em ratos
(HERLENIUS et al., 2002).

Ensaios controlados, comparando teofilina com cafeina, indicam que ambas as drogas
sdo eficazes no manuseio da apneia, porém, com a teofilina, observam-se mais efeitos
adversos (PESCE et al., 1998; FREDHOLM et al., 1999). Como a cafeina tem uma meia-vida
plasmatica mais prolongada, as doses sdo menos frequentes e a necessidade de monitorizagao
do tratamento ¢ menos crucial (LEON et al., 2007; NATARAJAN et al., 2007). Além disso, o
inicio de agdo da cafeina ¢ mais rapido (KASSIM et al., 2009). Sendo assim, a cafeina tornou-
se a droga de escolha para tratamento da apneia da prematuridade (GANNON, 2000; STEER,
HENDERSON-SMART, 2000; COMER et al., 2001; HENDERSON-SMART, STEER,
2001).

Em casos de dose excessiva da cafeina, a eliminacdo prolongada da droga pode
resultar na manutengdo de altas concentragdes plasmaticas por longos periodos. Entretanto,
observagoes prévias sugerem que as concentragdes plasmaticas de cafeina até 50 mg/L podem
ndo resultar em nenhum efeito adverso (CARVALHO-LOPES, ANDRADE, 2005). A apneia
pode ser causada por obstrugdo das vias aéreas altas, sem interrupcdo da atividade muscular
respiratoria. O reconhecimento desse fato levou a uma reavaliagdo dos efeitos das xantinas na

reducdo da frequéncia das apneias, tanto nos lactentes nos quais predominavam as apneias
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centrais, quanto naqueles cuja obstrug@o nas vias aéreas era o principal mecanismo patogénico
envolvido. Roberts et al. (1982) descreveram uma significativa redugdo de todos os tipos de
apneia, sugerindo que a teofilina pudesse melhorar a coordenacdo entre as vias aéreas altas e
os musculos respiratorios.

O efeito previamente proposto por Roberts também foi observado nos lactentes pré-
termos nos quais a eletroneuromiografia diafragmatica e dos musculos laringeos foi registrada
simultanecamente (CARVALHO-LOPES, ANDRADE, 2005).

Dados da Cochrane Library referentes a administragdo de metilxantinas antes da
extubacdo de lactentes pré-termos foram importantes na implementacdo dessa rotina
assistencial (HENDERSON-SMART, STEER, 2000; HENDERSON-SMART et al., 2001;
HENDERSON-SMART, DAVIS, 2003). Os autores relacionaram dados provenientes de seis
ensaios, num total de 187 lactentes (quatro ensaios com teofilina e dois com cafeina). O dado
primariamente aferido foi a impossibilidade de desmame da VM e extubagdo.
Secundariamente, foi avaliada a necessidade de re-intubagdes para reiniciar a VM ou
necessidade de CPAP. Trés ensaios encontraram redug@o significativa na falha de extubagoes
durante a primeira semana apds o inicio do tratamento. Um estudo registrou a eficacia do
tratamento reduzindo as falhas na extubacdo de lactentes com menos de 1.000 g ao nascer ¢
com menos de uma semana de vida. A andlise global dos seis ensaios mostrou que o
tratamento com metilxantinas resulta na reducdo das falhas de extubagdes, com RR de 0,47
(0,32-0,70), protetor para o desfecho apneia.

Em trabalho experimental publicado por Yoder et al. (2005), os autores avaliaram os
efeitos cardiopulmonares do uso precoce de cafeina em babuinos pré-termos que haviam
recebido também surfactante exogeno. Nesse estudo, o tratamento precoce com cafeina,
combinado com a administracdo de surfactante, esteve associado com melhora da funcéo

pulmonar nas primeiras 24 horas de vida.
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2.7 SEGURANCA NO USO NEONATAL DA CAFEINA

O tratamento adequado das apneias no periodo neonatal ¢ de fundamental importéncia,
ja que ¢ observado maior incidéncia de HPIV, hidrocefalia, LPV, necessidade de suporte
ventilatorio por periodo de tempo mais prolongado e alteracdes do desenvolvimento
neuroldgico no primeiro ano de vida, quando comparados com pré-termos sem apneia
(CARVALHO-LOPES, ANDRADE, 2005). Janvier et al. (2004) realizaram o seguimento por
trés anos de pré-termos que apresentaram apneias no periodo neonatal, encontrando pior
desenvolvimento neuropsicomotor nas criangas que tiveram apneias no periodo neonatal do
que seus controles, sem apneias.

Em estudo multicéntrico (SCHMIDT et al., 2006), a administragdo de pressao positiva
e oxigenioterapia foram descontinuadas uma semana antes naqueles pacientes que utilizaram
cafeina, quando comparados com os pacientes que utilizaram placebo. Além disso, o uso de
doxapram, corticoide pods-natal e transfusdo de concentrado de hemacias (CHAD) foram
menores nos pacientes que receberam cafeina. A cafeina reduziu a incidéncia de displasia
broncopulmonar e a necessidade de cirurgia para fechamento do canal arterial. Durante as trés
primeiras semanas de acompanhamento, os pacientes que receberam cafeina tiveram menos
ganho de peso do que aqueles do grupo placebo, mas essa diferenca no ganho de peso ndo se
manteve ap0s quatro a seis semanas no seguimento. Essa redu¢do do ganho de peso inicial no
grupo que recebeu cafeina pode estar relacionada com o aumento do consumo de oxigé€nio
(O,) e taxa metabolica aumentada nesses pacientes (BAUER et al., 2001).

Em estudo multicéntrico (SCHMIDT et al., 2007), o uso de cafeina melhorou a taxa de
sobrevida sem comprometimento do neurodesenvolvimento avaliado nas idades corrigidas de
18 a 21 meses, havendo uma reducdo significativa da incidéncia de paralisia cerebral e de

retinopatia da prematuridade grave. Ainda, observaram-se melhores indices de
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desenvolvimento mental (MDI) e psicomotor (PDI) avaliados pela escala Bayley (BENITZ,
2008).

A cafeina pode encurtar o tempo de coagulacdo sanguinea, como resultado do
aumento dos fatores de coagulacdo, como o fator V, protrombina e fibrinogénio. Esse aspecto
pode ser considerado benéfico para o RN, no qual os fatores de coagulagdo, particularmente
os fatores dependentes de vitamina K, sdo deficientes. Além disso, a cafeina pode estimular a
liberag@o de insulina e de glucagon e aumentar a liberagdo de catecolaminas, elevar a glicose
sanguinea, aumentar a secre¢do de cortisol e os niveis plasmaticos de acidos graxos livres.
Esses efeitos sdo criticos para o bem-estar do neonato. O aumento da glicose sanguinea seria
benéfico para lactentes com hipoglicemia (CARVALHO-LOPES, ANDRADE, 2005). O uso
de cafeina intravenosa aumenta o débito cardiaco e a pressdo arterial, podendo ter efeito
positivo em pré-termos hipotensos (SOLOVEYCHIK et al., 2009). Nao ha evidéncias de que
a cafeina em dose de manutencdo altere a organizacdo do sono em pré-termos (CURZI-
DASCALOVA et al., 2002).

Além dos dados em humanos, ha indicios de modelos experimentais de que o uso de
cafeina no periodo neonatal poderia ter efeito protetor para a ocorréncia de lesdo da
substancia branca periventricular, hipdtese sustentada pelo fato de a adenosina ser um dos
possiveis mediadores humorais da lesdo hipoxica, e a cafeina agir como um antagonista dos
receptores da adenosina (BACK et al., 2006).

Apesar de os estudos em humanos demonstrarem seguranga no uso da cafeina, alguns
ensaios em animais demonstraram que o uso dessa substincia durante a gestacdo pode
modificar o controle respiratorio, aumentando a incidéncia de apneia no animal adulto e
alterar a expressdao dos receptores de adenosina no tronco cerebral em ratos RNs
(MONTANDON et al., 2006). O emprego de cafeina em ratos nos primeiros dias de vida

altera a distribui¢do, densidade e sensibilidade dos receptores de adenosina em varias regides
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do sistema nervoso central e esses efeitos persistem até a idade adulta (MONTANDON et al.,

2008). Além disso, o uso neonatal de cafeina aumentaria a resposta ventilatoria a hipercapnia

e o indice de apneias em animais adultos (MONTANDON et al., 20006).

2.8 FONTES PARA OBTENCAO DE CAFEINA

As maiores fontes de cafeina sdo café, cha, chocolate e refrigerantes do tipo cola. O
Food and Drug Administration (FDA), em 1980, relatou que cerca de mil drogas prescritas e
duas mil drogas ndo prescritas contém cafeina, e isso pode ser uma importante fonte para uma
minoria de pessoas, particularmente para aquelas que ndo consomem alimentos e/ou bebidas
cafeinadas. A cafeina pode ser encontrada em comprimidos para resfriados e alergias,

analgésicos, moderadores do apetite e estimulantes (DE SOUZA, SCHIERI, 2005).

2.9 O CONSUMO DE CAFEINA

A cafeina ¢, talvez, a droga mais frequentemente ingerida no mundo, sendo consumida
por pessoas de todas as faixas etarias. O seu consumo ¢ tdo amplo que cerca de 95% das
mulheres gravidas ingerem alguma cafeina, seja através da alimentacdo, ou seja através de
medicagdo (DE SOUZA, SCHIERI, 2005).

O consumo diario per capita de cafeina, considerando todas as fontes, ¢ cerca de
3-7 mg/kg/dia, aproximadamente 200 mg/dia na populacdo geral. Entretanto, gravidas
parecem consumir menos cafeina do que outros adultos, com uma redugao de 20% a 22% no
consumo, que decorre principalmente da reducdo do uso do café. Essa redugdo pode estar
relacionada a uma temporaria perda do paladar para o café durante a gravidez e, também,

possivelmente, em resposta a muitos relatos publicados sobre os efeitos adversos reprodutivos
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(DE SOUZA, SCHIERI, 2005). Em estudo publicado em 2008 no Reino Unido, a média do
consumo de cafeina entre mulheres em idade reprodutiva foi de 174 mg/dia, sendo a média
entre fumantes de 378 mg/dia e entre ndo-fumantes 125 mg/dia. Somente 18% da populagao
excedeu o consumo de 300 mg/dia (ABDULA, DERBYSHIRE, 2008).

O consumo em doses moderadas (50 mg a 300 mg — 1 a 3 xicaras de café) leva a
estimulacdo do sistema nervoso central, causando sensacdo de bem-estar, energia e maior
habilidade de concentracdo. Em doses maiores (300 mg a 800 mg), causa efeitos negativos
como ansiedade, nervosismo e insdnia, condi¢do algumas vezes chamada de “cafeinismo”
(BJORKLUN et al., 2008). Sintomas de abstinéncia como ansiedade, cefaléia e mialgia
podem ocorrer, se o consumo diario € abruptamente interrompido (KUCZKOWSKI, 2009).
Ha relato na literatura (ERGENEKON et al., 2001) de exposi¢do acidental a altas doses de
cafeina (300 mg/kg) em pré-termo de 28 semanas de IG. O paciente apresentou agitagdo,
irritabilidade, taquicardia, taquipneia, alteracdo da diurese e dos eletrdlitos, hiperglicemia e
acidose metabdlica. Os efeitos da intoxicacdo duraram 96 horas, mas se resolveram

completamente com tratamento de suporte.

2.10 0 CONSUMO DA CAFEINA NA GESTACAO

O interesse pelo estudo do uso da cafeina na gestacdo comegou na década de setenta,
quando estudos em animais indicaram que a cafeina estaria relacionada a diminui¢ao do
crescimento intra-uterino fetal, redugdo do peso ao nascer, reabsor¢do fetal e teratogénese
(DE SOUZA, SCHIERI, 2005). Estudos mais recentes mostram que o consumo de altas
quantidades de cafeina estaria associado a risco aumentado de aborto (WENG et al., 2008),
criptorquidia. (MONGRAW-CHAFFIN et al., 2008), crescimento intra-uterino restrito,

infertilidade, doencas cardiovasculares, hipertensao arterial, osteoporose e cincer (ABDULA,
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DERBYSHIRE, 2008). Dados controversos sao obtidos de estudos que colocam em duvida o
papel da cafeina em desfechos reprodutivos deletérios como prematuridade e baixo peso ao
nascer (PACHECO et al., 2007) e aborto (SAVITZ et al., 2008).

A exposicdo precoce a drogas estimulantes (como ¢ o caso da cafeina), principalmente
no periodo fetal, poderia levar a um fendmeno chamado imprinting neuronal, no qual os
efeitos da droga ndo teriam manifestagcdo precoce, mas sim mais tardiamente. Nesse caso o
uso de cafeina poderia aumentar a reacdo a outras drogas psicoativas no futuro (cocaina, por
exemplo) (BJORKLUND et al., 2008). Estudos em animais expostos a cafeina na vida intra-
uterina também demonstram efeitos adversos na vida adulta, como diminui¢do da fungéo
cardiaca em 38% e aumento da gordura corporal em 20% em ratos machos expostos a droga
(WENDLER et al., 2008)

Alguns autores t€m estudado a relagdo entre cafeina e seus possiveis efeitos durante a
gravidez, sobretudo nos Estados Unidos da América (EUA) onde o FDA, em 1980, com base
nos achados em estudos em animais, sugeriu que as mulheres gravidas evitassem ou
diminuissem o consumo de alimentos e/ou bebidas contendo cafeina. Porém, muitos dos
efeitos da cafeina em animais ocorreram com uso de doses que ndo estdo dentro do limite do
consumo humano (DE SOUZA, SCHIERI, 2005). Mesmo assim, a Food Standards Agency
(Reino Unido) publicou em 2001 um guideline advertindo que o consumo de cafeina maior
que 300 mg/dia estaria relacionado a complicacdes (ABDULA, DERBYSHIRE, 2008). Mais
recentemente, a FDA aconselhou as mulheres gravidas a evitarem, ou, pelo menos, manterem,

durante a gravidez, o consumo abaixo de 200 mg/dia (PACHECO et al., 2007).
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2.11 METABOLISMO DA CAFEINA

A cafeina (1, 3,7 — trimetilxantina) € rapidamente absorvida no trato gastrointestinal e
facilmente atravessa a barreira placentaria, passando quantidades substanciais para o liquido
amniotico, sangue do corddo umbilical, plasma e urina dos neonatos. O metabolismo hepatico
¢ o mecanismo dominante da eliminacao (95%). A biotransformagao da cafeina é complexa e,
pelo menos 17 metabolitos urinarios, podem ser detectados seguindo o consumo de cafeina. A
cafeina ¢ metabolizada em paraxantina (1,7 — dimetilxantina), teofilina (1,3 — dimetilxantina)
e teobrina (3,7 — dimetilxantina). Em humanos, o principal metabdlito da cafeina ¢ a
paraxantina (72%-80%) (DE SOUZA, SCHIERI, 2005; GROSSO et al., 2006).

O clearence da cafeina ¢ alterado durante a gravidez, sobretudo no segundo e terceiro
trimestres, quando a meia-vida da cafeina ¢ cerca de sete e dez/onze horas, respectivamente,
sendo que, nas mulheres ndo gravidas, a meia-vida ¢ de duas horas e meia a quatro horas e
meia (DE SOUZA, SCHIERI, 2005).

Alguns mecanismos tém sido postulados para explicar tal fendmeno. A diminui¢ao do
clearence da cafeina durante a gravidez coincide com as mudangas dramadticas na
concentragdo dos hormoénios esteroides. Niveis aumentados de estrogénio e progesterona tém
efeitos antagdnicos no metabolismo da cafeina, pois sdo hormoénios metabolizados por
enzimas hepdticas que também estdo envolvidas no metabolismo das metilxantinas. Esses
hormonios levariam a um progressivo decréscimo no citocromo P-450 (CYP1A2), que ¢
considerado, primariamente, o responsavel pela desmetilagdo da cafeina em adultos. Devido a
isso, verifica-se um aumento da concentracdo de cafeina (DE SOUZA, SCHIERI, 2005).
Ocorre também alteragdo do metabolismo da cafeina em fumantes e nos casos em que ha uso
de contraceptivo oral e polimorfismos do CYP1A2 (enzima com mais de 40 variacdes

descritas) (BOYLAN et al., 2008).
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Em fumantes, o consumo aumentado de cafeina pode estar relacionado ao aumento da
velocidade de clearence da cafeina nessa populagdo, onde um maior aporte seria necessario
para obter a mesma resposta psicoativa (ABDULA, DERBY SHIRE, 2008). O tabagismo pode
dobrar a taxa metabolica da cafeina pelo estimulo dos efeitos dos hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, que aumentam a atividade enzimatica do figado (GROSSO et al., 2008).

Devido a incapacidade do feto e da placenta de metabolizar a cafeina, o feto ¢ exposto
a cafeina e seus metabolitos por um periodo prolongado de tempo (GROSSO et al., 2006).

O feto terd as enzimas necessarias para o metabolismo hepatico somente oito meses
apos o parto. Como resposta a essa imaturidade hepatica, o neonato tem rotas compensatorias
que incluem eliminagdo renal da cafeina. Oitenta a 90% da cafeina é excretada na urina,
ressaltando-se que nos adultos esse percentual € inferior a 2%. A meia-vida da cafeina no
neonato ¢ de 50 a 103 horas, e esta diminui para 14 horas com 3-5 meses e 3 horas em 5-6
meses (GROSSO, BRACKEN, 2005). Somam-se também as diferengas na maturidade das
fungdes hepatica e renal, as variagdes genéticas da enzima hepatica envolvida na
biotransformagdo da cafeina, o que pode contribuir para a variacdo na resposta a cafeina
(STEVENSON, 2007). Também ocorrem variagdes entre os sexos, com maior taxa

metabodlica em pré-termos femininos (AL-ALAIY AN et al., 2001).

2.12 REPERCUSSOES DO USO DE CAFEINA NA GESTACAO NO RECEM-NASCIDO

Diversos estudos foram realizados para quantificar a presenca de cafeina no organismo
materno durante a gestacdo. Boylan et al. (2008) dosaram a concentragdo de cafeina e
paraxantina na saliva em gestantes do Reino Unido (os niveis de cafeina no plasma e na saliva
sdo fortemente correlacionados). A média de concentragdo da cafeina foi de 0,45 pg/ml.

Estudo semelhante realizado nos EUA demonstrou que, entre gestantes no terceiro trimestre
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de gestacdo e com relato de baixo consumo de cafeina, a média do nivel sérico dessa
substancia no sangue de corddo umbilical foi de 0,48 pg/ml (variagdo entre 0-10,49 pg/ml).
Mulheres que referiram consumo > 300 mg/dia de cafeina no terceiro trimestre tiveram RNs
com média de nivel sérico de cafeina no sangue de corddo umbilical de 2,1 pg/ml. Fumantes
tiveram filhos com maiores niveis de paraxantina e menores niveis de cafeina, o que reflete o
metabolismo mais rapido da cafeina nessas gestantes (GROSSO et al., 2008).

Khanna e Somani (1984) relatam o caso de um pré-termo cuja mae ingeria 24 xicaras
de café diariamente durante a gestacdo. O RN apresentou apneia e, ndo se sabendo da historia
materna, foi tratado com cafeina. Quando coletado o nivel sérico da cafeina no quinto dia de
vida, esse foi de 40,3 pg/ml, concluindo-se, nesse caso, que as apneias deveram-se a
abstinéncia de cafeina nos primeiros dias de vida.

McCulloch et al. (1989) dosaram cafeina no sangue de corddo umbilical de 79 pré-
termos, sendo que 11 destes (14%) tiveram niveis detectaveis de cafeina, enquanto 68 tiveram
niveis indetectaveis. O nivel sérico de cafeina variou entre 1,1 pg/ml a 3,7 pg/ml. Dentre os
11, sete foram submetidos a pneumografia e 14 dos que tinham niveis indetectdveis também
realizaram o exame antes de duas semanas de vida. Ndo houve diferenga na ocorréncia de
apneia entre os dois grupos, no entanto a pneumografia foi realizada somente apds
estabilidade clinica do RN e em pacientes sem necessidade de suporte ventilatério ou
oxigenioterapia, excluindo-se assim os pacientes mais graves, fato que pode ter interferido no
resultado.

Resultados divergentes foram relatados em estudo publicado por Toubas et al. (1986).
Nesse estudo retrospectivo, foi aplicado um questionario para 298 maes de RNs com apneia
antes da realizacdo de uma polissonografia de rotina, como parte da avaliacdo do paciente. O
questionario avaliava o consumo de cigarro e cafeina durante e apds a gestacdo. Tanto a

cafeina quanto o tabagismo durante a gestacdo estiveram relacionados a apneia central. No
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caso do consumo de cafeina durante a gestacdo, mesmo apos ajuste para a IG, idade na
avaliacdo e PN, o aumento de 1 mg/dia esteve associado ao aumento de uma apneia/hora. No
caso de apneia obstrutiva, ndo ocorreu associacdo entre apneia e consumo de cafeina ou
tabagismo materno. A explicacdo dos autores para o aumento das apneias centrais com o
consumo de cafeina estaria relacionado ao aumento do nimero de receptores de adenosina
demonstrado em alguns estudos com animais. A adenosina ¢ produzida durante a hipoxia
severa e seus analogos induzem depressio respiratéria nas cobaias. E possivel que RNs
expostos cronicamente a cafeina intra-utero poderiam ser mais sensiveis aos episodios de
hipoxia.

Muitos experimentos com animais foram realizados a partir da década de 80 para
melhor investigar a relagdo do uso de cafeina na gestagdo e as repercussodes respiratorias nos
RNs. Em 2003, foi demonstrado por Bodineau et al. (2003) que ratos RNs cujas ratas
receberam cafeina durante a gestagdo tiveram seu padrdo respiratorio alterado. Sobre
condi¢des de normodxia, os animais tratados com cafeina apresentaram maior frequéncia
respiratoria do que o grupo controle, mas ndo foram encontrados episddios de apneia nesses
ratos (HERLENIUS et al., 2002; BODINEAU et al., 2003). O estudo realizado por Saadani-
Makki et al. (2004) também encontrou aumento da frequéncia respiratoria em ratos expostos a
cafeina intra-itero. Esse dado coincide com a taquipneia encontrada em RNs de gestantes que
tiveram um importante consumo de cafeina na gestacdo (MCGOWAN et al., 1988). Também
foi demonstrado aumento da depressdo respiratdria apos o insulto hipoxico, claramente
enfatizado pela exposicdo a cafeina intra-utero (BODINEAU et al., 2003).

Um achado interessante ¢ que o aumento da frequéncia respiratéria € a maior
depressdo respiratoria apos o episodio de hipdxia encontrados nos ratos expostos a cafeina

ndo sdo observados em ratos amamentados por ratas que receberam cafeina, ou seja, por ratos
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que recebem cafeina no leite. Esse fato reforca a hipdtese de que essas alteragdes sdo
dependentes de uma situagdo de janela terapéutica (BODINEAU et al., 2006).

Em estudo recente, avaliando a acdo da cafeina intra-utero, ndo foi encontrada
alteracdo da frequéncia respiratoria basal nos ratos expostos, mas o uso de cafeina durante a
gestacdo atenuou o aumento inicial e a diminui¢cdo posterior da ventilagdo apds a ocorréncia
de hipoxia alveolar moderada (PICARD et al., 2008). A hipdxia alveolar moderada ¢ uma
consequéncia comum das apneias e bradicardia em neonatos, especialmente em pré-termos.
Quando sustentada, a hipdxia evoca uma resposta bifasica que consiste em uma
hiperventilagdo inicial regulada pela ativacdo de quimioreceptores periféricos sensivel ao O,,
seguida pela depressdo respiratoria regulada por mecanismos centrais (dependente de
modulacdo adenosinérgica) (PICARD et al., 2008).

A apneia da prematuridade é, portanto, evento frequente, possivelmente relacionado
com morbidades no seguimento do pré-termo. O conhecimento do exato papel da cafeina na
qualidade de estimulante do sistema nervoso central do RN pré-termo e a influéncia dos
niveis de cafeina existentes no organismo materno na ocorréncia de apneias ainda necessitam
de maiores esclarecimentos, uma vez que os dados da revisdo da literatura sdo escassos e

conflitantes.
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3 JUSTIFICATIVA

A cafeina ¢ a droga de escolha no tratamento da apneia da prematuridade, por ser uma
substancia com menos efeitos colaterais e com menor necessidade de monitorizagdo do nivel
sérico quando comparada com a teofilina.

Além disso, a cafeina ¢, talvez, a droga licita mais frequentemente ingerida no mundo,
sendo consumida por pessoas em todas as idades, inclusive gestantes.

Como a cafeina ¢ uma substiancia que atravessa a barreira transplacentaria, poderia
estimular o centro respiratdrio do feto intra-utero.

Na literatura atual, o papel do uso de cafeina na gestacdo e a ocorréncia de apneia da
prematuridade sdo controversos. O fato de ndo haver estudos recentes em humanos que
investiguem a relagdo entre a ingestdo materna de cafeina e a ocorréncia de apneia em pré-
termos nos primeiros dias de vida constituiu a motivacdo para o desenvolvimento deste

trabalho.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a influéncia da ingestdo materna de cafeina e o desenvolvimento de apneia da

prematuridade.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Determinar os niveis plasmaticos de cafeina no sangue de corddo umbilical em RNs
pré-termos.

. Estabelecer a existéncia de associacdo entre as concentragdes plasmaticas de cafeina
no sangue de corddo umbilical e incidéncia de apneias nos primeiros quatro dias de vida

destes RNs.
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5 HIPOTESE

A presenca de apneias da prematuridade pode estar relacionada com os niveis
maternos de cafeina, significando, possivelmente, o consumo materno de cafeina um fator
protetor para apneia da prematuridade, uma vez que tal fairmaco ¢ utilizado no tratamento

dessa morbidade.
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6 METODOLOGIA

6.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo e de carater observacional. Os fatores em

estudo sdo os niveis maternos de cafeina, medidos através do sangue de corddo umbilical. O

desfecho clinico ¢ a presenga de apneia em pré-termos, sendo seu diagnostico realizado

através de exame clinico e monitoriza¢do em unidade de terapia intensiva (UTI) neonatal.

6.2 POPULACAO

6.2.1 Populagdo em estudo

A populacdo em estudo ¢ constituida de todos os pré-termos nascidos no Centro

Obstétrico do HCPA e internados no Servico de Neonatologia desse hospital.

6.2.2 Populacao da pesquisa

Os pacientes efetivamente estudados sdo os RNs pré-termos com PN entre 1.000 g ¢

2.000 g e IG menor que 37 semanas, nascidos e internados na UTI neonatal do HCPA.



42

6.3 AMOSTRA E AMOSTRAGEM

6.3.1 Critérios de inclusdo

Foram considerados como elegiveis para a pesquisa todos os RNs pré-termos com PN
entre 1.000 g e 2.000 g e IG menor que 37 semanas, nascidos no centro obstétrico e

internados pela primeira vez na UTI neonatal do HCPA, independente da patologia de base.

6.3.2 Critérios de exclusao

Constituem critérios de exclusdo:

« RN em VM durante os primeiros quatro dias de vida.

« RN com malformagdo congénita cerebral.

« Asfixia perinatal (Apgar menor que 7 no 5° minuto de vida).

« HPIV graus 3 e 4 (ecografia cerebral foi realizada em todos os RNs com PN abaixo
de 1.500 g para diagnostico de HPIV. Nos pré-termos com peso acima de 1.500 g, foi
realizada ecografia cerebral nos casos com qualquer intercorréncia clinica, inclusive apneia).

« Malformagao cardiaca maior.

« Uso materno de opioides ou de farmacos que levam a depressdo do centro
respiratorio.

« Uso de teofilina ou exsanguiniotransfusdo antes da obten¢do do sangue do RN para
dosagens de cafeina.

. Apneia isolada sem necessidade de tratamento.
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Considerados como perdas se:
« Coagulagdo da amostra de sangue ou coleta insuficiente de material.

« Auséncia de consentimento dos pais ou responsavel legal.

6.4 VARIAVEIS EM ESTUDO

As varidveis em estudo foram obtidas a partir de informagdes presentes na ficha
obstétrica e do RN, preenchidas rotineiramente desde o0 momento do nascimento, até sua alta
hospitalar ou 6bito e das dosagens das amostras do sangue de corddo umbilical e sangue
periférico coletadas dos RNs estudados.

Foram estudadas as seguintes variaveis:

« Dosagem sérica da cafeina no sangue de cordio umbilical: coletado logo apds o
nascimento.

« Dosagem sérica da cafeina no sangue periférico: coletado do RN no quarto dia
de vida (tempo da meia-vida da cafeina) ou no momento da apneia.

« Apneia: definida como pausa da respiracdo por mais de 20 segundos ou mais, ou
pausa de menor duracdo se acompanhada de cianose, hipotensdo ou bradicardia (POBLANO

et al., 2006). O diagndstico ocorreu através da monitorizacdo do paciente e do quadro clinico.

6.5 VARIAVEIS CONTROLADAS

Sabemos atualmente que inumeros fatores tais como PN, IG e presenca de sepse
podem aumentar a incidéncia de apneia no periodo neonatal. No estudo em questdo, essas
variaveis foram controladas e, na analise dos resultados, foi realizada regressdo logistica

multifatorial.
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As variaveis controladas estdo listadas a seguir:

Quanto ao recém-nascido

o Sexo: dicotomizado, masculino, feminino.

« IG: foram incluidos no estudo RNs pré-termos. Consideramos pré-termo aquele RN
com IG obstétrica inferior a 37 semanas. Como a coleta do sangue de corddo foi realizada
logo apds o parto, os métodos empregados na avaliacdo da IG foram IG obstétrica obtida por
ultra-sonografia nas primeiras semanas de vida fetal (presenca de saco gestacional) ou, na
impossibilidade desse dado, foi considerada a data da ultima menstruagdo confirmada pelo
exame clinico (CHAMBERLAIN et al., 1991; CLOHERTY et al., 2004).

« Peso de nascimento: aferido em balanca eletronica, em todos os RNs vivos.

o Classificagdo quanto ao peso e IG: os RNs foram classificados em pequenos para a
idade gestacional (PIG), adequados para a idade gestacional (AIG) e grandes para a idade
gestacional (GIG), de acordo com a curva de classificacdo de Alexander et al. (2006). Foram
considerados como PIG os RNs abaixo do percentil 10 (LEE et al., 2003; ALEXANDER et
al., 2006).

« Tipo de parto: vaginal, vaginal com necessidade de forceps e cesareo.

« Escore de Apgar no 5° minuto de vida (CLOHERTY et al., 2004).

o Sepse: foram considerados tanto o diagndstico clinico quanto laboratorial de sepse
precoce (antes de seis dias de vida) (GERDES, POLIN, 1998; MIURA et al., 1999; GERDES,
2004; VERGANO et al., 2005). Todos os pacientes com diagndstico de sepse precoce foram
submetidos a puncao lombar para diagnoéstico de meningite (HEATH et al., 2003).

« Diagnosticos adicionais: anemia (Hb < 10), PCA, HPIV, LPV, crise convulsiva,
necessidade de VM, DMH.

Quanto a historia pré-natal e dados maternos:

. Histodria de hipertensao na gestagao ou hipertensdo prévia.
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6.6 LOGISTICA

Os RNs incluidos na populagdo da pesquisa, nascidos no Centro Obstétrico do HCPA
no periodo do estudo, com PN entre 1.000 g e 2.000 g e IG inferior a 37 semanas foram
submetidos a coleta do sangue venoso do corddo umbilical logo apds o parto (procedimento
sem repercussdo para o RN). Antes da coleta, foi solicitado autorizagdo dos pais, conforme o
termo de consentimento informado (Anexo I).

Esses pré-termos foram acompanhados na UTI neonatal, procedendo-se exclusoes,
quando necessarias e nova coleta de sangue venoso periférico foi realizada no momento da
primeira apneia (antes do tratamento medicamentoso com metilxantina). No caso de nao
ocorrer apneia, foi coletada nova amostra de sangue venoso periférico no quarto dia de vida
(tempo de meia-vida da cafeina). As amostras eram congeladas em freezer -80° C para
posterior determinagdo do nivel sérico de cafeina. Os pacientes estudados ndo foram
submetidos a pun¢d@o para coleta de amostra de sangue exclusivamente para a pesquisa, tendo
sido apenas extraida uma pequena quantidade adicional da amostra (coletada de rotina na
investigacdo do primeiro episoédio de apneia e, no caso da coleta do quarto dia de vida,
juntamente com exames de rotina de pré-termos internados na UTI neonatal).

Cada RN admitido no estudo teve uma ficha preenchida com seus dados de
identificacdo, dados maternos, sexo, IG, classificagao quanto a IG, tipo de parto, PN e escore
de Apgar no 5° minuto de vida. Foram registrados também todos os dados da evolugio clinica
que foram relevantes para a avaliacao posterior (Anexos II e III).

As amostras sanguineas foram coletadas em sangue de corddo e em sangue periférico,
utilizando seringas de 1 ml com heparina. O volume adicional de 500 ul de sangue

heparinizado foi centrifugado a 3.500 rota¢des por minuto (rpm) durante 5 minutos e o plasma
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foi separado e armazenado a -80° C, em tubos Eppendorf, identificado com o niimero do

paciente, para posterior analise.

6.7 METODO BIOQUIMICO EMPREGADO PARA DETERMINACAO DA CAFEINA

O método empregado para determinagdo da cafeina foi HPLC, método ja empregado
em varias pesquisas para dosagem da cafeina (FOENANDER et al., 1980; HARTLEY et al.,
1984; SCOTT et al., 1984; HARTLEY et al., 1985; PICKARD et al., 1986; BIAGGIONI et
al., 1988; TANAKA, 1992; SCHREIBER-DETURMENY, BRUGUEROLLE, 1996;
GHOSHEH et al.,, 2000; KAWAHARA et al., 2004). As dosagens laboratoriais foram
realizadas no Laboratoério de Pesquisa da Patologia Clinica, no HCPA, com a orienta¢do da

Profa. Dra. Carmem Pilla.

6.7.1 Sistema analitico

A cafeina foi dosada pelo método HPLC com o sistema analitico da Shimadzu,
utilizando o controlador SCLC-10 A, detector UV-VIS SPD-10 A, em 273 nm (40 AUFS ¢
range de 0,04) e bomba peristaltica LC-10 AD. Para deteccdo da cafeina, foi usada uma
coluna analitica de fase reversa ODS C18 (159 mm x 4,6 mm) ¢ uma fase moével de
acetonitrila/tetra-hidrofuram/acido acético concentrado/agua (20:20:5:955). A eluicao foi
procedida num fluxo de 1 ml/min e a coluna foi mantida a 35° C durante a separacdo. Todas

as andlises foram realizadas em duplicata.
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6.7.2 Padronizagdo

Para a padronizacao, foi utilizada uma solugdo de cafeina com 2 mg/ml em 4agua tipo
IT e, a partir dessa solugdo, foram preparadas solucdes nas concentracdes de 200, 500, 1.000, e

1.500 pg/ml para ser construida uma curva de calibracao.

6.7.3 Amostra

A dosagem da cafeina foi realizada em sangue de corddo e em sangue periférico,
sendo que 500 pl de sangue heparinizado foi centrifugado a 3.500 rpm por 5 minutos € o
plasma foi separado e armazenado a -80° C, em tubos Eppendorf. No momento da dosagem, o
plasma foi descongelado e homogeneizado, 50 ul de plasma misturado com 50 pl do padrao
interno (7[b-hidroxi-propil]teofilina], 20 mg/100 ml) e 20 pl de &cido perclorico 20%. As
amostras foram misturadas em vortex por 10 segundos e centrifugadas a 2.000 g por 5
minutos. O sobrenadante foi injetado diretamente no equipamento de HPLC observado os
tempos de retencdo da amostra e do padrdo interno. Com base nas areas dos picos obtidos na

curva de calibracdo, foram calculadas as concentracdes de cafeina das amostras de plasma.

6.8 CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA

No calculo do tamanho da amostra, foi considerada uma ocorréncia da apneia de 20%
e 55% nos grupos com nivel sérico detectavel de cafeina e nivel sérico nao detectavel de
cafeina, respectivamente. Para obter-se nivel de significincia de 5% e poder estatistico de

80%, o tamanho da amostra necessario foi de 80 pré-termos, tendo 40 pacientes em cada
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grupo, considerando-se a regressdo logistica multifatorial e podendo realizar o ajuste para até

quatro fatores de confusdo.

6.9 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis foram descritas em mediana e amplitude interquartil (p25-p75) ou média
+ desvio padrdo. Na analise das caracteristicas dos grupos, foi utilizado o qui-quadrado, teste
exato de Fisher, com excec¢do da variavel peso ao nascer (onde foi utilizado o teste T Student)
e escore de Apgar (utilizado o teste de Mann-Whitney), além das medidas de sumarizagdo. Na
analise dos niveis séricos da cafeina, foi aplicado o teste T e, na analise da deteccdo da cafeina
no sangue, foi empregado qui-quadrado. Na avaliacdo do momento da apneia e da detecgdo da
cafeina, foi empregada uma curva de tempo (Kaplan-Meier) e realizado Log Rank. O
programa estatistico empregado foi o SPSS (Statistical Package for Social Science), nivel de

significancia p < 0,05.

6.10 CONSIDERACOES ETICAS

Toda pesquisa realizada em seres humanos visa a um minimo de intervencoes
possivel. Com essa preocupacdo, os RNs ndo devem ser submetidos a procedimentos ou
coleta de sangue exclusivamente para a pesquisa. A coleta de sangue do cordao umbilical ja é
utilizada em nosso servico para outros fins (tipagem sanguinea, por exemplo), ndo
acarretando dano para o bebé. Todas as amostras periféricas foram obtidas a partir da coleta
de material ja requisitado pelo médico assistente durante o procedimento usual ao paciente
internado. O volume de sangue adicional ao ja requerido pelo médico assistente foi minimo.

Cada RN coletou 0,5 ml de sangue extra, o que corresponde a menos de 1% da volemia do
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paciente. Constitui-se em pesquisa de risco minimo, pois o volume de sangue extraido do RN
foi inferior a 2% de sua volemia (Normas de Pesquisa em Saude).

Os pais ou familiares responsaveis pelo paciente foram devidamente informados e
orientados conforme formulario de consentimento pds-informagdo (Anexo I), sendo que ndo
foram admitidos no estudo RNs sem o prévio consentimento dos pais ou responsaveis legais.

O projeto de pesquisa foi submetido a avaliagdo do Grupo de Pesquisa e Pos-
Graduacdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre através da Comissdo Cientifica e da

Comissdo de Pesquisa e Etica em Saude antes da coleta de qualquer dado.
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RESUMO

Racional: A cafeina ¢ um potente estimulante respiratorio, e os efeitos de sua presenga
no sangue de cordao umbilical na apneia da prematuridade sdo desconhecidos.

Objetivo: Determinar a influéncia da presenca de cafeina no sangue de corddao umbilical
na ocorréncia de apneia.

Métodos: Estudo de coorte prospectivo de recém-nascidos pretermos com peso de
nascimento menor de 2000 gramas. Os critérios de exclusdo foram: maes que receberam
opiodides , ventilagdo mecanica durante os primeiros 4 dias de vida, malformacdo congénita
cerebral e cardiaca maiores, asfixia perinatal, hemorragia peri-intraventricular severa,
exsanguineotransfusdo antes do quarto dia de vida e uso de metilxantina antes da extubagao.
Os recém-nascidos foram divididos em: com e sem cafeina detectavel no sangue de corddo
umbilical e acompanhados nos primeiros quatro dias de vida para a ocorréncia de apneia.

Resultados: 87 com e 40 sem cafeina detectavel no sangue de corddo umbilical foram
estudados. A mediana da concentracdo de cafeina dos 87 pacientes com cafeina detectavel no
sangue de corddo umbilical foi 2,3 pg/ml (0,2-9,4ug/ml). Ndo houve associacdo entre a
ocorréncia de apneia e a presenca de cafeina no sangue de corddo umbilical. Recém-nascidos
com cafeina detectdvel no corddo umbilical tiveram apnéia mais tarde (66.3 horas) do que
aqueles com niveis indetectaveis (54.2 horas).

Conclusao: a deteccdo de niveis de cafeina no sangue de corddo umbilical ndo diminuiu
a ocorréncia de apneia da prematuridade. NoOs sugerimos que novos estudos com a
administracao de altas doses de cafeina para maes antes do parto prematuro, como estratégia
para prevenir a apneia da prematuridade, devam ser realizados.

Palavras-chave: prematuridade, apnéia da prematuridade, cafeina, recém-nascido de

baixo peso, sangue de corddo umbilical
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INTRODUCAO

O tratamento da apneia da prematuridade inclui abordagem farmacologica com cafeina,
um potente estimulante do sistema nervoso central que reduz a incidéncia da apneia neonatal,
promove a consolidacdo de um padrdo regular da respiracdo e aumenta a ventilagdo alveolar
(1,2). O tratamento adequado das apnéias no periodo neonatal ¢ de fundamental importancia,
ja que se observa maior incidéncia de hemorragia periventricular (HPIV), hidrocefalia,
leucomalacea periventricular (LPV), necessidade de suporte ventilatorio por periodo de tempo
mais prolongado e alteragcdes do desenvolvimento neuroldégico no primeiro ano de vida,
quando comparados com prematuros sem apnéia (3).

O papel do consumo materno de cafeina e a ocorréncia de apnéias nos pré-termos tem
sido motivo de interesse. Como a cafeina ¢ uma substancia que atravessa a barreira
transplacentaria (4-6) ela poderia estimular o centro respiratorio do feto intra-uterinamente.

A cafeina ¢é, provavelmente, a droga mais freqiientemente ingerida no mundo, sendo
consumida por pessoas em todas as idades. O consumo didrio per capita de cafeina,
considerando todas as fontes, ¢ cerca de 3-7 mg/kg/dia, aproximadamente 200 mg/dia na
populacdo geral (4). O seu consumo ¢é tdo amplo que cerca de 95% das mulheres gravidas
ingerem alguma cafeina, seja através da alimentagdo ou através de medicacdo (4). O papel da
cafeina na gestacdo e a ocorréncia de apnéia da prematuridade permanecem controversos.
Sendo assim, este estudo tem o objetivo de analisar a influéncia da ingestdo materna de
cafeina e o desenvolvimento de apnéia da prematuridade nos primeiros dias de vida.

METODOS

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo, realizado no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). Os pacientes estudados sdo os recém-nascidos pré-termos com peso de
nascimento entre 1000 g e 2000 g e idade gestacional inferior a 37 semanas, nascidos em

nosso hospital no periodo de margo de 2006 a maio de 2008.
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Foram excluidos os recém-nascidos cujas maes receberam opidides ou farmacos que
levam a depressdo do centro respiratorio, recém-nascidos que permaneceram em ventilagdo
mecanica durante os primeiros quatro dias de vida, com malformacdo congénita cerebral,
asfixia perinatal (escore de APGAR menor que 7 no 5° minuto de vida), HPIV graus 3 ¢ 4,
malformag@o cardiaca maior, realizacdo de exsanguineotransfusdo antes do quarto dia de vida,
recém-nascidos que apresentaram apnéia isolada sem necessidade de tratamento
medicamentoso ou ventilatdrio e aqueles que receberam metilxantinas antes da extubagao.

As variaveis em estudo foram: peso de nascimento, idade gestacional, escore de
APGAR no quinto minuto de vida, sexo, histéria de pré-eclampsia materna, tipo de parto,
pequeno para a idade gestacional (PIG), apneia, CPAP, ventilagdo mecénica (VM), doenga da
membrana hialina (DMH), presenga de sepse e/ou meningite, anemia (Hb < 10), persisténcia
do canal arterial (PCA), HPIV, LPV e crise convulsiva.

O método empregado na avaliagdo da idade gestacional foi preferencialmente a idade
gestacional obstétrica obtida por ultra-sonografia nas primeiras semanas de vida fetal ou, na
impossibilidade deste dado, foi considerada a data da ultima menstruagdo confirmada pelo
exame clinico do recém-nascido (7).

O peso de nascimento foi aferido em balanga eletronica e os recém-nascidos foram
classificados de acordo com a curva de Alexander et al (8). Foram considerados como PIG os
recém-nascidos abaixo do percentil 10 (8, 9).

Para o diagnéstico de sepse precoce, foram considerados os pacientes com quadro
clinico e com hemocultura positiva (10-12). No caso de hemocultura positiva por estafilococo
coagulase negativa, s6 foram considerados como sepse os pacientes com hemograma e
proteina C reativa alterados e tratados com antibioticoterapia adequada ao germe com

resposta a terapéutica. Todos pacientes com diagndstico de sepse foram submetidos a pungdo
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lombar . Para o diagndstico de meningite considerou-se os pacientes com alteragao liquorica e
cultura de liquor com presenca de germe.

Ultrassonografia cerebral (USC) foi realizada em todos recém-nascidos com peso de
nascimento abaixo de 1.500 g para diagndstico de HPIV e LPV. De acordo com a rotina
assistencial do Servico, os pré-termos cujo peso de nascimento era superior a 1500 gramas,
que apresentassem qualquer intercorréncia clinica, inclusive apnéia, também realizavam USC.
Ecocardiograma foi realizado em todo pré-termo com suspeita clinica de PCA.

Previamente a coleta e inclusio, era lido o termo de consentimento aos pais ou
responsavel. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCPA (projeto
06-048).

Os recém-nascidos pré-termos que preenchiam critérios de inclusio no estudo tiveram
sangue venoso do corddo umbilical coletado, imediatamente ap6s o parto. Em seguida, eram
acompanhados na UTI neonatal para ocorréncia de apneia durante os primeiros quatro dias de
vida. O diagnoéstico de apneia foi realizado através da monitoriza¢do do paciente e do quadro
clinico. Apnéia foi definida como pausa da respiracdo por 20 segundos ou mais, ou pausa de
menor duragdo se acompanhada de cianose, hipotensdo ou bradicardia (13).

Os recém-nascidos foram divididos em dois grupos:

Grupo 1: recém-nascidos pré-termos com cafeina detectdvel no sangue de corddo
umbilical

Grupo 2: recém-nascidos pré-termos com cafeina indetectavel no sangue de cordao
umbilical

As amostras sanguineas foram coletadas em sangue de cordao utilizando seringas com
heparina. Apds, 500 pl de sangue heparinizado foram centrifugados a 3500 rpm, durante por 5
minutos e o plasma separado e armazenado a -80° C, em tubos Eppendorf, identificado com o

numero do paciente. O método empregado para determinacdo da cafeina foi cromatografia
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liquida de alta pressdao (HPLC), método ja empregado em varias pesquisas para dosagem da
cafeina (14-19).

Analise estatistica

No6s ndo encontramos nenhum estudo similar para uso do célculo do tamanho da
amostra; entdo assumimos uma ocorréncia da apnéia de 20% e 55% nos grupos com cafeina
detectavel e cafeina indetectavel, respectivamente. Para obter-se nivel de significancia de 5%
e poder estatistico de 80%, o tamanho da amostra necessario foi de 80 prematuros, tendo 40
pacientes em cada grupo, considerando-se a regressdo logistica multifatorial e podendo
realizar o ajuste para até 4 fatores de confusao.

As variaveis foram descritas em mediana e amplitude interquartil (p25-p75) ou média +
desvio padrdo. Na andlise das caracteristicas dos grupos, foi utilizado o qui-quadrado, teste
exato de Fisher, com excecdo da variavel peso ao nascer (onde foi utilizado o teste T Student)
e escore de APGAR (utilizado o teste de Mann-Whitney), além das medidas de sumarizagao.
Na andlise da deteccdo da cafeina no sangue foi empregado o qui-quadrado. Regressdo
logistica foi realizada nas varidveis com p< 0,10 com analise univariada. O programa
estatistico empregado foi o SPSS (Statistical Package for Social Science), nivel de
significancia p < 0.05.

RESULTADOS

O sangue de cordao umbilical foi coletado em 151 prematuros; destes 21 foram
posteriormente excluidos (7 por apresentar apnéia 1x sem necessidade de tratamento, 5 por
permanecerem em ventilagdo mecénica até o 4° dia de vida, 5 por uso de aminofilina antes da
extubacdo, 3 por HPIV grau 3-4, 1 por exsanguineotransfusdo) e 3 perdidos (2 em funcdo de
quantidade de amostra insuficiente para a dosagem de cafeina e 1 devido a solicitagdo do
familiar). A populagdo do estudo foi constituida por 127 recém-nascidos com idade

gestacional média de 32,5 £+ 1,8 sem e a média do peso de nascimento de 1594 + 276 g.
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O grupo 1 foi constituido por 87 recém-nascidos e o grupo 2 por 40. A média da
concentragdo de cafeina dos 87 pacientes com cafeina detectavel no sangue de corddo
umbilical foi de 2,3 pg/ml (variagdo: 0,2-9,4 pg/ml; variacao interquartil: 1,5-3,5 pg/ml).

As caracteristicas dos grupos encontram-se descritas na tabela 1. Pacientes do grupo 2
tiveram idade gestacional menor significativamente menor e necessitaram mais suporte
ventilatorio (CPAP e VM) que aqueles do grupo 1.

O modelo de regressdo logistica empregado tomou a presenca de cafeina no sangue de
cordao umbilical como fator dependente e como fatores independentes a idade gestacional,
ocorréncia de apneia, uso de CPAP e VM. Nenhum desses demonstrou significancia
estatistica (tabela 2).

Considerando-se o momento da ocorréncia de apnéia e a deteccdo de cafeina no sangue
de corddo umbilical, os recém-nascidos com presenca de cafeina no sangue de corddo
umbilical tiveram uma tendéncia a apresentar apnéia mais tardiamente — grupo 1 média 66,3 +
4,14 horas, grupo 2 média 54,2 + 6,26 horas (p = 0,067).

DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que os recém-nascidos com niveis detectaveis e indetectaveis
de cafeina no sangue de corddo apresentaram ocorréncia similar de apnéia, e entre os que
apresentaram apnéia, os que tinham niveis de cafeina detectavel no sangue de corddo
apresentaram apnéia mais tardiamente. Nao houve diferenca significativa entre os grupos com
e sem cafeina quanto ao peso de nascimento, escore de APGAR, sexo, pré-eclampsia materna,
tipo de parto, PIG, presenca de sepse, anemia, PCA, HPIV, LPV e crise convulsiva. No grupo
sem cafeina detectdvel no sangue de cordio umbilical, a idade gestacional foi
significativamente menor, e eles necessitaram maior suporte ventilatorio, sugerindo o papel da
imaturidade nesse grupo de pacientes. A regressdo logistica demonstrou que nenhuma dessas

variaveis esteve associada com a presenca de cafeina no sangue de corddo umbilical.
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Varios estudos foram realizados com o objetivo de quantificar o uso materno de cafeina
na gestacdo. Concentracdes de cafeina e paraxantina na saliva foi medida em gestantes do
Reino Unido (os niveis de cafeina no plasma e na saliva sdo fortemente correlacionados) e a
meédia de concentragdo da cafeina foi de 0,45 pg/ml (5). Outro estudo realizado nos EUA,
demonstrou que entre gestantes no terceiro trimestre de gestacdo e com relato de baixo
consumo de cafeina a média do nivel sérico dessa substancia no sangue de corddo umbilical
foi de 0,48 pg/ml (variagdo entre 0- 10,49 pg/ml). Mulheres que referiram consumo >= 300
mg/dia de cafeina no terceiro trimestre tiveram recém-nascidos com média de nivel sérico de
cafeina no sangue de corddo umbilical de 2,1 ug/ml (6). Nosso estudo obteve resultado
semelhante, indicando um alto consumo de cafeina na populacdo estudada.

McCulloch e colaboradores dosaram cafeina no sangue de corddo umbilical em 79
prematuros (20). Onze bebés (14%) tiveram niveis detectaveis de cafeina, enquanto 68
tiveram niveis indetectaveis de cafeina. O nivel sérico de cafeina variou entre 1,1 a 3,7 pg/ml.
Nao houve diferenca na ocorréncia de apnéia entre os dois grupos, porém o diagndstico de
apnéia era obtido através de pneumografia e essa s6 era realizada apds estabilidade clinica e
em pacientes sem necessidade de suporte ventilatorio ou oxigenioterapia, excluindo assim os
pacientes graves. No nosso estudo, a taxa de deteccdo da cafeina assim como seus niveis
séricos foram mais elevados que os deste estudo, provavelmente porque nossa populacao teve
uma maior ingestdo de cafeina.

Cafeina tem sido utilizada no tratamento da apneia da prematuridade, e seu nivel
terapéutico relatado ¢ de 5 a 20 pg/ml (2). Os niveis detectdveis no sangue de cordao
umbilical em nosso estudo foram baixos; sendo assim, nds sugerimos que ndo houve
diminui¢do da ocorréncia da apneia por que nossos niveis detectaveis estiveram abaixo dos

niveis terapéuticos. Uma limitagdo do nosso estudo ¢ a falta de compara¢do do numero de
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episodios de apneia entre ambos os grupos. A primeira escolha no tratamento da apneia da
prematuridade em nossa unidade ¢ a metilxantina, e o seu uso pode confundir o resultado.

Em um estudo retrospectivo, onde foram aplicados questionarios para 298 maes de
bebés com apnéia antes da realizacdo de uma polissonografia que seria realizada como parte
da avaliagdo do paciente, determinou que o uso materno de cafeina e cigarro durante a
gestacdo esteve relacionado com apneia central. No caso do consumo de cafeina durante a
gestacdo, mesmo apds ajuste para a idade gestacional, idade na avaliacdo e peso de
nascimento, um aumento de 1 mg/dia esteve associado a aumento de 1 apnéia/hora. Foi
sugerido que recém-nascidos expostos cronicamente a cafeina intra-utero poderiam ser mais
sensiveis aos episodios de hipoxia (21). Nos ndo questionamos as maes sobre a ingestdo de
cafeina durante a gestagdo; nds medimos a concentragdo de cafeina no sangue de corddo
umbilical que ndo ¢ um indicador de uso cronico de cafeina.

Estudos experimentais demonstraram que ratos recém-nascidos cujas ratas receberam
cafeina durante a gestacao tiveram seu padrdo respiratorio alterado (22). Sobre condigdes de
normoxia, os animais tratados com cafeina apresentaram maior freqii€ncia respiratoria do que
o grupo controle, e sobre condicdes de hipdxia, a depressdo respiratoria resultante foi
enfatizada pela exposicao de cafeina intra-ttero (22, 23). Esse dado coincide com a taquipnéia
encontrada em recém-nascidos de gestantes que tiveram um importante consumo de cafeina
na gestagdo (24).

Pré-termos com peso de nascimento entre 500 a 1250 g tratados com cafeina durante os
primeiros 10 dias tiveram uma reducdo nas taxas de displasia broncopulmonar e apresentaram
um melhor desenvolvimento neuropsicomotor com 18 a 21 meses que o grupo controle (25,
26). Nos ndo incluimos em nosso estudo pré-termos com peso de nascimento menor que

1000 g, ndo investigamos a associa¢do entre cafeina no sangue de corddo umbilical e
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ocorréncia de displasia broncopulmonar e/ou desenvolvimento neuropsicomotor, contudo
estes estudos devem ser encorajados.

Em nosso estudo, a detec¢do de niveis de cafeina no sangue de corddo umbilical ndo
diminuiu a ocorréncia de apneia da prematuridade, mas atrasou a sua ocorréncia, sugerindo
que mesmo um baixo nivel de cafeina no sangue de corddo umbilical atrasa a ocorréncia da
apneia da prematuridade. Sugerimos que novos estudos com a administracao de altas doses de
cafeina antes do parto prematuro como estratégia para prevenir a apneia da prematuridade
devem ser conduzidos.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos grupos estudados

75

Grupo 1 Grupo 2 P
N 87 40 127
Peso de 1625 +262 1528 +295 0.06
nascimento(gramas)
Idade gestacional 328+ 1.6 31.98 £1.99 0.009
(semanas)
Escore APGAR 5 9.0 8.78 0.12
minutos
Masculino 41 (47.1%) 23 (57.5%) 0.37
Pré-eclampsia 25 (28.7%) 9 (22.5%) 0.60
Parto vaginal 27 (31%) 11 (27.5%) 0.84
Pequeno para idade 45 (51.7%) 24 (60%) 0.49
gestacional
Apneia 34 (39.1%) 53 (60.9%) 0.08
CPAP 47 (54%) 32 (80%) 0.009
Ventilagdo mecénica 10 (11.5%) 15 (37.5%) 0.001
Doenca da membrana 9 (10.3%) 6 (15%) 0.55
hialina
Sepse 4 (4.6%) 0 0.30
Meningite 0 0 1
Anemia 2 (2.3%) 0 0.84
Persisténcia do canal 3 (3.4%) 3 (7.5%) 0.58
arterial
Hemorragia peri- 5(5.7%) 3 (7.5%) 1
intraventricular
Leucomalacea 3 (3.4%) 6 (15%) 0.14
periventricular
Convulsdes 1(1.1%) 0 1

Grupo 1: cafeina detectavel no sangue de corddo umbilical
Grupo 2: cafeina indetectavel no sangue de corddo umbilical
Valores expressos em média = DP, mediana (p25-p75), nimero absoluto de recém-nascidos

(%0)

Teste t de Student, qui-quadrado, teste exato de Fisher, teste de Mann-Whitney.



Tabela 2. Associagdo com a presenga de cafeina no sangue de corddo umbilical

Variavel OR IC 95% P

Idade gestacional 1.039 0.889 —1.213 0.631
Apneia 1.109 0.632 —1.945 0.719
CPAP 0.830 0.492 — 1.401 0.486
Ventilagdo mecanica | 0.588 0.282 — 1.227 0.157

OR: odds ratio
1C 95%: intervalo de confianca 95%
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ABSTRACT

Background: Caffeine is a potent respiratory stimulant, and the effect of its presence in
umbilical cord blood on apnea of prematurity is unknown.

Objective: To determine the influence of presence of caffeine in umbilical cord blood
on apnea occurrence.

Methods: A prospective cohort study with preterm newborns with birth weight less than
2000 grams was undertaken. Exclusion criteria were: mothers that received opioids,
mechanical ventilation during the first 4 days of life, cerebral and major cardiac
malformations, perinatal asphyxia, severe periintraventricular hemorrhage, exchange
transfusion before the fourth day of life, and those that received methylxantine prior to
extubation. Neonates were divided in: with detectable and undetectable caffeine in umbilical
cord blood. Newborns were followed for the first 4 days for occurrence of apnea spells.

Results: 87 with and 40 without detectable caffeine in umbilical cord blood were
studied. The median caffeine concentration of the 87 patients with detectable caffeine in
umbilical blood was 2.3 pg/ml (0.2 -9.4 pg/ml). There was no association between occurrence
of apnea spells and presence of caffeine in umbilical cord blood. Neonates with detectable
caffeine in umbilical blood had apnea later (66.3 £+ 4.14 hours) than those with undetectable
levels (54.2 + 6.26 hours).

Conclusion: The detected levels of caffeine in umbilical cord blood did not decrease the
occurrence of apnea of prematurity. We suggest that further studies on administration of high
dose of caffeine to mothers prior to a preterm delivery as a preventive measure for apnea of
prematurity deserve to be conducted.

Keywords: prematurity, apnea of prematurity, caffeine, low birth weight infant,

umbilical cord blood.
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INTRODUCTION

The treatment of apnea of prematurity includes pharmacological approach with caffeine,
a powerful stimulant of the central nervous system that reduces the occurrence of neonatal
apnea, promotes consolidation of a regular pattern of breathing and increases alveolar
ventilation [1, 2]. Adequate treatment of apnea in the neonatal period is of great importance,
as a higher incidence of periintraventricular hemorrhage (PIVH), hydrocephalia,
periventricular leukomalacia (PVL), need for ventilatory support for longer time and
alterations in neurological development are observed in the first year of life when preterm
infants with apnea were compared to those without apnea [3].

The role of maternal consumption of caffeine and the occurrence of apnea in preterm
neonates has aroused general interest. As caffeine is a substance that crosses the placental
barrier, it could stimulate intrauterine the respiratory center of the fetus [4-6].

Caffeine is probably the most frequently drug taken in the world, consumed by people
of all ages. Daily caffeine consumption per capita, considering all sources, is around
3-7 mg/kg/day, approximately 200 mg/day in the general population [4)] Its consumption is
so common that around 95% of pregnant women take some caffeine, either through diet or
medication [4]. The role of caffeine in pregnancy and the occurrence of apnea of prematurity
remain controversial. The aim of this study was to determine the influence of the presence of
caffeine in umbilical cord blood and the occurrence of apnea of prematurity in the first days
of life.

METHODS

This was a prospective cohort study, conducted at Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
The studied patients were preterm neonates of birth weight between 1000 g and 2000 g and

gestational age under 37 weeks, born at our hospital between March 2006 and May 2008.
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The study excluded neonates whose mothers received opioids or drugs that led to
respiratory center depression, neonates that remained in mechanical ventilation during the
first four days of life, with cerebral congenital malformations, perinatal asphyxia (Apgar score
under 7 at the 5th minute of life), PIVH degrees 3 and 4, major cardiac malformations,
exchange transfusion before the fourth day of life, neonates who presented one isolated apnea
with no need for drug or ventilatory treatment, and those that received methylxantine prior to
extubation.

The studied variables were: birth weight, gestational age, Apgar score at the fifth minute
of life, gender, maternal preeclampsia , mode of delivery, small for gestational age (SGA),
apnea, CPAP, mechanical ventilation, respiratory distress syndrome (RDS), presence of sepsis
and/or meningitis, anemia (hemoglobin < 10 g/dl), patent ductus arteriousus (PDA), PIVH,
PVL, and seizures.

The method utilized in the gestational age assessment was preferably the obstetric
gestational age obtained through ultrasonography in the first weeks of fetal life or, if such data
were unavailable, the date of most recent menstruation confirmed through clinical exam of the
neonate [7].

Birth weight was measured using an electronic scale and the neonates were classified
according to the curve of Alexander et al. [8]. Neonates under percentile 10 were considered
as SGA [8, 9].

For the diagnosis of early sepsis, the study considered the patients that presented clinical
conditions and positive blood culture [10-12]. In case of positive blood culture for
Staphylococcus coagulase-negative, the patients were considered with sepsis only if
presenting complete blood count and C-reactive protein with alterations and treated with

adequate antibiotics to the germ with response to the therapy. All patients with diagnosis of
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sepsis were submitted to lumbar puncture. For the diagnosis of meningitis, we considered
those with abnormal cerebrospinal fluid and positive culture.

Cerebral ultrasonography (CUS) was performed in all neonates with birth weight under
1,500 g for the diagnosis of PIVH and PVL. According to the service routine, preterm
neonates whose birth weight were above 1,500 grams and presented any clinical problem
including apnea were submitted to CUS. Echocardiogram was performed in all preterm
neonates with clinical suspicion of PDA.

Before the collection and inclusion, the consent term was read to the parents or person in
charge. The study was approved by the Research Ethics Committee of HCPA (project n® 06-
048).

Preterm neonates who fulfilled the inclusion criteria had their umbilical venous blood
collected, immediately after birth. They were monitored during their stay at neonatal ICU for
occurrence of apnea spells during the first four days of life. Diagnosis of apnea was
performed through patient’s monitoring, and it was defined as interruption of breathing for 20
seconds or more, or interruption of shorter duration if followed by cyanosis, hypotension or
bradyarrhythmia [13].

The neonates were divided into two groups:

Group 1: preterm neonates with caffeine detected in umbilical cord blood

Group 2: preterm neonates with no caffeine detected in umbilical cord blood

Blood samples were collected from umbilical blood using syringes with heparin. After
that, 500 ul of heparinized blood were centrifuged at 3500 rpm, for 5 minutes, and plasma
was separated and stored at -80°C, in Eppendorf tubes, identified with the patient’s number.
High pressure liquid chromatography (HPLC) was the method utilized to determine caffeine,

which has been employed in several studies on caffeine dosage [14-19].
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Statistical analysis

We did not find any similar study to use for sample size calculation; hence we assumed
an apnea occurrence of 20% and 55% for the groups with detectable and undetectable caffeine
levels respectively. For a significance level of 5% and statistical power of 80%, the required
sample size was 80 preterm neonates, with 40 patients in each group, considering the
multifactor logistic regression and the possibility of adjustment to up to 4 confusion factors.

Variables were described as median and interquartile amplitude (p25-p75) or mean +
standard deviation. The characteristics of the groups were analyzed using chi-square test,
Fisher’s exact test, except for birth weight variable (which used Student’s t test) and Apgar
score which used Mann-Whitney test. The analysis of caffeine detection in blood employed
the chi-square test. Logistic regression was performed for those variables with p<0.10 on
univariable analysis. The study utilized statistical program SPSS (Statistical Package for
Social Science) 14.0 and considered the significance level of p < 0.05.

RESULTS

Umbilical blood was collected in 151 preterm neonates; 21 of them were subsequently
excluded (7 for presenting apnea once with no need for treatment, 5 for remaining in
mechanical ventilation until the 4th day of life, 3 for PIVH degrees 3 and 4, 1 for exchange
transfusion, 5 for methylxantine prior to extubation), and 3 were lost (2 due to insufficient
sampled quantity for caffeine dosage and 1 due to family request). The study population was
constituted by 127 neonates with a mean gestational age of 32.5 £ 1.8 weeks and mean birth
weight of 1594 + 276 ¢.

Group 1 was formed by 87 newborns and Group 2 by 40. The median caffeine
concentration of the 87 patients with detectable caffeine in umbilical blood was 2.3 pg/ml

(range: 0.2 -9.4 ng/ml; interquartile range: 1.5 — 3.5 pg/ml).
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Table 1 shows the characteristics of the groups. Patients in Group 2 had a statistically
significant lower gestational age, and required more respiratory support (CPAP and
mechanical ventilation) than those of Group 1.

The logistic regression model employed took the presence of caffeine in umbilical cord
blood as a dependent factor, and as independent factors gestational age, occurrence of apnea,
use of CPAP and mechanical ventilation. None of them showed significance (Table 2).

Neonates with presence of caffeine in umbilical blood showed a trend to have apnea
later: Group 1 and Group 2 had apnea at 66.3 + 4.14 hours and 54.2 + 6.26 hours after birth
respectively (p = 0.067).

DISCUSSION

This study showed that neonates with detectable and undetectable levels of caffeine in
umbilical cord blood had similar occurrence of apnea, and among the neonates who presented
apnea, the occurrence was later in preterm neonates with those detectable levels of caffeine.
No significant difference was observed between the groups with and without caffeine detected
in umbilical cord blood in terms of birth weight, Apgar score, gender, maternal preeclampsia,
mode of delivery, SGA, presence of sepsis, anemia, RDS, PDA, PIVH, PVL and seizures. In
the group with no detected caffeine in umbilical cord blood, gestational age was significantly
lower, and they required more respiratory support suggesting a role for immaturity in this
group of patients. Logistic regression analysis showed that none of those variables was
associated with the presence of caffeine in umbilical cord blood.

Some studies quantified maternal use of caffeine during pregnancy. Concentrations of
caffeine and paraxanthine in saliva were measured in pregnant women in the United Kingdom
(levels of caffeine in plasma and saliva are strongly correlated), and the mean concentration of
caffeine was 0.45 png/ml [5]. It was shown in the USA that, among women in the third

trimester of pregnancy that reported low consumption of caffeine, mean serum level of this
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substance in umbilical blood was 0.48 ug/ml (ranging between 0 and 10.49 ug/ml), and
women that reported consumption > 300 mg/day of caffeine in the third trimester of
pregnancy had neonates with mean serum level of caffeine in umbilical cord blood of
2.1 pg/ml [6]. We obtained a similar result, indicating a high consumption of caffeine by the
mothers of our studied population.

McCulloch et al. quantified caffeine in umbilical blood of 79 preterm neonates [20].
Eleven of them (14%) had detectable levels of caffeine, while 68 had undetectable levels of
caffeine, and serum levels of caffeine ranged from 1.1 to 3.7 pug/ml. No difference was
observed in occurrence of apnea between the two groups, but the diagnosis of apnea was
obtained through pneumography, which was performed only after clinical stability and in
patients that did not require ventilatory support or oxygen therapy, thus excluding patients
with serious conditions. In our study, caffeine detection rate and serum levels of caffeine were
higher than the results of that study, probably because our population had higher caffeine
ingestion.

Caffeine has been used as treatment for apnea of prematurity, and the therapeutic level
is reported to be 5 to 20 pg/ml [2]. Umbilical cord caffeine levels detected in our study were
low; hence, we suggest that there was no decrease in the occurrence of apnea because our
detectable levels were below the therapeutic levels. One limitation of our study is the lack of
comparison in the number of apnea spells between both groups. The first choice for treatment
of apnea of prematurity in our unit is methylxantine, and its use would bias the result.

In a retrospective study that applied questionnaires on cigarette and caffeine
consumption during and after pregnancy to 298 mothers of infants with apnea before a
polysonography as part of the patient’s assessment determined that maternal caffeine and
cigarette use during pregnancy were related to central apnea. For caffeine consumption during

pregnancy, even after the adjustment to gestational age, age at evaluation and birth weight, the
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increase of 1 mg/day was associated with an increase of 1 apnea/hour. It was suggested that
neonates chronically exposed to intrauterine caffeine could be more sensitive to occurrences
of hypoxia [21]. We did not enquire the mothers about caffeine ingestion during pregnancy;
we measured caffeine concentration in umbilical cord blood that is not an indicator of a
chronic use of caffeine.

Experimental studies showed that recently born rats whose mothers had received
caffeine during pregnancy had altered respiratory pattern [22]. Under conditions of normoxia
animals treated with caffeine presented higher breathing frequency than a control group, and
under conditions of hypoxia, the resulting respiratory depression was emphasized by
intrauterine exposure to caffeine [22, 23]. Such data agrees with the tachypnea found in
neonates of women who reported an important consumption of caffeine during pregnancy
[24].

Preterm infants with birth weight of 500 to 1,250 grams treated with caffeine during the
first 10 days have a reduced rate of bronchopulmonary dysplasia, and present a better
neurodevelopmental outcome at 18 to 21 months than a control group [25, 26]. We did not
include in our study preterm infants with birth weight less than 1000 grams, and we did not
investigate the association between the presence of caffeine in umbilical cord blood and
occurrence of bronchopulmonary dysplasia and /or neurodevelopmental outcome;, however
those studies should be encouraged.

In our study, the detected levels of caffeine in umbilical cord blood did not decrease the
occurrence of apnea of prematurity, but it delayed its occurrence, suggesting that even a low
level of caffeine in umbilical cord blood delays the occurrence of the apnea spells. We
suggest that further studies on administration of high dose of caffeine to mothers prior to a

preterm delivery as a preventive strategy for apnea of prematurity deserve to be conducted.
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Table 1 — Characteristics of the studied groups
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Group 1 Group 2 P
N 87 40 127
Birth weight (grams) 1625 £262 1528 +£295 0.06
Gestational age 328+ 1.6 31.98 £1.99 0.009
(weeks)
5 minutes Apgar score 9.0 8.78 0.12
Male 41 (47.1%) 23 (57.5%) 0.37
Preeclampsia 25 (28.7%) 9 (22.5%) 0.60
Vaginal delivery 27 (31%) 11 (27.5%) 0.84
Small for gestational 45 (51.7%) 24 (60%) 0.49
age
Apnea 34 (39.1%) 53 (60.9%) 0.08
CPAP 47 (54%) 32 (80%) 0.009
Mechanical 10 (11.5%) 15 (37.5%) 0.001
Ventilation
Respiratory Distress 9 (10.3%) 6 (15%) 0.55
Syndrome
Sepsis 4 (4.6%) 0 0.30
Meningitis 0 0 1
Anemia 2 (2.3%) 0 0.84
Patent Ductus 3 (3.4%) 3 (7.5%) 0.58
Arteriosus
Periintraventricular 5(5.7%) 3 (7.5%) 1
Hemorrhage
Periventricular 3 (3.4%) 6 (15%) 0.14
Leukomalacia
Seizures 1 (1.1%) 0 1

Group 1: caffeine detected in umbilical cord blood

Group 2: no caffeine detected in umbilical cord blood

Values expressed as mean + sd, median (p25-p75), absolute number of newborns (%)
Students’ t test, chi-square, Fisher’s exact test, Mann-Whitney test.



Table 2. Association with presence of caffeine in umbilical cord blood

Variable OR CI95% P
Gestational Age 1.039 0.889 —-1.213 0.631
Apnea 1.109 0.632 —-1.945 0.719
CPAP 0.830 0.492 —1.401 0.486
Mechanical 0.588 0.282 —1.227 0.157
Ventilation

OR: odds ratio
CI 95%: confidence interval 95%
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10 CONSIDERACOES FINAIS

Nesse estudo, os niveis detectdveis de cafeina no sangue de corddo umbilical foram
baixos; sendo assim, pode-se sugerir que nao houve diminui¢do da ocorréncia da apneia por
que os niveis detectaveis estiveram abaixo dos niveis terapéuticos.

Nesse trabalho a deteccdo de niveis de cafeina no sangue de corddo umbilical ndo
diminuiu a ocorréncia de apneia da prematuridade, mas atrasou a sua ocorréncia, sugerindo
que mesmo um baixo nivel de cafeina no sangue de corddo umbilical atrasa a ocorréncia da
apneia da prematuridade.

Sugere-se que novos estudos com a administracdo de altas doses de cafeina antes do
parto prematuro como estratégia para prevenir a apneia da prematuridade devam ser

conduzidos.



ANEXOS
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Gostaria de convidar o paciente sob a sua responsabilidade para participar da pesquisa em andamento
nesta UTI Neonatal — “Determinagdo dos niveis de cafeina no sangue de corddo umbilical de pré-termos e
ocorréncia de apneia na primeira semana de vida” — realizada pela Dra. Claudia Hentges, sob a orientag@o do Dr.
Renato Procianoy.

O objetivo do trabalho ¢ analisar a influéncia da ingestdo materna da cafeina (café, chas, refrigerantes e
outros) no aparecimento de apneia nos pré-termos. A apneia (parada da respiragdo) ocorre em bebés que nascem
antes do tempo e pode levar a problemas neurologicos, se ndo for tratada. As causas desse problema ainda ndo
sdo bem estabelecidas.

Para conhecer novas formas de tratamento no futuro, solicito seu consentimento na admissdo do seu
filho ou tutelado no estudo. Seu filho ndo sera submetido ao exame de sangue exclusivamente para a pesquisa.
Sera coletada uma amostra de sangue do corddo umbilical no nascimento do bebé e outra amostra juntamente
com o sangue coletado para os exames de rotina na UTI neonatal. Os riscos sdo minimos para o bebé, ja que a
quantidade de sangue coletado é pequena. Todos os dados serdo mantidos em sigilo. Seu filho podera ser retirado
do estudo, se assim for seu desejo a qualquer momento, sem prejuizo do atendimento durante toda sua internagao
na UTL.

Eu, , responsavel pelo recém-
nascido de , fui informado dos objetivos do estudo e sua
justificativa. Recebi informagdes sobre o procedimento no qual meu filho ou tutelado esta envolvido, bem como
sobre os desconfortos ou riscos possiveis, e sobre os beneficios esperados. Todas as minhas duvidas foram
respondidas com clareza e sei que poderei solicitar novas informagdes a qualquer momento, contatando o
pesquisador responsavel (Dr. Renato Procianoy) para esclarecimento de eventuais duvidas, estando o mesmo a
disposigdo para contato pelo telefone (51) 2101-8142 UTI Neonatal HCPA.

Declaro, portanto, que autorizo a inclusdo de meu filho ou tutelado na pesquisa realizada pela Dra.
Claudia Hentges, sob orientagdo do Dr. Renato Procianoy.

Assinatura do responsavel

Assinatura da pesquisadora

Informagoes: (51) 21018142 UTI Neonatal HCPA
Celular da Dra Claudia: (51) 9828 9430

Porto Alegre,
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ANEXO 1T
PROTOCOLO
ID: Registro:
N DN / / SEXO: 1.F 2.M

Historia obstétrica:
IGO: G P C__ Ab __ Gemelar
Eco pré-natal ()
Sorologias maternas ()

HAS/PEG/Eclampsia ()
Medicagdes no pré-natal ()
Bolsa rota () horas
Analgesia trabalho de parto ()

Parto:

Vaginal () Vaginal + forceps () Cesarea ( )

PN: g IG (sem) Classificagdo IG: PIG () AIG () GIG ()
Apgar: 1° min. 5% min 10° min

Evoluc¢éo neonatal:

Apneia Sim () Nao ()
Horas de vida no primeiro episodio de apneia PA g IGC
Tratamento medicamentoso apneia () Qual?
CPAP () Se sim, quantos dias?
VM () Se sim, quantos dias?
DMH ()
Sepse ()
Meningite ()
Anemia (Hb < 10) ()
PCA ()
Asfixia ()
Hemorragia cerebral () Se sim, qual grau?
Leucomalacia periventricular ()
Crises convulsivas ()

Horas de vida na coleta periférica PA g IGC Grupo
Grupo 1 - coleta apds apneia

Grupo 2 - coleta no quarto dia de vida — Suporte ventilatorio (1) CPAP (2) ndo
Cafeina no sangue de corddo
Cafeina na coleta periférica

Alta () Obito ()
1 —SIM 2 -NAO



ANEXO III

7.

BANCO DE DADOS DE RECEM-NASCIDOS ADMITIDOS NO ESTUDO

1a

Anem PCA Asfix HPIV Leuco CC SCORDAO SPERIF Hapne

ing

TTO CPAP VM DMH Sepse Meni

1a

Apne

5
10

pgar Apgar
1

IG Class LM £

PN

Sex DHG DOEMA Medic Parto

RN

888
888

2,7
7,7

888

888

34
32
30
34
36
34
36
35
32
31

1835
1220
1125
1835
1730
1775
1720
1875
1120
1585
1495
1895
1435
1695
1070
1960
1360
1800
1780
1780
1830
1885
1250
1650
1770
1630
1730
1805
1215

2
2
2
2
1
2
1
1
2
1
1
2
1
2
2
1
2
2
2
2
2
1
2
2
1
2
2
2
2
2
1
2
2
2
2
2
2
2
1
1
2
2

3,1

1,7

2,7

888
888

888
888
888
888
888

888
888
888
888
888

2
2

(o}

v

1.4
12

888
888
90

12

10

23

10

2,6

9.4

10

30
888
888
888

12
888
888
888
888
888
888

16
888
888

29
35
36
32
30
35
32
35
35
34
33
33
32
32
33
34
34
32
30
30
33
32
34
34
31

1,5
23

1,6
1,5
22

888

888

10

12
13
14
15
16
17
18
19
20

1,6
4,7

888

888

10

1,8

22

10

7,1

1,9

888
888
888
888
888

888
888
888
888
888

4.6
22

10

3.9

10

21

2,6
3.4

22
23

1,7

10
10
10

888
888
888
888

888
888
888
888

24
25

1,0

0,9

2
2

10

888
888

12

26
27

43
4,5

9,1

10
10

28
29

6
24

6.4
3.1

1020
1615

30
31

10
888
888

32

888
888
888
888

888
888
888
888

1720
1755
1910

32
33

888
23

1,6

3,5

34
35
36
37
38
39
40

1045
1985
1455
1880
1935
1055
1585
1345

888
888

3,1

53
2,6

888

888

33
35
32
33
26
32
31

13

10

888
888
28

888
888

888
888

10
10
10

0,7

888

1,2
1,0

888

888

41

888

2

42



CC SCORDAO SPERIF Hapneia

HPIV Leuco

Anem PCA Asfix

ing

TTO CPAP VM DMH Sepse Men

1a

Apnei

5
10

pgar Apgar
1

IG Class LM Al

PN
1600
1375
1690
1345
1830
1810
1900
1310
1700
1715

Sex DHG DOEMA Medic Parto

RN

43

888
888
23

4,1

2,7
0,6
3,0

2
2

888

888

33
31

2
2
2
2
2
1
2
2
2
1
1
1
2
2
2
2
2
1
1
2
2
2
2
2
2
1
1
1
2
2
1
2
1
2
2
2
2
2
1
2
1
2
2
1
1
2
2
1
1

44
45

4,0
1,1

44

888

888

10

31

37
20

1,2
5,0

31

46

34
34
34
30
33
33
33
35

47

888
36
12

888
25

888
888

888
888

48

49

2,5 2.1

4,0

2
2

50
51

888

888

10

10

52
53

48

10

1460
1810
1965
1320
1895
1990
1680
1140
1940
1540
1300
1730
1655
1895
1925
1750
1885
1320
1645
1410

888
888

1,3
2,7

2,1

54
55
56
57
58
59
60
61

3.8

888

888

35

30
32
34
32
32
33
36
32
34
34
34
33
32
33
31

11

1,8

4.8

2
2

888

888

888
888

10

888
888

1,7

888

0,8
1,3
4,9

1,5
1,8
6,8

888

888

888
38

62
63

888
888

1,6

1,7

888
888
888
888
888
888

888
888
888
888
888
888

64
65

888
888

66
67

1.8
0,5
08
2,1

2,6
0,5
04
33

12

10
10

68
69
70
71

888

0,7
0,8

1.4
1,2

888

888

35
33
33
33
33
31

888

72
73

4,1

888
888
888

888
888
888

10

1700
1895
1975
1225
1105
1035
1930
1445
1985
1690
1120
1460
1275
1595
1240
1380
1360
1085
1965

888
888

52
39

3,1

74
75

8,8
2,1

10

2
2
2
2
2

76
77
78
79

18
10
888
888
888
888

1,5
0.8
2.9
0.2
3.6
4,1

31

28

32

34
33
34
32
32
30
30
33

80
81

0,9
12,8

888

888

10

82
83

15
888

0,3

7,9

84
85

16
888

,1
0,2
0,2

0,1

888

888

10

10

86

24
10
46

03

29
32

31

87
88

99

89
90

13
82

1,6

29
33

888

888

10

10

91



1a

Anem PCA Asfix HPIV Leuco CC SCORDAO SPERIF Hapne

ing

TTO CPAP VM DMH Sepse Men

1a

5 Apnei

pgar Apgar
1

IG Class LM Al

PN
1700
1660
1920
1960
1310
1270
1460
1100
1745
1340
1155
1930
1290
1575
1740
1730
1745
1430
1805
1550
1820
1650
1855
1340
1695
1440
1615

Sex DHG DOEMA Medic Parto

RN

888

1,4
1,9

0,3
4,6

35

1
2
1
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
1
2
2
1
1
1
2
1
2
2
2
2
2
2
1
2
1
2
2
2
2
2
2

92

25
888

4,1

888
888
888

888
888
888

10

34
33
34
31

93

0,2
4,1

94
95

46
888

96
97

31

10

31

98

30
33
32
32
34
30
33
33
35

99
100

101

888

1,2

1,9

888

888

10

14
18
888

0,2
1,3

102
103

1,3

888

888

12
888
888
888

104
105
106
107
108

1,8

2R
58

3,1

888
888
888
888

888
888
388
888

10

0,1

48
888

6,2
2,4

2,1

7,6
1,8

2,1

33
34
32
32
34
33

109

36
10
888
388
888

888
888
888
888
888

888
888
888
888
888

10

110
111

1,7
23
2.4

2,3

112
113
114
115

2.8

10

10

1.8
35
2,5
23
2.8

32
33
33
33
34
34
34
35
29
33
33
32
30
30

24
888
888
888
888

35
32
2,5

888

888

116
117
118

10

888
888

888
888

1,5

1,7
1,9

10

1615

119
120

121

1965
1905
1620
1520
1515
1845
1330
1255

888

888

888

10

96
30
888

122
123

124
125

36
20
20

1,6
1.8
23

22
23
2,5

888

888

126
127

100






Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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