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RESUMO

Cortez, R. V. Efeito da colostroterapia e do leite materno no estabelecimento da microbiota
de recém-nascidos prematuros. 2021. 123 p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2021.

A colonizacao inicial da microbiota humana é de suma importancia, desempenhando um papel
fundamental no desenvolvimento imunoldgico, nutricional, metabdlico e neuroldgico. Recém-
nascidos prematuros e de baixo peso muitas vezes precisam permanecer internados em unidades
de terapia intensiva e frequentemente a dieta enteral trofica é limitada, devido a imaturidade do
sistema digestivo ou estado clinico do recém-nascido. Nesse contexto, a amamentacdo é
importante para o desenvolvimento do recém-nascido e para a colonizagéo inicial do trato
gastrointestinal. Além disso, a administracdo de colostro como imunoterapia oral ja foi descrita
como uma terapia segura, viavel e bem toleravel por recém-nascidos. Sendo assim, este projeto
avaliou o efeito da administracdo de leite materno, seja através da dieta ou colostroterapia, no
desenvolvimento da microbiota oral e intestinal de recém-nascidos prematuros. Foi realizado
um estudo longitudinal e observacional, onde foram recrutados 20 neonatos prematuros para a
analise da microbiota oral e 56 para a analise da microbiota intestinal. Foram coletadas amostras
de saliva e fezes dos neonatos, e leite materno das mdes destes neonatos, e realizado
sequenciamento do gene 16S rRNA destas amostras, além da dosagem de imunoglobulina A
(IgA) nas fezes dos recém-nascidos. Para analise estatistica, foi utilizado o software SPSS e R
Studio, adotando significancia de 5% para os testes. O leite materno de mées de recém-nascidos
prematuros apresenta composicdo que muda ao longo do tempo, com aumento de
Staphylococcus e Streptococcus e diminuigdo de Corynebacterium 1. A colostroterapia possuli
efeito benéfico sobre a microbiota oral, com aumento de géneros como Staphylococcus,
Bifidobacterium e Bacteroides. Adicionalmente, existe diferenca na microbiota intestinal
quando diferentes proporcdes de leite materno sdo oferecidas durante a primeira semana de
vida, além de maiores niveis de IgA total nas amostras de fezes de neonatos que receberam

maiores proporcdes de leite materno.

Palavras-chave: Colostroterapia, prematuridade, microbiota oral, microbiota intestinal, leite

materno.



ABSTRACT

Cortez, R. V. Effect of breast milk and oropharyngeal administration of colostrum on the
establishment of the microbiota of preterm newborns. 2021. 123 p. Thesis (Doctorate) —

Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, Séo Paulo, 2021.

The initial colonization of the human microbiota is of paramount importance, playing a
fundamental role in immunological, nutritional, metabolic, and neurological development.
Premature and low-birth-weight newborns often need to remain hospitalized in intensive care
units and often enteral trophic diet is limited due to the immaturity of the digestive system or
the newborn's clinical status. In this context, breastfeeding is important for the newborn's
development and for the initial colonization of the gastrointestinal tract. Furthermore, the
administration of colostrum as oral immunotherapy has been described as a safe, viable and
well-tolerable therapy for newborns. Therefore, this project evaluated the effect of
administering breast milk, either through diet or administration of colostrum, on the
development of the oral and intestinal microbiota of preterm newborns. A longitudinal and
observational study was carried out, where 20 premature neonates were recruited for the
analysis of the oral microbiota and 56 for the analysis of the intestinal microbiota. Samples of
saliva and feces were collected from the newborns, and breast milk from the mothers of these
newborns, and 16S rRNA gene sequencing was performed from these samples, in addition to
the dosage of immunoglobulin A (IgA) in the feces of the newborns. For statistical analysis,
SPSS and R Studio software were used, adopting a significance of 5% for the tests. Breast milk
from mothers of premature newborns has a composition that changes over time, with an
increase in Staphylococcus and Streptococcus and a decrease in Corynebacterium 1.
Administration of colostrum has a beneficial effect on the oral microbiota, with an increase in
genera such as Staphylococcus, Bifidobacterium and Bacteroides. Additionally, there is a
difference in the intestinal microbiota when different proportions of breast milk are offered
during the first week of life, in addition to higher levels of total IgA in stool samples from
newborns who received higher proportions of breast milk.

Keywords: Administration of colostrum, prematurity, oral microbiome, gut microbiome, breast

milk.
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1. INTRODUCAO

O trato gastrointestinal (TGI) humano é um ecossistema complexo onde ocorrem
diversas interagdes, sejam elas entre bactérias, bactérias-hospedeiro, bactérias-nutrientes e
nutrientes-hospedeiro. A quantidade de bactérias que habitam o intestino é cerca de dez vezes
maior do que o numero de células do organismo humano (CLEMENTE et al., 2012). A
microbiota intestinal humana, compilacdo de material genético que habita esse ecossistema,
compreende um amplo ambiente simbionte de microrganismos que colonizam o trato
gastrintestinal, da boca ao intestino, e contém cem vezes mais genes do que 0 genoma humano
(DONALDSON; LEE; MAZMANIAN, 2016). Sabe-se hoje que estes microrganismos
desempenham papel fundamental no metabolismo humano, sistema imune, sistema neuroldgico
e nutricional, podendo ainda prevenir doengas (ARRIETA et al., 2015; EVANS; MORRIS;
MARCHESI, 2013; GALLAND, 2014; SINGH et al., 2017).

A colonizagédo tem inicio na vida intrauterina, através do liquido amniotico, membranas
uterinas e meconio (GOSALBES et al., 2013; MARTIN et al., 2016), contribuindo para o
desenvolvimento da microbiota oral neonatal que colonizara o restante do trato gastrointestinal
(SWEENEY etal., 2018). Desta forma, acredita-se que membros da microbiota materna possam
ser transferidos para o feto pela corrente sanguinea, inviabilizando a teoria do nascimento
estéril. No entanto, essa via de colonizacio ainda é discutida (PEREZ-MUNOZ et al., 2017).
Estudos nos ultimos anos relatando que a colonizacdo pode ser iniciada no Utero (ANTONY et
al., 2015; COLLADO et al., 2016) foram objeto de intenso debate e criticados por potencial
contaminagdo (DE GOFFAU et al., 2019; THEIS et al., 2019). Estudo recente, publicado em
2021, concluiu que a colonizagéo intestinal fetal de bebés saudaveis a termo ndo ocorre antes
do nascimento e que os perfis microbianos do meconio neonatal refletem as populac6es

adquiridas durante e ap6s o nascimento (KENNEDY et al., 2021). Ainda faltam mais trabalhos



para que de fato se comprove onde de fato se inicia a colonizacdo, portanto, ainda ha espaco
para discussao neste topico.

Ao nascimento, o parto natural, no qual o recém-nascido tem contato direto com o
epitélio vaginal da mée, é fundamental para o desenvolvimento da colonizacdo gastrointestinal
(MARTIN et al., 2016). Evidéncias mostram que fatores maternos, como tipo de parto e regime
alimentar durante a gestacdo, influenciam diretamente no desenvolvimento do ambiente
intestinal e na composicdo da microbiota oral nos recém-nascidos (ADLERBERTH; WOLD,
2009; ZAURA et al., 2014). Aléem disso, fatores ambientais pds-parto, como tipo de
alimentacdo, contaminacdo ambiental e uso ou ndo de medicamentos sdo igualmente cruciais
no desenvolvimento da microbiota do neonato (TADDEI; BRANDT; CARNEIRO-SAMPAIOQ,
2015).

Atualmente, ja se sabe que os primeiros 1000 dias de vida (da concepcéo até o segundo
ano de vida) sdo essenciais para a saude do bebé. Dessa forma, complicacdes que venham a
ocorrer neste periodo, sejam elas intercorréncias alimentares ou o uso de medicamentos,
apresentam um impacto disbiotico na microbiota intestinal do recém-nascido, com possiveis
consequéncias na vida adulta, através de manifestacfes inflamatorias, entre elas obesidade,
diabetes, alergias e doencas atopicas (WOPEREIS et al., 2014).

Os primeiros géneros bacterianos que colonizam o trato gastrointestinal apresentam uma
funcéo regulatéria da consequente colonizacéo, visto que podem modular a expressdo génica
das células epiteliais e deixar o ambiente favoravel para o seu crescimento, prevenindo o
crescimento de bactérias introduzidas posteriormente. Dessa forma, a colonizacéao inicial do
intestino possui um papel importante no processo de escolha de diversos géneros bacterianos,
e consequentemente pode trazer consequéncias em longo prazo (GRITZ; BHANDARI, 2015).

De maneira geral, em bebés saudaveis e a termo, as bactérias anaerdbias facultativas,

como Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium s@o as primeiras



bactérias a colonizarem o trato gastrintestinal do recém-nascido, devido ao elevado teor de
oxigénio que existe inicialmente. A medida que estas bactérias consomem o oxigénio, 0 meio
se torna mais adequado para as bactérias anaerObias estritas, como Bifidobacterium,
Bacteroides e Clostridium (PALMER et al., 2007). Posteriormente, a composi¢do da microbiota
intestinal se torna mais estavel e a comunidade bacteriana normal do adulto é alcancada até os
dois primeiros anos de vida, sendo os filos Bacteroidetes e Firmicutes dominantes
caracteristicos (MATAMOROS et al., 2013; MEEHAN; BEIKO, 2014).

Por conseguinte, evidéncias ja demonstraram como a amamentacdo pode auxiliar no
desenvolvimento da microbiota oral e intestinal de recém-nascidos. Estudo realizado por
Pannaraj e colaboradores (2017) com recém-nascidos a termo, observou que a comunidade
bacteriana do leite materno € transferida para o intestino do bebé, influenciando o
estabelecimento da microbiota e desenvolvimento do recém-nascido (PANNARAJ et al., 2017).
Adicionalmente, estudo realizado por Holgerson et al. (2013) identificou que existe diferenca
na microbiota observada na boca de lactentes amamentados com leite materno em relacdo aos
alimentado com formula infantil, com trés meses de idade (HOLGERSON et al., 2013).

Acredita-se que o leite materno possa promover um estado de ativacdo imune
importante para o equilibrio e interacdo dos microrganismos com o epitélio intestinal (GROER
et al., 2015). O leite materno também possui funcéo protetora durante o inicio da vida, onde é
uma das principais fontes de nutricdo para o recém-nascido e contribui para as defesas
imunoldgicas e para a integridade da barreira intestinal, que, neste contexto, ainda é imatura
(STOCKINGER; HORNEF; CHASSIN, 2011).

A composicdo da microbiota oral em neonatos € um fator importante para a saude e
desenvolvimento da imunidade, visto que mudangas nessa comunidade podem predispor ao
aparecimento de infec¢Ges ou doencas no inicio da vida (NEU, 2016; RAUTAVA, 2016).

Diferentemente da microbiota oral de adultos, que se apresenta estavel, a microbiota oral do



recém-nascido é mais dindmica e influenciada pela alimentacdo oferecida nos primeiros meses
de vida (AL-SHEHRI et al., 2016). Neste contexto, a amamentacdo tem papel fundamental,
fornecendo citocinas reguladoras, fatores de crescimento e diversos outros componentes que
atuam prevenindo infeccdes e apoiando o crescimento de bactérias benéficas, regulando dessa
forma as interacdes bactéria- hospedeiro (LEBOUDER et al., 2006). Durante a amamentacao,
ocorrem a transferéncia de diversos géneros bacterianos do leite materno para a mucosa
intestinal do beb&, como Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus e Bifidobacterium
(GROER et al., 2015; MURPHY et al., 2017).

Em estudo realizado por Martin e colaboradores (MARTIN et al., 2016), foi avaliada a
microbiota intestinal ao longo dos seis primeiros meses de vida de bebés amamentados
exclusivamente com leite materno, dieta mista (leite materno e formula infantil) e dieta
exclusiva com formula infantil. Observaram que recém-nascidos expostos a formula infantil
apresentaram maior frequéncia de Enterococcus, Clostridium coccoides e Clostridium leptum,
comparados a recém-nascidos de amamentacdo exclusiva de leite materno, as quais
apresentaram menor prevaléncia de Clostridium perfringens. E sabido que existe diferenca na
microbiota intestinal de criancas de amamentacdo exclusiva de leite materno em comparacéo a
criancas que recebem formulas infantis, pois formulas infantis ou leites industrializados ndo sdo
capazes de substituir todos os componentes proporcionados pelo leite materno humano. Outro
estudo com a mesma populacdo observou que recém-nascidos prematuros que recebiam
formula infantil ou poucas doses de leite materno apresentavam aumento da permeabilidade
intestinal, o que est& relacionado ao desenvolvimento de doengas (RODRIGUEZ et al., 2010).

Como mencionado, o leite materno é responsavel pela transferéncia de alguns géneros
bacterianos benéficos ao recém-nascido, além de transferir oligossacarideos, imunoglobulinas,
proteinas, como lisozima e lactoferrina, fatores de crescimento e citocinas (BOTTCHER,;

JENMALM; BJORKSTEN, 2003; CLAUD; SAVIDGE; WALKER, 2003; FROST et al., 2014;



LONNERDAL, 2013; WANG et al., 2015). A quantidade de cada componente, entretanto,
muda ao longo da maturacdo do leite humano, periodo dividido em colostro, leite de transicao
e leite maduro. Sabe-se que o colostro, produzido entre o primeiro e terceiro dia de lactagéo,
possui altas concentracdes destes componentes quando comparado ao leite maduro (FROST et
al., 2014; TURIN et al., 2017). Além disso, a composicao do leite materno é diferente em méaes
de recém-nascidos prematuros e a termo (ALBENZIO et al., 2016; CASTELLOTE et al., 2011),
se adequando a necessidade do neonato.

Diversos trabalhos descrevem a importancia da amamentacdo para prevenir o
desenvolvimento de doencas, como: displasia broncopulmonar (PATEL et al.,, 2017) e
enterocolite necrosante (JOHNSON et al., 2015), além de diminuir a mortalidade
(CORPELEIIN et al., 2012) e sepse em unidades de terapia intensiva neonatal (UTINN)
(PATEL et al., 2013). Khodayar-Pard e colaboradores, no ano de 2014, avaliaram alguns
géneros bacterianos presentes no leite materno de mées de recém-nascidos prematuros e a
termo. Neste estudo, o autor observou que o leite de mées de recém-nascidos prematuros
possuia maior prevaléncia de Bifidobacterium sp e de Enterococcus sp em relacdo ao leite de
maes de recém-nascidos a termo (KHODAYAR-PARDO et al.,, 2014). A presenca de
Bifidobacterium e Lactobacillus na microbiota intestinal inicial de neonatos é dita como ideal
e saudavel. Estes géneros sdo capazes de ativar a producdo de imunoglobulina A (IgA), através
da fermentacdo de oligossacarideos provenientes do leite materno e produzem &cidos graxos de
cadeia curta (AGCC), os quais auxiliam o desenvolvimento do sistema de defesa (WALKER,
2010). Em adultos, a microbiota intestinal normalmente produz cerca de 50-100 mmol/L-1 por
dia de AGCC, como os acidos acético, propidnico e butirico, os quais sdo rapidamente
absorvidos ou utilizados como fonte de energia pelo epitélio intestinal do hospedeiro
(DUNCAN et al., 2009). Dessa forma, estudos recentes mostraram que 0s metabdlitos

microbianos do intestino tém efeitos sistémicos por meio de sua agdo imune na sinalizacao e



regulacdo da expressdo génica (KOH et al., 2016; MORRISON; PRESTON, 2016), sendo
associados ao controle de doencas inflamatorias e alérgicas (CORREA-OLIVEIRA etal., 2016;
RICHARDS et al., 2016).

Para recém-nascidos prematuros e/ou de baixo peso, nem sempre € possivel a
alimentacdo com o leite da propria mée. Neste caso, a opcdo logica é a alimentacdo com leite
pasteurizado de doadora (WAGNER; HANSON; ANDERSON BERRY, 2013). A
pasteurizacao do tipo Holder, tratamento térmico onde o leite é colocado a 62,5° por 30 minutos,
visa a inativacdo de todos 0s microrganismos patogénicos presentes no leite, assim como grande
parte da microbiota (ANVISA, 2008). Além disso, 0 processo de pasteurizagdo também
promove a inativacdo de alguns componentes celulares presentes no leite materno, como, por
exemplo, IFN-y, TNF-a, IL-1B, IL-10 e o fator de crescimento de hepatdcitos (FCH)
(EWASCHUK et al., 2011); porém, a concentracdo de oligossacarideos do leite materno
(OLMs) néo é alterada pelo processo de pasteurizacdo (BERTINO et al., 2008). Sabe-se que a
presenca de OLMSs, um grupo de mais de 200 tipos de agUcares ndo-digeriveis, é extremamente
importante para o desenvolvimento do recém-nascido (GERMAN et al., 2008) e que o leite de
maes de recém-nascidos prematuros possui maiores concentracdes de OLMs em comparacao
com o leite de mées de recém-nascidos a termo no primeiro més de vida (GABRIELLI et al.,
2011).

Os OLMs ndo fornecem valor nutricional direto para o recém-nascido, visto que
somente uma pequena parte é absorvida pelo epitélio intestinal (BODE, 2012). Dessa forma, o0s
OLMs agem como substratos para bactérias comensais do intestino, agindo como prebidticos e
estimulando o crescimento de uma comunidade microbiana benéfica (BODE, 2012;
CHICHLOWSKI et al., 2011). No caso de lactentes amamentados com férmula infantil,

percebe-se que a composicdo da microbiota intestinal difere em relacdo a lactentes



amamentados com leite materno cru ou pasteurizado, pois formulas infantis ndo possuem
OLMs em sua composicdo (DE FILIPPO et al., 2010).

Estudos recentes observaram que criancas amamentadas com leite pasteurizado de
doadora apresentam ganho de peso mais lento ou necessidade de fortificacdo do leite
(QUIGLEY; EMBLETON; MCGUIRE, 2018; UNDERWOOD, 2013); entretanto, apresentam
menor incidéncia de disturbios intestinais graves, enterocolite necrosante e outras infec¢bes
durante a internacdo hospitalar (BOYD; QUIGLEY; BROCKLEHURST, 2007; MCGUIRE;
ANTHONY, 2003; NARAYANAN et al., 1984). Esse dado é corroborado por uma revisao
sistematica, que avaliou o efeito da alimentacdo com formula comparada com o leite materno
de doadora no crescimento e desenvolvimento de prematuros ou recém-nascidos de baixo peso,
evidenciando que a alimentacdo com formula comparada com o leite materno de doadora esta
associada a taxas de crescimento mais rapidas, mas com quase o dobro do risco de desenvolver
enterocolite necrosante (QUIGLEY; EMBLETON; MCGUIRE, 2018). Além disso, atualmente
a Organizacao Mundial de Satde recomenda o uso de leite pasteurizado de doadora para recém-
nascidos de baixo peso para os casos onde ndo ha disponibilidade do leite da propria mée
(WHO, 2018).

Neonatos prematuros ou de baixo peso ao nascimento permanecem algum tempo
internados em UTINN e, muitas vezes, a administracdo de dieta enteral trofica é limitada em
consequéncia da imaturidade do sistema digestivo ou estado clinico do recém-nascido. Diante
dos beneficios imunoldgicos do fornecimento do colostro materno, técnicas alternativas de
administracdo foram adotadas, entre elas, a colostroterapia. A colostroterapia € uma terapia
imune oral onde ocorre a administracdo orofaringea do colostro, em que uma pequena
quantidade de leite é colocada na mucosa oral para absorgdo atraves de um cotonete esterilizado
ou aplicador oral (GEPHART; WELLER, 2014). Constituintes do colostro sdo capazes de

promover maturacdo das células intestinais (LONNERDAL, 2013), instalacdo de géneros



benéficos na microbiota intestinal (DAMACENO et al., 2017) e células de defesa contra
bactérias patogénicas (BOTTCHER; JENMALM; BJORKSTEN, 2003). De acordo com uma
meta-analise publicada em 2020, os protocolos de colostroterapia administram 0,2 mL de
colostro materno, com um tempo de protocolo variando de 24 horas ap6s o0 nascimento até 7
dias de vida, e intervalo de administracao variando de 2 a 6 horas para cada administracdo de
colostro (TAO et al., 2020). Adicionalmente, em revisdo sistematica realizada por Panchal e
colaboradores (2019), foi observado que as intervencgdes de colostroterapia tem duracdo de ao
menos 46 horas consecutivas, dentro da primeira semana de vida dos recém-nascidos
(PANCHAL; ATHALYE-JAPE; PATOLE, 2019).

A colostroterapia é uma pratica segura, viavel e bem tolerada até mesmo pelos menores
prematuros (RODRIGUEZ et al., 2010) e evidéncias preliminares defendem o efeito da
colostroterapia em reduzir o tempo de alimentacao enteral total (GEPHART; WELLER, 2014).
Em 2015, Lee e colaboradores estudaram os efeitos imunoldgicos da colostroterapia em
prematuros extremos. Neste estudo, além do aumento de IgA secretora nos prematuros
submetidos a colostroterapia, houve menor incidéncia de sepse clinica (LEE et al., 2015). Outro
estudo, publicado em 2019, acompanhou 100 recém-nascidos prematuros extremos durante o
primeiro més de vida para observar o efeito da administracdo orofaringea do colostro nos niveis
séricos de imunoglobulinas, lactoferrina e resistina. Observaram que os niveis de IgA, IgM e
resistina aumentaram no grupo que recebeu colostro ap6s 15 e 30 dias e os niveis de lactoferrina
aumentaram apds 30 dias da administracdo, em compara¢do ao grupo que nao recebeu colostro

(MORENO-FERNANDEZ et al., 2018).



2. JUSTIFICATIVA

A colonizacéo inicial da microbiota humana é de suma importancia, desempenhando um
papel fundamental no desenvolvimento imunoldgico, nutricional, metabdlico e neuroldgico.
Perda de bactérias simbiontes intestinais devido a nutricdo parenteral, alimentacdo enteral
retardada, tratamentos prolongados com antibidticos no ambiente da UTINN levam a uma
colonizagdo anormal do intestino e aumentam o risco de infec¢des. Neonatos prematuros e/ou
com baixo peso ao nascer também sdo expostos a esses fatores ambientais, associados a
diferentes préaticas alimentares. Esse contexto configura um padrao delicado de interacdo com
microrganismos intestinais e pode implicar em intercorréncias. Nesse contexto, medidas de
prevencdo de intercorréncias clinicas sdo necessarias em ambientes hospitalares. A
amamentacdo é importante para o desenvolvimento do recém-nascido e para a colonizagédo
inicial do intestino. A administracdo de colostro como imunoterapia oral ja foi descrita como
uma terapia segura, viavel e bem toleravel por recém-nascidos. Os beneficios clinicos dessa
pratica sdo associados a melhora imunolégica e no perfil bacteriano. Além disso, o tempo para
atingir o volume de alimentacdo enteral € menor nos grupos tratados com colostro. Apesar do
desfecho clinico relacionado a essa pratica, 0 nimero de estudos sobre os efeitos da terapia com
colostro na microbiota oral de recém-nascidos prematuros ainda é escasso, assim como estudos
que observem o efeito de diferentes proporc¢des de leite materno na microbiota intestinal dessa

populacéo.



3. HIPOTESE
Ho - 1: A primeira hipdtese nula do presente estudo é que a colostroterapia ndo tem efeito

benéfico na composi¢do da microbiota oral de recém-nascidos prematuros.

Ho-2: A segunda hip6tese nula do presente estudo é que maiores porcentagens de leite materno
na primeira semana de vida ndo apresentam diferenca em relagdo a menores porcentagens de

leite materno na microbiota intestinal de recém-nascidos prematuros.

Ha-1: A primeira hipétese alternativa do presente estudo é que a colostroterapia apresenta efeito

benéfico na composi¢do da microbiota oral de recém-nascidos prematuros.

Ha-2: A segunda hipdtese alternativa do presente estudo é que maiores porcentagens de leite
materno na primeira semana de vida apresentam diferenca em relagdo a menores porcentagens

de leite materno na microbiota intestinal de recém-nascidos prematuros.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral
O presente estudo tem como objetivo investigar o efeito da administracdo de leite
materno no desenvolvimento da microbiota intestinal de recém-nascidos prematuros, assim
como observar o impacto da administragdo orofaringea de colostro na microbiota oral desta

populagéo.

4.2.  Objetivos especificos
- Examinar como a composicao da microbiota do leite materno muda nos 10 primeiros dias

apos o parto.

- Avaliar e comparar a composi¢cdo microbiana de amostras de saliva de recém-nascidos

submetidos ou ndo a colostroterapia;

- Observar o efeito da colostroterapia na microbiota oral de recém-nascidos prematuros com o

passar do tempo;

- Avaliar e comparar a composi¢do da microbiota intestinal em neonatos prematuros que

receberam diferentes proporcoes de leite materno nos primeiros sete dias apds o nascimento;

- Observar o efeito de diferentes proporcées de leite materno na microbiota intestinal de recém-

nascidos prematuros com o passar do tempo;

- Avaliar como o IgA total das amostras de fezes muda ao longo do tempo em relacdo a

diferentes propor¢oes de leite materno;
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Aspecto ético

Apo6s receberem informacGes detalhadas por escrito sobre a natureza, objetivos,
procedimentos, riscos e relevancia do estudo, as mées dos neonatos que concordaram em
participar do estudo assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Anexo 3). Os procedimentos foram conduzidos de acordo com a Declaracdo de Helsinque e as
normas éticas do Ministério da Saude (Conselho Nacional de Salde - Resolugdo n° 466/2012).
O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Maternidade Leonor Mendes
de Barros (CAAE: 76151717.0.3001.0063) (Anexo 2) e da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo (CAAE: 76151717.0.0000.0067) (Anexo 1).

5.2. Populagédo de estudo

Este estudo longitudinal e observacional aconteceu em dois momentos distintos. Sendo
assim, no 1° periodo de coleta, que ocorreu entre Outubro de 2017 e Junho de 2018, mées de
recém-nascidos prematuros que aceitaram participar do estudo forneceram amostras de leite
materno e de fezes de seus filhos. O 2° momento ocorreu entre Marco e Junho de 2019 e
amostras de saliva de recém-nascidos prematuros foram coletadas, apds o consentimento de
seus responsaveis. A Figura 1 ilustra a linha temporal destes eventos. Em ambos os periodos, 0
estudo acompanhou a rotina de tratamento destes recém-nascidos no Hospital Maternidade
Leonor Mendes de Barros, Sdo Paulo (SP), nascidos em situacdo de prematuridade, entre 28 e

35 semanas de gestacdo (WHO, 2018).

Setembro Setembro
2017 2018 2019 2020 2021
L . 4 4 $ &
1° periodo de coleta 2° periodo de coleta

Figura 1. Linha do tempo
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Além disso, foram aceitos neonatos que nao apresentaram malformacdes ou sindromes
geneticas, assim como qualquer outro tipo de anomalia. Os neonatos foram recrutados nas
primeiras horas ap0s o parto, ao serem admitidos na UTIN e estabilizados. Dessa forma, ao
recrutarmos um neonato para o estudo, no mesmo momento as maes foram abordadas para
participar da pesquisa.

Como critérios para nao inclusao:

e Neonatos prematuros extremos, com idade gestacional menor que 28 semanas;

e Neonatos com doencas renais, gastrointestinais, cardiacas e pulmonares;

e Neonatos com malformacao congénita;

e Maes com historico de abuso de substancias durante a gestacdo, com diabetes pré-
existente (tipo 1, tipo 2 ou Diabetes Mellitus Gestacional), portadoras de doencas
cronicas autoimunes, tais como lUpus eritematoso sistémico, artrite reumatoide, febre
reumatica, entre outras;

e Maes portadoras de infec¢des agudas ou cronicas, como HIV e hepatite;

e Maes com transplante de 6rgdos sélidos.

Durante o periodo de acompanhamento, foram excluidas amostras de recém-nascidos

que foram a dbito.

5.3.  Protocolo experimental
Nos recém-nascidos incluidos no estudo foi observada a dieta alimentar e 0 uso da
colostroterapia como procedimento para estimulo imunolégico. Os prontuarios dos neonatos
foram verificados para coletar informagdes sobre a salde e dados gerais maternos, tempo e
frequéncia da colostroterapia, tipo de colostroterapia (com leite cru, com leite pasteurizado ou
mista), possiveis intercorréncias durante a internacdo hospitalar e a dieta que foi administrada

ao recem-nascido diariamente ate o dia da alta hospitalar.
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Em relacdo a rotina alimentar, o protocolo do hospital estabelece uma frequéncia
alimentar a cada 3 horas (8 vezes por dia). Neste contexto, a ingestdo de nutrientes pode ser por
via oral e/ou orogastrica com o uso de leite materno cru, leite materno pasteurizado e féormula
infantil. O Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros recebeu o selo de hospital amigo
da criancga desde 2000 e possui 0 banco de leite humano (BLH) referéncia para sua regido (zona
leste da cidade de Sao Paulo). Além disso, o hospital € referéncia na prestacdo de assisténcia
em obstetricia, ginecologia e neonatologia e valoriza a ingestdo de leite materno durante o
periodo de internacdo dos neonatos.

A colostroterapia € uma terapia imune oral direcionada para 0s neonatos prematuros
internados na UTINN), selecionados pelos médicos do banco de leite do hospital, cujo
protocolo pode variar conforme o hospital. Neste estudo, a pratica foi prescrita pela equipe
médica da UTINN, iniciando entre as primeiras 24-48 horas de vida e prosseguindo por, ao
menos, 72 horas consecutivas (3 dias). Foi administrado 0,2 mL de colostro em seringa de 1mL,
o qual foi instilado na cavidade oral do recém-nascido de 3/3 h. Durante internacdo materna,
foi ordenhado o colostro no banco de leite humano (BLH). Caso a mée nao tivesse condicdes
de sair do leito, a equipe do BLH realizou a ordenha do colostro na unidade de internacéao
materna e posteriormente levou o colostro ordenhado até a UTINN em cadeia de frio. Na

auséncia do leite da propria mée, foi administrado leite pasteurizado proveniente do BLH.

5.4. Pasteurizacao
O método de pasteurizacdo utilizado foi o holder, como preconizado pela Rede
Brasileira de Bancos de Leite Humano. O método de pasteurizacdo holder consiste em
tratamento térmico, conduzido a 62,5 °C por 30 minutos, aplicado ao leite humano ordenhado,
com o objetivo de inativar 100% dos microrganismos patogénicos e 99,99% da microbiota
saprofita, equivalendo a um tratamento 15°D para inativacdo térmica da Coxiella burnetti

(ALMEIDA, 2007).
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5.5.  Estabelecimento de grupos de comparacéo

Por se tratar de uma amostra de conveniéncia de um estudo observacional, a equipe de
pesquisa ndo teve participagdo na escolha, prescricdo e administracdo tanto do protocolo de
colostroterapia, quanto da dieta dos recém-nascidos. Adicionalmente, por ser tratar de um
projeto com multiplos objetivos, para cada tipo de amostra foram estabelecidos diferentes
grupos de comparacdo. Neste sentido, para observar se houve diferenca no padrdo e no
desenvolvimento longitudinal da microbiota intestinal de recém-nascidos, optou-se por
considerar o padrdo alimentar destes neonatos nos sete primeiros dias de vida. Além disso, 0s
recém-nascidos incluidos no primeiro periodo de coleta ndo receberam o protocolo de
colostroterapia pelas horas consecutivas estipuladas pelo estudo; dessa forma, a avaliacéo foi
realizada independente do uso de colostroterapia nesta populacdo. Dessa forma, foi coletada a
primeira amostra de fezes do recém-nascido (entre 1 e 3 dias de vida), uma amostra de fezes
apos a primeira semana de vida (variando entre 6 e 10 dias), uma amostra de fezes entre 0 15°
e 0 22° dia de vida e uma amostra ap0s o 22° dia de vida, para 0s neonatos que ainda estavam
internados até esse momento. Sendo assim, 0s neonatos participantes foram divididos em 3

grupos:

e Neonatos que receberam menos de 50% de alimentacédo enteral com leite materno (seja
por via oral ou por sonda orogastrica) considerando o0 numero de possiveis
administracdes de dieta. Por consequéncia, este grupo permaneceu por um maior
periodo e jejum.

e Neonatos que receberam ente 50-75% de alimentacéo enteral com leite materno (seja
por via oral ou por sonda orogastrica) considerando o0 ndmero de possiveis

administracdes de dieta.
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e Neonatos que receberam mais que 75% de alimentacdo enteral com leite materno (seja
por via oral ou por sonda orogastrica) considerando o0 ndmero de possiveis
administracdes de dieta.

Em relacdo ao padrdo da microbiota do leite materno de maes de recém-nascidos
prematuros ao longo do tempo, as amostras foram coletadas durante todo o periodo de
internacdo materna e em suas visitas na maternidade. Para fins de comparagéo, foram utilizadas
amostras de leite materno coletadas até o décimo dia ap6s o parto, as quais foram divididas de
acordo com dia de coleta apds o parto:

e Amostras de leite materno coletadas entre 0 1° e 0 3° dia apds o parto;

e Amostras de leite materno coletadas entre 0 4° e o 6° dia apds o parto;

e Amostras de leite materno coletadas entre o 7° e 0 10° dia ap0s o parto.

Os recém-nascidos incluidos na segunda leva de coletas receberam, de acordo com a
prescricdo da equipe médica do hospital, o protocolo de colostroterapia, com administracéo
orofaringea de colostro da mae ou de colostro pasteurizado do banco de leite. No periodo da
coleta, pOde-se estabelecer um grupo de recém-nascidos submetidas a colostroterapia, e um
grupo de bebés que permaneceu em jejum oral por um periodo estendido, segundo prescricao
médica, caracterizando o grupo que nao recebeu colostroterapia. Para esses dois grupos de
bebés, foram coletadas amostras de saliva, coletadas no 1° dia de vida (antes do inicio do
protocolo), ao 7° dia de vida, ao 14° dia de vida e ao 21° dia de vida. Para considerar o efeito da
colostroterapia na microbiota oral ao longo do tempo, os grupos foram divididos em:

e Neonatos que receberam o protocolo de colostroterapia, que consiste na administragdo
de 0,2 mL de colostro na mucosa oral com inicio entre as primeiras 24 a 48 horas de
vida a cada 3 horas por, a0 menos, 72 horas consecutivas;

¢ Neonatos que ndo receberam o protocolo de colostroterapia.
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A figura 2 apresenta um fluxograma dos processos de coleta e da composi¢do de grupos

de comparacéo para as diferentes amostras.

1° periodo de coleta Incluidos
RN prematuros com idade
gestacional entre 28 a 35 Maes de RN prematuros
semanas
Avaliagdo médica para
definir frequéncia e Coleta de amostras de leite
padrio alimentar na 1* de mies de RN prematuros
semana de vida
Mais que 75% de Entre 50-75% de Menos de 50% de
aleitamento nos 7 aleitamento nos 7 aleitamento nos 7 . L . i
primeiros DV primeiros DV primeiros DV Leite materno nos 10 primeiros dias apos
0 parto
Coleta de amostras de fezes
1-3DV 6-10 DV 15-22 DV +22 DV
2° periodo de coleta RN prematuros com idade
gestacional entre 28 4 35
semanas
Indicagdo de
colostroterapia pela
equipe médica
. Grupo
Grupo C':lldddo Administragdo de
Padrio
Colostro

= e b
* v v

Coleta de saliva no 1°, 7°, 14° e 21° dias de vida

Figura 2. Fluxograma do processo de coleta.

Legenda: RN (Recém-nascidos); DV (Dias de Vida).

5.6. Coleta de amostras
5.6.1. Amostras de fezes dos recém-nascidos
Para cada recém-nascidos incluido no estudo, foi coletada a primeira amostra de fezes
(1-3° dia de vida), uma amostra de fezes entre 0 6° e 11°dia de vida, outra entre 0 15° e 0 22°
dia de vida e a ultima proxima ao 22° dia de vida. Quando néo possivel coletar a amostra no dia
pretendido, a equipe foi instruida a coletar a amostra o mais breve possivel. No caso de recém-

nascidos que receberam alta hospitalar antes do 22° de vida, quanto possivel, foi coleta uma
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amostra de fezes na visita de retorno na maternidade apos a alta hospitalar. As amostras foram
coletadas diretamente das fraldas dos recém-nascidos, imediatamente ap0s a evacuacao, pela
equipe de enfermagem previamente treinada. Apos a coleta, as amostras de fezes foram
armazenadas em tubos secos e estéreis. Imediatamente ap6s a coleta, foram armazenadas em
congelamento a -20°C até o envio da amostra ao Laboratorio de Biologia Molecular do Hospital
Universitario da USP, o que ocorreu no maximo 24 horas apds a coleta. No laboratorio, as

amostras foram aliquotadas e armazenadas a -80°C até 0 momento o uso.

5.6.2. Amostras de leite materno

Amostras de leite foram coletadas durante o periodo de internacdo na unidade e,
posteriormente, quando disponivel, durante as visitas das mées na maternidade. Para este
estudo, foram selecionadas amostras até o décimo dia ap0s o parto. Tubos estéreis foram
utilizados para armazenar as amostras de leites extraidos manualmente, utilizando luvas
estéreis. Antes da coleta, as primeiras gotas foram desprezadas (aproximadamente 250 puL). A
equipe de nutricdo do hospital, ao receber a prescricdo de um recém-nascido participante da
pesquisa, separou uma aliquota excedente do leite administrado ao recém-nascido e manteve a
-20°C até a amostra ser transportada para o Laboratério Clinico do Hospital Universitario da
USP, o que ocorreu em no maximo 24 horas. No laboratério, as amostras de leite foram

aliquotadas e armazenadas a -80°C até 0 momento da extracdo de DNA.

5.6.3. Amostras de saliva dos recém-nascidos
A primeira amostra de saliva foi coletada nas primeiras 24 horas ap6s 0 nascimento e
as amostras posteriores foram coletadas semanalmente (no 7°, 14° e 21° dias de nascimento),
através de 2 swabs cotonetes estéreis, esfregando cuidadosamente as bochechas e a lingua do
recém-nascido por aproximadamente 30 segundos. O swab foi entdo transferido imediatamente
para um tubo contendo 500 pL de PBS [pH 7,4] e armazenado em congelamento a -20°C até o

envio da amostra ao Laboratorio de Biologia Molecular do Servico de Laboratorio Clinico do
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Hospital Universitario da USP, o que ocorreu nas 24 horas seguintes a coleta. No laboratorio,

as amostras foram armazenadas a -80°C até o momento da extracdo de DNA.

5.7. Extracdo de DNA

O DNA total das amostras de fezes coletadas foi extraido com o kit QlAamp DNA Stool
Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), segundo as normas do fabricante. O DNA total das
amostras de leite materno coletadas foi extraido segundo o protocolo QlAamp DNA Blood Mini
Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), de acordo com protocolo do fabricante para bactérias Gram-
positivas, com pequenas adaptacGes. Primeiramente, 1,5 mL da amostra de leite materno foi
centrifugada 15.700 g por 15 min para formar um pellet de células procariéticas. O
sobrenadante foi descartado, e o pellet ressuspendido em 1000 pL de buffer Tris EDTA (10
mM Tris-HCI [pH 7,5], 1 mM EDTA [pH 7,6]). A suspensao foi entdo centrifugada a 15.700 g
por 15 min. As amostras foram entéo lisadas em 200 uL de buffer TELS (lisozima 20mg/ml:
1M Tris-HCI [pH 7,5], 0,5 M EDTA [pH 8,0], 20% sucrose), e entdo foram incubadas por 60
minutos a 37°C. Os proximos passos seguiram as instrucdes do fabricante.

O DNA total das amostras de saliva coletadas foi extraido segundo o protocolo QlAamp
DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), de acordo com protocolo do fabricante,
com pequenas adaptac6es. Primeiramente, o tubo contendo o swab e os 500 uL de PSB [pH
7,4] foi agitado em velocidade maxima por 30 segundos. Entdo, foram adicionados 500 pL de
dithiothreitol 0,1% (DTT, Invitrogen) um agente redutor, para diminuir a viscosidade da
amostra, agitados em vortex por 1 minuto e entdo incubados por 10 minutos a temperatura
ambiente. A suspensdo foi entdo centrifugada a 15.700 g por 15 min. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi lisado em 200 pL de buffer TELS (lisozima 20mg/ml: 1M Tris-HCI
[pH 7,5], 0,5 M EDTA [pH 8,0], 20% sucrose), e entdo as amostras foram incubadas por 60
minutos a 37°C. Os proximos passos seguiram as instrucdes do fabricante. Apds extracao, as

amostras de leite materno, fezes e saliva foram armazenadas a -80°C até o momento da
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utilizacdo. Apos a extracdo de DNA total, as amostras foram quantificadas pelo equipamento

Qubit Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

5.8.  Sequenciamento das amostras
5.8.1. Amplificacdo do dominio V4 do gene 16S rRNA

A caracterizacdo da microbiota fecal dos recém-nascidos foi realizada pela amplificacéo
do dominio V4 do segmento 16S ribossémico bacteriano, que foi selecionado a partir do
trabalho realizado por Kozich e colaboradores (KOZICH et al., 2013). O comprimento total de
sequéncias iniciadoras utilizando a nomenclatura de nucleétidos IUPAC padrdo, para seguir o
protocolo para esta regido sdo: V4 forward primer (5’- TCG TCG GCA GCC AGT GAT GTG
TAT AAG AGA CAG GTG CCA GCM GCCGCG GT - 3%) e V4 reverse primer (5’- GTC
TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGG ACT ACH VGG GTW TCT
AAT - 3°). Para a amplificagdo das sequéncias alvo, foram utilizados 5ul de DNA
microbiano (10ng/ul), em volume total de 25ul. A reagdo foi realizada nas seguintes
condicdes: ativacdo da enzima 94°C por 2 minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturacéo
94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos, extensdao 68°C por 45
segundos, 68°C por 2 minutos e mantidos a 4°C. Adicionalmente, um controle negativo
da reacdo de PCR e um controle negativo dos reagentes do kit de extracdo de DNA foram
utilizados. Para verificar se 0 PCR amplificou o tamanho esperado apés utilizar os pares
de primer V4 no protocolo, foi utilizado 1ul do produto em eletroforese com gel de
agarose a 1%.

A amplificagdo inicial foi realizada em duas etapas e posteriormente todos o0s
procedimentos foram executados seguindo o protocolo do fabricante (Illumina-16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation). O tamanho do fragmento alvo é de 250pb e

412pb apos a indexacdo dos adaptadores. Utilizamos os adaptadores Nextera XT e kit de
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reagentes para sequenciamento V2 500 ciclos. Posteriormente, as amostras foram sequenciadas

utilizando a plataforma Illumina MiSeq®, de acordo com as instruc@es do fabricante.

5.8.2. Amplificacdo do dominio V3-V4 do gene 16S rRNA

A caracterizacdo da microbiota da saliva dos recém-nascidos e do leite materno foi
realizada pela amplificacdo do dominio V3- V4 do segmento 16S ribossémico bacteriano, que
foi selecionada a partir do trabalho realizado por Klindworth e colaboradores (KLINDWORTH
et al., 2013)(KLINDWORTH et al., 2013). O comprimento total de sequéncias iniciadoras
utilizando a nomenclatura de nucleétidos IUPAC padrdo, para seguir o protocolo para esta
regido sdo: V3-V4 forward primer (5' - TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG
AGA CAG CCT ACG GGN GGCWGC AG-3") eV3-V4 reverse primer (5' - GTC
TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGA CTA CHV GGG TAT CTA
ATC C - 3°). Para a amplificacdo das sequéncias alvo, foram utilizados 5ul de DNA
microbiano para as amostras de saliva e 10 ul para as amostras de leite materno (10ng/ul),
em volume total de 25ul. A reacdo foi realizada nas seguintes condic¢des: ativagao da
enzima 94°C por 2 minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturagdo 94°C por 30 segundos,
anelamento a 55°C por 30 segundos, extensdo 68°C por 45 segundos, 68°C por 2 minutos
e mantidos a 4°C. Adicionalmente, um controle negativo da reacdo de PCR e um controle
negativo dos reagentes do kit de extragdo de DNA foram utilizados. Para verificar se o
PCR amplificou o tamanho esperado apés utilizar os pares de primer V3-V4 no protocolo,
foi utilizado 1ul do produto em eletroforese com gel de agarose a 1%.

Todos os procedimentos foram executados seguindo o protocolo do fabricante (Illumina-
16S Metagenomic Sequencing Library Preparation). O tamanho do fragmento de PCR é de
550pb e 630pb apds a indexacdo dos adaptadores. Utilizamos os adaptadores Nextera XT e kit

de reagentes para sequenciamento V2 500 ciclos. Posteriormente, as amostras foram
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sequenciadas utilizando a plataforma Illumina MiSeq®, de acordo com as instru¢es do

fabricante.

5.9.  Analise da microbiota por ferramentas de bioinformatica

Ap0s a obtencdo das sequéncias, as bibliotecas 16S rRNA obtidas foram analisadas
atraves do software QIIME v.2-2020.2 (BOLYEN et al., 2019). Denoising foi realizado com a
ferramenta DADA2 (CALLAHAN et al., 2016). As sequéncias diretas foram entdo truncadas
na posicao 251, enquanto as reversas foram truncadas nos 250 nucleotideos, a fim de descartar
as posicdes para as quais a qualidade mediana dos nucleotideos era inferior a Q30. Amostras
com menos de 1000 sequéncias também foram excluidas de analises posteriores. A taxonomia
foi atribuida utilizando ASVs (Amplicon Sequencing Variant) através do recurso g2-feature-
classifier (BOKULICH et al., 2018) e o classificador de taxonomia Bayes naive classify-
sklearn, comparando as ASVs obtidas contra o banco de dados de referéncia SILVA 132
(QUAST et al., 2013). As analises subsequentes foram realizadas no software SPSS versdo 26
e R Studio versdo 4.0.4, usando os pacotes phyloSeq (MCMURDIE; HOLMES, 2013), vegan

(OKSANEN et al., 2016), microbiome (LAHTI; SHETTY, 2018) e ggplot2 (HADLEY, 2016).

5.10. Anélise de IgA
Os anticorpos IgA totais presentes em amostras de meconio e fezes de recém-nascidos
prematuros foram quantificados por teste imunoenzimatico (ELISA - Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) conforme descrito anteriormente (NAGAO et al., 1998), e os resultados foram

expressos em g/ L.

5.11. Analise estatistica
As analises estatisticas foram realizadas no software SPSS versdo 26 e no R Studio.
Anélise dos dados descritivos foram realizadas com o Generalized Linear Model (GzLM) com

distribuicéo linear para a comparacgéo entre variaveis numéricas e distribuicéo logistica binaria

22



para varidveis categoricas. Nas amostras de fezes e de saliva, foram avaliados os efeitos das
variaveis independentes (grupos) sobre as variaveis dependentes, que englobam: indice de
rigueza de Chaol, indice de diversidade de Shannon, indice de dominancia de Simpson,
diversidade filogenética de Faith, assim como a diferenca nos 15 géneros bacterianos mais
abundantes em todos 0s tempos nestas amostras e analise da beta diversidade. Neste contexto,
em todas as analises foi avaliado o efeito do tempo e a comparacgéo entre grupos nos tempos.
Especificamente em relacdo a microbiota intestinal, também foi observado a diferenca entre
grupo/tempo na familia Enterobacteriaceae. As amostras de leite materno foram avaliadas em
relacdo ao efeito do tempo na composicéo destas.

Os célculos para os indices de alfa diversidade (Chaol, Shannon, Simpson e diversidade
filogenética de Faith) foram realizados pela analise com o Generalized Estimating Equations
(GEE), no qual os modelos foram avaliados como distribuicdo gamma ou linear e funcéo de
ligacdo identity. Além disso, a matriz de correlacdo variou entre independente, AR(1),
unstructured e exchangeable. Para a escolha do melhor modelo, foi levado em consideragéo o
menor valor de Quasi likelihood under Independence Criterion (QIC) e também foi avaliada a
melhor aderéncia dos residuos segundo o grafico Q-Q plot (figura suplementar 1, 2 e 3). No
caso das amostras de fezes e de saliva, os indices foram ajustados para tipo de parto (cesaria ou
vaginal), idade gestacional e uso de antibidticos (sim ou ndo); Para as amostras de leite materno,
os valores foram ajustados para tipo de parto (cesaria ou vaginal), idade gestacional e idade
materna. Em todos os modelos, os valores de significancia foram confirmados com o teste pds-
teste de Sidak.

Para comparar as abundancias relativas de géneros entre 0s grupos ao longo do tempo,
para as amostras de saliva e fezes, um modelo GAMLSS-BEZI (Generalized Additive Models
for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family) foi usado através do pacote

metamicrobiomeR (HO et al., 2019). Os modelos foram ajustados para variaveis de confuséo,
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como tipo de parto (cesariana ou vaginal), idade gestacional (semanas) e uso de antibioticos
(sim ou ndo). Para serem contabilizados no modelo, os géneros foram filtrados para abundéncia
relativa maior que 0,0005 e prevaléncia maior que 0,05. Multiplas comparacbes foram
controladas usando um ajuste falso da taxa de descoberta (False Discovery Rate). Um valor de
p<0,05 foi considerado significativo.

Para andlise da beta diversidade, foi utilizado o software Microbiome Analyst
(DHARIWAL et al., 2017) para observar as diferencas intra e entre 0s grupos, para todas as
amostras. O teste PERMANOVA foi realizado para cada variavel usando a distancia weighted
e unweighted UniFrac. Para cada variavel, 999 permutacdes foram realizadas. Um valor de p

<0,05 foi considerado significativo.
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6. RESULTADOS
6.1. Leite materno
No presente estudo, foram coletadas 147 amostras de colostro materno de um total de
34 mées de recém-nascidos prematuros. Destas, 67 amostras de um total de 28 maes foram
sequenciadas e analisadas. Os motivos para a nao inclusdo das demais amostras podem ser
observadas na Figura 3. Apds analise de bioinformatica, 7 amostras foram excluidas por

apresentar baixa qualidade.

Maies de recém-nascidos prematuros
que aceitaram doar amostras de leite
para o estudo (n=34)

)

Total de amostras
coletadas (n=147)
80 amostras foram excluidas:

» 34 excedentes”
+ 25 com mais de 10 dias apds o parto
+ 15 erros na coleta$

« 3 mades de prematuros extremos

« 3 sem acompanhamento

. Ao final, 67 amostras foram |
sequenciadas de 28 doadoras |

________________________________________________________________________

Figura 3. Fluxograma das amostras de leite incluidas para analise.

Legenda: # (mais de uma amostra coletada no mesmo periodo), § (amostras sem identificacdo).
6.1.1. Dados descritivos
Os dados descritivos de mées de prematuros participantes deste estudo podem ser
observados na Tabela 1. Nestas 28 mulheres, a idade média observada foi de 29 anos, variando
entre 16 e 45 anos. Adicionalmente, a maioria destas participantes eram multiparas (75%), e 0

tipo de parto mais prevalente nesta amostra foi o parto cesareo (75%). A idade gestacional
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média foi de 31,6 semanas (28 — 34,5), fazendo com que 53,6% sejam categorizadas como mées
de recém-nascidos muito prematuros (idade gestacional entre 28 e 32 semanas) e 46,4% sejam
categorizadas como maes de prematuros moderados a tardio (idade gestacional maior do que

32 semanas e menor do que 37 semanas).

Tabela 1. Relacdo dos dados descritivos das mées doadoras de
leite materno (n=28)

Variaveis
Idade materna (anos)* 29,50 + 6,82 (16 — 45)
Idade gestacional (semanas)* 31,60 + 1,84 (28 — 34,5)
Historico obstétrico®
Multiparas 21 (75,0)
Primigestas 7 (25,0)
Tipo de parto®
Cesarias 21 (75,0)
Vaginal 7 (25,0)
Grau de prematuridade
Muito pré-termo 15 (53,6)
Prematuro moderado a tardio 13 (46,4)

Valores apresentados como *média + desvio padrdo (Minimo-
maximo); Snimero (porcentagem). Grau de prematuridade:
Muito pré-termo (entre 28-32 semanas); Prematuro moderado a
tardio (entre 32-37 semanas).

6.1.2. Abundancia relativa
A andlise estatistica e distribuicdo dos 15 géneros bacterianos mais abundantes nas
amostras de leite materno em relagdo ao tempo de coleta (1-3 dias, 4-7 dias e 8-10 dias) podem
ser observados na Tabela 2 e na Figura 4.
Os géneros mais prevalentes foram Staphylococcus, Corynebacterium 1 e
Streptococcus, respectivamente. Podemos observar que comparando o leite materno produzido
entre os 3 primeiros dias apds o parto (TO) em relacédo a faixa de 4-6 dias (T1), ocorre aumento

de Staphylococcus (de 51,66% para 62,55%), Streptococcus (de 3,09% para 7,80%) e
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Halomonas (3,52% para 5,05%), com consequente diminui¢do de Corynebacterium 1 (12,76%
para 7,21%) e Anaerococcus (5,59% para 1,59%), porém os resultados ndo alcangaram
significancia estatistica. Adicionalmente, nesta mesma comparacdo foi possivel observar
diminuicao significativa de Lactobacillus (0,83% para 0,19% - p = 0,028) e de Rothia (0,75%
para 0,05% - p < 0,001).

Ao compararmos o periodo de 1-3 dias apds o parto com o periodo de 7-10 dias (T2),
observamos 0 mesmo padrdo no aumento da abundancia relativa de Staphylococcus (de 51,66%
para 66,22%) e Streptococcus (de 3,09% para 8,63%), porém com diminuicdo de Halomonas
(3,52% para 1,49%), enquanto géneros como Corynebacterium 1 e Anaerococcus permanecem
diminuidos em T2. Tais resultados ndo apresentaram diferenca significativa na analise
estatistica utilizada. Por outro lado, o género Rothia apresentou diminuicdo estatistica
significativa entre TO (0,754%) e T2 (0,707%) — p < 0,001.

Na comparacdo entre T1 e T2, ocorre um pequeno aumento na abundancia de
Staphylococcus e Streptococcus, com pequena diminuicdo de Anaerococcus e
Corynebacterium 1, mas estes resultados ndo apresentaram significancia estatistica. Em
contraste, foi possivel detectar diminuicéo significativa na prevaléncia de Prevotella 7 (0,45%
para 0,08% - p = 0,014) e aumento significativo na prevaléncia de Rothia (0,05% para 0,70% -

p < 0,001).

Todas as amostras ao longo do tempo
I

Géneros

g_Anaerococcus
g_Corynebacterium_1
g_Gemella
g_Halomonas
g_Methylibium
g_Methylobacterium
g_Prevotella_7
g_Pseudomonas
g_Ralstonia
g_Rothia
g_Sphingomonas
g_Staphylococcus
g_Streptococcus
g_Veillonella

Other

M Unclassified genus

0.751 ’ I
]

0.501 |

—

0.251

Abundancia relativa

ENEEEENEEETEE

0.00'

Figura 4. Relagdo dos principais géneros bacterianos encontrados nas amostras de leite materno com o passar do tempo.

Legenda: TO (amostra coletada entre 0 1° ao 3° dia apds nascimento), T1 (amostra coletada entre o 4° ao 6° dia apds o 27
nascimento), T2 (amostra coletada entre 0 7° ao 10° dia apds nascimento).



Tabela 2: Relacéo dos principais géneros bacterianos encontrados nas amostras de leite materno entre o 1° ao 10° dia ap06s 0 nascimento (n=28)

TOXxT1 TOXT2 T1xT2

Generos 10 " T2 Estimate P P ?ljzlg?)d 0 Estimate P P ?ljzlgg)d 0 Estimate P P ?ljzllgsgl)d 0
Anaerococcus 5,594 1,592 1,437 -0,373 0,370 0,604 -0,400 0,452 0,870 0,026 0,963 0,963
Corynebacterium_1 12,763 7,215 7,060 -0,390 0,167 0,398 -0,505 0,090 0,320 0,115 0,706 0,912
Gemella 0,396 1,143 1,861 -0,089 0,842 0,870 0,116 0,823 0,881 -0,205 0,619 0,872
Halomonas 3,528 5,056 1,494 0,391 0,445 0,655 -0,356 0,539 0,870 0,747 0,155 0,397
Lactobacillus 0,834 0,199 0,422 -1,169 0,007 0,028* -0,914 0,019 0,112 -0,255 0,593 0,872
Methylibium 0,776 0,891 0,352 0,239 0,370 0,604 -0,150 0,658 0,870 0,389 0,217 0,476
Methylobacterium 1,128 0,768 1,368 -0,394 0,609 0,727 -0,213 0,754 0,870 -0,181 0,740 0,918
Prevotella_7 0,378 0,459 0,085 0,201 0,469 0,655 -1,111 0,009 0,065 1,312 0,003 0,014*
Pseudomonas 1,153 1,498 0,723 0,354 0,264 0,547 -0,118 0,726 0,870 0,472 0,167 0,397
Ralstonia 0,668 0,813 0,395 0,244 0,471 0,655 -0,191 0,646 0,870 0,435 0,231 0,476
Rothia 0,754 0,054 0,707 -3,095 <0,001 <0,001* -1,230 <0,001 <0,001* -1,865 <0,001 <0,001*
Sphingomonas 0,457 0,400 0,527 -0,099 0,732 0,811 -0,084 0,793 0,881 -0,015 0,960 0,963
Staphylococcus 51,660 64,591 66,220 0,335 0,338 0,604 0,625 0,096 0,320 -0,289 0,425 0,699
Streptococcus 3,096 7,807 8,637 0,486 0,137 0,385 0,205 0,569 0,870 0,281 0,428 0,699
Veillonella 1,754 0,818 0,511 -0,213 0,486 0,655 -0,152 0,716 0,870 -0,060 0,888 0,963

Valores representam a porcentagem dos 15 principais géneros encontrados nas amostras de leite de mae de recém-nascidos prematuros. Valor de P baseado no
GAMLSS-BEZI (Generalized Additive Models for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family). P (FDR): valor de P ajustado para tipo de parto
(cesaria ou vaginal), idade gestacional e uso de antibiotico (sim ou ndo). *Significancia < 0.05 ap6s valor ajustado.

Legenda: TO (amostra coletada entre o0 1° ao 3° dia apds nascimento), T1 (amostra coletada entre o 4° ao 6° dia ap0s 0 nascimento), T2 (amostra coletada entre
0 7° a0 10° dia ap6s nascimento), Estimate (valor do teste), FDR (False Discover Rate).
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6.1.3. Alfa Diversidade

Os resultados dos indices de alfa diversidade em relacdo ao tempo podem ser
observados na Tabela 3 e na Figura 5. Em relacdo ao indice de riqueza de Chaol, observamos
um aumento de 87,75 + 11,11 (TO) para 100,73 £ 17,99 (T1), com posterior diminuicdo em T2
(68,90 * 9,77), porém os resultados ndo apresentaram significancia estatistica (p = 0,10). No
indice de diversidade de Shannon, observamos uma gradual diminuicéo entre TO e T2 — 3,68 +
0,15em TO, 3,58 + 0,15em T1e 3,35 £ 0,18 em T2. Nas comparac¢des entre os tempos, ndo foi
observada diferenca estatisticamente significativa (p = 0,19).

No indice de Simpson, ndo foram observadas diferencas marcantes nesta amostragem.
Entre TO e T1, os valores sdo muito semelhantes (0,95 + 0,006 para 0,95 + 0,005), e hé sutil
diminuicdo em T2 (0,93 £ 0,012), porém sem diferencas significativas entre os tempos (p =
0,13). Na avaliacdo do indice de diversidade filogenética de Faith, é possivel observar
diminuicao da diversidade ao longo do tempo — 9,86 £1,22em T0, 7,92 +0.86 em T1e 7,58 +

1,12 em T2, mas sem diferencas significativas (p = 0,50).
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Figura 5. Indices de Alfa diversidade das amostras de leite materno com o passar do tempo.

Legenda: TO (amostra coletada entre 0 1° ao 3° dia apds nascimento), T1 (amostra coletada entre o
4° a0 6° dia apds 0 nascimento), T2 (amostra coletada entre 0 7° ao 10° dia apds nascimento).
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Tabela 3. Avaliacdo dos indices de Alfa diversidade nas amostras de leite
materno de maes de recém-nascidos prematuros (n=28)

Teste de efeitos do modelo
Tempo

indices Média + erro padréo :
Wald Chi-Square DF P
Chao1” 6.241 3 010
Tempo O 87,75+11,11
Tempo 1 100,73 £17,99
Tempo 2 68,90 + 9,77
Shannon® 4.731 3 0,19
Tempo O 3,68 £0,15
Tempo 1 3,58 £0,15
Tempo 2 3,35+0,18
Simpson?® 5511 3 0,13
Tempo 0 0,95 + 0,006
Tempo 1 0,95 + 0,005
Tempo 2 0,93 £ 0,012
IDF Faith? 2.318 3 0,50
Tempo 0 9,86 +1,22
Tempo 1 7,92 + 0,86
Tempo 2 7,58 +1,12

Legenda: DF (Grau de Liberdade); IDF Faith (indice de Diversidade Filogenética
de Faith); Tempo O (amostra coleta entre 0 1° ao 3° dia apds nascimento), Tempo
1 (amostra coletada entre 0 4° ao 6° dia apds nascimento), Tempo 2 (amostra
coletada entre o 7° ao 10° dia apds nascimento).

O valor de P é derivado da analise com o Generalized Estimating Equations
(GEE), no qual os modelos foram avaliados com *distribuicio gamma ou
Sdistribuico linear. Todos os indices foram ajustados para tipo de parto (cesaria
ou vaginal), idade gestacional e idade materna.
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6.1.4. Beta Diversidade

Os resultados em relagéo a beta diversidade nas amostras de leite materno podem ser
observados na Tabela 4 e na Figura 6. Na analise de coordenadas principais (PCoA) ponderada
(Figura 6-A), observamos que as amostras de leite de maes de recém-nascidos prematuros
apresentam diferenca na estrutura filogenética da comunidade bacteriana ao longo do tempo,
onde é possivel observar maior compartilhamento / similaridade nas amostras em T1 e T2 em
comparacdo a TO (F=2,9465; R-quadrado=0,098393; p=0,021). Na Figura 6-B podemos
observar a analise ndo ponderada em relacdo ao tempo nas amostras de leite materno. Desta
vez, é possivel observar que as amostras de leite de mées de recém-nascidos prematuros
apresentam uma estrutura filogenética constante ao longo do tempo, ndo sendo possivel
observar agrupamento das amostras entre os tempos (F=0,62402; R-quadrado=0,02259;

p=0,769).

€
xis2 [25.8%]
@

Axis.2 [12.2%]
°

Axis1 [70.9%] Axis.1 [38.2%]

P=0.021 P=0.769
T0O @T1 © T2
Figura 6. Beta diversidade nas amostras de leite materno

Legenda: TO (amostra coletada entre 0 1° ao 3° dia apds nascimento), T1 (amostra coletada entre o0 4° ao 6° dia apds o
nascimento), T2 (amostra coletada entre 0 7° ao 10° dia ap6s nascimento), A — analise ponderada, B — analise ndo ponderada.
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Tabela 4. Analise da beta diversidade considerando as amostras de leite materno com o passar
do tempo.

F R? P
Ponderado 2,9465 0,098393 0,021*
Né&o ponderado 0,62402 0,02259 0,769

Valores baseado na analise de PERMANOVA.

6.2.  Microbiota Oral
Nesta etapa do estudo, foram incluidos 24 recém-nascidos prematuros dos 108 que
foram admitidos na unidade de terapia intensiva neonatal (UTINN). Destes, 4 foram excluidos,
totalizando 20 recém-nascidos para a etapa de analise, 11 no grupo que recebeu a administracdo
de colostro (Grupo AC) e 9 que ndo receberam a administracdo de colostro (Grupo cuidado
padrdo — CP). Foram coletadas 79 amostras desta populacéo, e apos anéalise de bioinformatica,
74 foram utilizadas para a analise estatistica. Os motivos para excluséo de participantes podem

ser observados na Figura 7.

108 recém-nascidos prematuros foram
- admitidos na unidade de terapia intensiva

neonatal
24 recém-nascidos
4 excluidos:
« 2 0bito
—
* 1recém-nascido a termo
* 1sem acompanhamento
11 Administracido de colostro 9 Cuidado padrao
(Intervencao) (Controle)

Figura 7. Fluxograma relacionando o processo de inclusdo dos recém-nascidos prematuros direcionados
para avalia¢do do microbiota oral
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6.2.1. Dados descritivos

Os dados descritivos dos grupos podem ser observados na Tabela 5. Em relagdo aos
dados maternos, ndo foi observada diferenca estatistica entre a idade materna média observada
entre os grupos (p=0,27) e histdrico obstétrico (p=0,21). Nos grupos, ndo foi possivel identificar
diferencas em relacéo a idade gestacional de nascimento (p=0,39), onde o grupo CP apresentou
uma media um pouco maior em relacdo ao grupo AC. A maior parte dos recém-nascidos do
grupo AC era do sexo masculino (54,5%), enquanto 66,7% eram do sexo feminino no grupo
CP — p=0,34. Em ambos 0s grupos, o parto cesareo foi o mais prevalente (63,6% no grupo AC
e 66,7% no grupo CP, p=0,88). A ocorréncia de sepse foi maior no grupo AC (45,5%) em
relacdo ao grupo CP (22,2%), assim como no uso de antibioticoterapia (AC = 81,8% e CP =
77,8%) e nos dias de internacdo na UTINN (44,09 dias no grupo AC e 23,44 dias no grupo CP),
porém os resultados ndo apresentaram significancia estatistica (p=0,28, p=0,82 e p=0,09,
respectivamente). Adicionalmente, o tempo de nutricdo parenteral também nao apresentou
diferenca entre os grupos (16,09 dias no grupo AC e 10,67 dias no grupo CP, p=0,25).

De maneira interessante, o peso de nascimento foi significativamente maior no grupo
CP (1493,33 gramas em média) em relacdo ao grupo AC (1180,81 gramas em média) —
p=0,013. Além disso, o grupo CP também apresentou peso significativamente maior no 7° dia
de vida em relacdo ao grupo AC (1416, 00 x 1140,09, respectivamente — p=0,017). Nas demais
comparacges de pesos entre 0s grupos, ndo foram observadas diferencas (14° dia e 21° dia apds

0 nascimento e peso na alta hospitalar).
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Tabela 5: Comparacéo dos dados descritivos entre os grupos (n=20)

o AC grupo CP grupo Wald Chi-
Variaveis (n=11) (n=9) Square
Idade materna (anos)* 2991+1,72 27,11 +£191 1,178 0,27
Idade gestacional (semanas)* 30,66 + 0,58 31,41 +0,64 0,736 0,39
Historico obstétrico® 1,546 0,21
Multiparas 9 (81,8) 5 (55,6)
Primigestas 2 (18,2) 4 (44,4)
Sexo dos recém-nascidos® 0,884 0,34
Feminino 5 (45,5) 6 (66,7)
Masculino 6 (54,5) 3(33,3)
Tipo de parto® 0,020 0,88
Ceséria 7 (63,6) 6 (66,7)
Vaginal 4 (36,4) 3(33,3)
Sepse’ 1,135 0,28
Sim 5 (45,5) 2 (22,2)
N&o 6 (54,5) 7(77,8)
Uso de antibidticos® 0,050 0,82
Sim 9(81,8) 7(77,8)
N&o 2 (18,2) 2 (22,2)
;E’I:S‘))f de nutrigao parenteral 16,00 £ 3,18 10,67 + 3,51 0,253 0,25
Peso ao nascimento (gramas)* 1180,81 + 84,47 1493,33 + 93,38 6,159 0,013"
Peso no 7° dia de vida (gramas)” 1140,09 + 77,87 1416,00 + 86,09 5,649 0,017"
Peso no 14° dia de vida (gramas)” 1278,81 + 86,73 1529,55 + 95,89 3,760 0,052
Peso no 21° dia de vida (gramas)¥#  1372,18 £85,81  1570,14 + 107,57 2,069 0,15
Peso na alta hospitalar (gramas)® 1963,00 + 62,96 2055,00 = 62,96 1,067 0,30
Dias na UTINN* 44,09 + 8,17 23,44 + 9,04 2,868 0,09

Valores apresentados como média + erro padrdo; $ntimero (%). Valor de P baseado no Generalized
Linear Model (GzLLM) com *distribuicao linear e Sdistribuicio logistica binaria. “Significancia < 0.05.
Legenda: AC (Administracdo de Colostro); CP (Cuidado Padrdo); UTINN (Unidade de Terapia
Intensiva Neonatal). ¥ 2 recém-nascidos receberam alta hospitalar antes de completar 21 de internago.

6.2.2. Alimentacéo por via oral
Os resultados referentes a alimentagéo por via oral realizada durante a primeira semana
de vida nos grupos durante a internacdo hospitalar podem ser observados na Tabela 6. A
alimentacéo oral de ambos os grupos foi constituida majoritariamente por leite pasteurizado,

porém com média maior no grupo AC em relacdo ao grupo CP (57,4 £ 15,3 e 19,4 + 16,7).
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Além de leite pasteurizado, a alimentacdo dos grupos foi constituida por leite cru, o qual
também foi mais prevalente no grupo AC em relacdo ao grupo CP (15,9 +9,4e 2,9 £ 5,5. No
total, a alimentacdo com leite materno representou 73,3% da alimentacdo do grupo AC na
primeira semana de vida e 22,3% do grupo CP no mesmo periodo, em relacdo ao total de
oportunidades de alimentacao.

Tabela 6. Porcentagem de colostroterapia e dieta oral administrada na 12 semana de
vida (n=20).

Tipo de colostro Grupo administragdo de  Grupo cuidado padréo

colostro (n=11) (n=9)
Leite cru 159+9/4 29+55
Leite pasteurizado 57,4 +15,3 19,4 + 16,7
Média total 73,3% 22,3%

Valores apresentados como porcentagem média + desvio padrdo. Os neonatos nao
receberam formula infantil na 12 semana de vida.

Na tabela 7 é possivel observar a alimentagdo dos grupos apés o 7° dia de vida até a alta
hospitalar. Neste periodo, o leite pasteurizado foi a principal fonte de alimentacédo oral de ambos
0s grupos, com média maior no grupo CP em relacdo ao grupo AC (14,43 + 21,76 e 10,22 +
16,49). A dieta oral também foi constituida por leite cru, o qual também foi mais prevalente no
grupo CP em relagdo ao grupo AC (7,49 + 11,35 e 2,66 + 5,19) e por formula infantil, a qual
constituiu somente a alimentacdo do grupo CP (2,33 = 5,73). No total, a alimentacéo oral neste
periodo representou 12,88% da alimentacdo do grupo AC e 24,26% do grupo CP, em relacéo

ao total de oportunidades de alimentacéo.
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Tabela 7. Porcentagem de colostroterapia e dieta oral administrada ap6s a 12 semana
de vida (n=19).

Alimentacéo oral apésa  Grupo administracdo de  Grupo cuidado padréo

12 semana (%) colostro (n=11) (n=8)
Leite cru 2,66 £5,19 7,49 11,35
Leite pasteurizado 10,22 + 16,49 14,43 £ 21,76
Formula infantil 0 2,33+5,73
Meédia total 12,88% 24,26%

Valores apresentados como porcentagem média £ desvio padrdo. Um neonato do grupo
de cuidado padréo recebeu alta hospitalar antes de completar 14 dias de internacao.

6.2.3. Abundancia relativa

A analise estatistica e distribuicdo dos 15 géneros bacterianos mais abundantes nas
amostras de saliva em relacdo ao tempo de coleta (1° dia, 7° dia, 14° dia e 21° dia) podem ser
observados na Tabela 8 e na Figura 8.

Os géneros mais prevalentes no primeiro dia de vida (TO) foram Staphylococcus,
Enterococcus, Escherichia-Shigella e Streptococcus. Ao compararmos 0S grupos observamos
maior abundancia de Staphylococcus e Enterococcus no grupo CP, enquanto o grupo AC
apresenta maior abundancia de Streptococcus e Escherichia-Shigella; no entanto, os resultados
ndo apresentaram significancia estatistica. Em contrapartida, observamos abundancia
significativamente maior de Agathobacter (p=0,041) e Blautia (p=0,013) no grupo AC (4,15%
e 4,06%, respectivamente) em comparacgdo ao grupo CP (1,46% e 1,55%, respectivamente) e
uma tendéncia de maior abundancia de Haemophilus no grupo CP em relacdo ao grupo AC
(0,35% e 0,05%, respectivamente - p = 0,051). Na comparacao entre 0s grupos ao 7° dia de vida
(T1), identificamos maior abundéancia de Staphylococcus e Escherichia-Shigella no grupo AC
e maior abundancia de Streptococcus no grupo CP, mas os resultados ndo atingiram
significncia estatistica. No entanto, observamos abundancia significativamente maior de
Bifidobacterium no grupo AC em comparacao ao grupo CP (0,36% e 0,002%, respectivamente),

com valor de p<0,001.
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Ao 14° dia de vida (T2), os géneros mais dominantes foram Staphylococcus,

Escherichia-Shigella e Streptococcus no grupo CP; no grupo AC, Staphylococcus, Escherichia-

Shigella e Enterococcus foram os géneros mais abundantes. Na comparacdo entre grupos,

identificamos abundancia significativamente maior de Haemophilus no grupo AC em

comparacéo ao grupo CP (8,34% e 0,19%, respectivamente), com valor de p<0,001. Ao 21° dia

de vida (T3), os géneros mais dominantes em ambos os grupos foram os mesmos observados

em T2. Na comparacgdo entre grupos, identificamos abundancia significativamente maior de

Gemella no grupo CP em comparacdo ao grupo AC (1,15% e 0,58%, respectivamente), com

valor de p=0,001.

Cuidado Padréao

© 0 [ 1 2
> 1.00 e g --— —=r
)
e
(5]
g o1
e [
S 050
«T
=
S 025
<
0.00 -
Administragéo de colostro
I T || | ™
S 1o0j=— =nz==pora-(EE=pEERs - pr—— —
T | |_
° 0751I B =_Hlm NN~
o : u - -—-. I
o HLJ -
e 050
«C
g
E 0.25
e
< 000 e L . - o

Figura 8. Relagéo dos principais géneros bacterianos encontrados nas amostras orais ao longo do tempo
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Legenda: TO (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias ap6s o nascimento), T2 (14 dias ap6s o nascimento), T3 (21 dias ap6s o

nascimento).
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Tabela 8: Comparacéo entre os principais géneros bacterianos entre 0s grupos com o
passar do tempo (N=20)

CPgrupo  AC grupo . P ajustado
TO (N=9) (N=11) Estimate P (FDR)
Agathobacter 1,466 4,155 -1,101 0,008 0,041*
Bacteroides 5,706 3,031 0,384 0,319 0,660
Bifidobacterium 0,397 0,431 -0,497 0,176 0,431
Blautia 1,551 4,061 -1,364 0,002 0,013*
Enterococcus 10,451 2,247 0,183 0,686 0,975
Escherichia-Shigella 9,163 9,617 -0,207 0,573 0,940
Faecalibacterium 3,995 2,848 0,041 0,890 1,000
Gemella 3,889 0,252 0,212 0,655 0,961
Haemophilus 0,359 0,055 0,804 0,012 0,051*
Mycoplasma 7,485 5,308 0,162 0,861 1,000
Neisseria 0,374 3,738 -0,001 0,998 1,000
Prevotella 4,067 2,248 0,479 0,182 0,431
Staphylococcus 15,148 14,668 0,263 0,613 0,961
Streptococcus 6,049 14,912 -0,421 0,416 0,780
Ureaplasma 4,201 7,120 -0,860 0,276 0,614
Veillonella 0,526 0,478 0,040 0,919 1,000
T1 CPgrupo  AC grupo Estimate p P ajustado
(N=9) (N=11) (FDR)
Agathobacter 0,012 0,474 -0,243 0,822 1,000
Bacteroides 0,026 0,758 -7,843 0,021 0,088
Bifidobacterium 0,002 0,369 -19,508  <0,001 <0,001*
Blautia 0,017 1,110 -1,648 0,147 0,574
Enterococcus 0,300 0,868 0,752 0,474 1,000
Escherichia-Shigella 12,579 17,583 -0,522 0,463 1,000
Faecalibacterium 0,029 0,487 -0,183 0,842 1,000
Gemella 0,357 0,004 0,523 1,000 1,000
Haemophilus 0,008 0,008 -1,668 0,721 1,000
Mycoplasma 0,005 -- - - --
Neisseria 0,002 0,099 -2,596 1,000 1,000
Prevotella 0,029 0,027 -0,057 0,947 1,000
Staphylococcus 64,766 73,029 -0,455 0,466 1,000
Streptococcus 21,714 0,417 0,247 0,734 1,000
Ureaplasma 0,004 0,000 2,576 1,000 1,000
Veillonella 0,046 0,012 1,011 0,259 0,974
T2 CPgrupo  ACgrupo Estimate P P ajustado
(N=9) (N=11) (FDR)
Agathobacter 0,003 0,001 0,648 1,000 1,000
Bacteroides 0,059 0,0004 3,024 0,009 0,125
Blautia 0,005 -- - - --
Enterococcus 0,364 12,536 -0,462 0,551 1,000
Escherichia-Shigella 12,892 17,586 -0,249 0,758 1,000
Faecalibacterium 0,003 0,000 2,922 1,000 1,000
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Gemella 10,607 - - - -
Haemophilus 0,191 8,347 -7,078 <0,001 <0,001*

Mycoplasma 0,005 0,000 4,200 1,000 1,000
Neisseria 0,002 8,569 -4,556 1,000 1,000
Prevotella 0,011 0,004 -0,864 1,000 1,000
Staphylococcus 40,513 51,936 -0,223 0,743 1,000
Streptococcus 28,803 0,957 0,480 0,483 1,000
Ureaplasma -- 0,002 - - --
Veillonella 3,229 0,000 1,063 1,000 1,000
T3 CPgrupo  ACQrupo  pEuimate P P ajustado
(N=9) (N=11) (FDR)
Agathobacter -- -- -- -- --
Bacteroides - - - - --
Blautia -- -- -- -- --
Enterococcus 2,297 10,905 -0,525 0,548 1,000
Escherichia-Shigella 9,105 5,669 0,155 0,818 1,000
Faecalibacterium - 0,237 - - --
Gemella 1,151 0,581 0,014 <0,001 0,001*
Haemophilus - 3,164 - - --
Mycoplasma - 0,003 -- -- --
Neisseria - 5,635 - - --
Prevotella - 0,190 - - --
Staphylococcus 28,092 14,163 -2,076 0,634 1,000
Streptococcus 47,594 59,437 0,406 0,644 1,000
Ureaplasma - - - - --
Veillonella 10,794 -- -- -- --

Valores representam a porcentagem dos principais géneros mais abundantes em relacao a
todas as amostras de saliva dos neonatos. Valor de P baseado no GAMLSS-BEZI
(Generalized Additive Models for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family).
Os calculos foram ajustados para tipo de parto (cesaria ou vaginal), idade gestacional e uso
de antibiético (sim ou ndo). “Significancia < 0.05 apds valor ajustado.

Legenda: CP (Cuidado Padréo); AC (Administracdo de Colostro); Estimate (valor do teste),
FDR (False Discover Rate), TO (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias ap0s o
nascimento), T2 (14 dias ap6s o nascimento), T3 (21 dias apds o nascimento), -- (auséncia do
género bacteriano no periodo observado).

6.2.4. Alfa Diversidade
Os resultados dos indices de alfa diversidade nos grupos em relagcdo ao tempo podem
ser observados na Tabela 9 e na Figura 9. Em relacdo ao indice de riqueza de Chaol,
observamos uma diminuicdo significativa na comparagdo entre o TO em relacdo a todos o0s

outros tempos de analise (p=0,001). Na interacdo entre grupos e tempo, € possivel identificar
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uma tendéncia de maior riqueza de Chaol (p=0,078). Na compara¢do em grupo e tempo para o
indice de diversidade de Shannon, observamos diminuicao entre TO em comparacéo a todos 0s
demais tempos de anélise (p<0,001). Na analise entre grupos, observamos que nao ha diferencas
entre 0s grupos no TO, mas é possivel identificar diminuicéo significativa neste indice entre TO
e T1 tanto no grupo AC quanto no grupo CP (p<0,01). No grupo CP também foi possivel
constatar diminuicédo significativa quando comparado o valor observado em T1 comparado a
T3 (p<0,001). Além disso, houve diferenca significativa entre os grupos em T3, com valores
maiores do indice de Shannon no grupo CP em relacao ao grupo AC (p=0,015).

Na andlise do indice de Simpson, também identificamos diminuicao significativa no TO
em relacdo aos demais tempos de anélise (p<0,001). Além disso, houve aumento significativo
no T3 em comparacdo a T2, independente dos grupos. Na interacdo entre grupo e tempo, nao
observamos diferencas entre os grupos no TO, e ambos 0s grupos apresentaram diminuicéo
significativa do TO ao T1 (p<0,001) e do TO ao T2 (p<0,001 no grupo AC e p=0,029 no grupo
CP). No grupo AC, observamos diminui¢do em T3 em comparacdo a TO (p=0,015). Por outro
lado, o grupo CP apresentou aumento significativo neste indice no T3 em relacdo ao T1
(p<0,001). Na avaliacdo do indice de diversidade filogenética de Faith, foi possivel observar
diminuicdo da diversidade em ambos os grupos ao longo do tempo (p <0,001). Na interacdo
entre grupo e tempo, ndo houve diferengas entre nos grupos no TO, e ambos 0s grupos

apresentaram diminuicdo significativa do TO ao T1, T2 e T3 (p<0,001).
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Tabela 9. indices de alfa diversidade considerando a interagéo entre grupo/tempo (N=20).

Média + erro padrao

Teste de efeitos do modelo

indices AC grupo CP grupo Tempo Interacéo
(n=11) (n=9) Wald? DF P Wald?® DF P
Chao1” 63,577 3 <0,0001* 14.165 8 0,078
TO 118,92 £ 15,62 147,31+ 19,24
Tl 28,59 + 13,07 16,96 + 6,09
T2 6,08 £ 0,71 11,91 +£3,15
T3 7,99 +1,03 10,04 + 1,05
Shannon® 27,703 3 <0,0001* 47.600 8 0,0001*
TO 3,01 +£0,37 3,09 £ 0,46
Tl 0,90 + 0,34 0,75+ 0,09
T2 0,48 + 0,07 0,93+0,14
T3 0,62 +0,18 1,29 £ 0,07
Simpson?® 26,961 3 <0,0001* 40.257 8 0,0001*
TO 0,79 £ 0,07 0,77 £ 0,09
T1 0,37 £ 0,06 0,35+ 0,04
T2 0,25 + 0,04 0,49 + 0,06
T3 0,37 £ 0,06 0,66 + 0,02
IDF
Faith* 73,722 3 <0,0001* 15976 8 0,043*
TO 13,63 + 1,46 15,20+ 1,81
T1 3,62+ 1,60 3,20 £ 1,07
T2 0,73+0,16 151+041
T3 0,81 + 0,06 0,97 £ 0,15

Legenda: AC (Administracdo de Colostro); CP (Cuidado Padrdo); DF (Grau de Liberdade); IDF Faith
(indice de Diversidade Filogenética de Faith); TO (primeira amostra apds o nascimento), T1 (7 dias
ap6s o nascimento), T2 (14 dias ap6s o nascimento), T3 (21 dias ap6s o nascimento); ® Wald Chi-
Square.

O valor de P € derivado da analise com o Generalized Estimating Equations (GEE), no qual os modelos
foram avaliados com *distribuicdo gamma ou ¥distribuicéo linear. * Significancia foi confirmada com
0 pos-teste de Sidak. Todos os indices foram ajustados para tipo de parto (cesaria ou vaginal), idade
gestacional e uso de antibioticos (sim ou néo).
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Figura 9. Indices de Alfa diversidade em relagéo ao tempo nas amostras orais
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Legenda: TO (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias apds o nascimento), T2 (14 dias apds o nascimento), T3 (21 dias
apds 0 nascimento).

6.2.5. Beta Diversidade

Os resultados em relacdo a beta diversidade nas amostras de saliva dos recém-nascidos
prematuros podem ser observados na Tabelas 10 e 11 e nas Figuras 10 e 11. Na anélise de
coordenadas principais (PCoA) considerando a diferenca entre grupos (Figura 10 e Tabela 10),
ndo observamos diferencas na estrutura filogenética entre os grupos ao longo do tempo, tanto
na analise ponderada quanto na analise ndo ponderada. Na anélise de beta diversidade ao longo
do tempo dentro de cada grupo (Figura 11 e Tabela 11), observamos em ambos 0S grupos
diferencas significativas na composi¢do da comunidade em cada um dos tempos, na anélise
ponderada e na analise ndo ponderada (p<0,001). Adicionalmente, na analise do tempo
independente dos grupos, também é possivel observar 0 mesmo padrdo, com significancia em
ambas as analises (p<0,001). Assim, é possivel identificar nessa amostra e popula¢do como o

tempo altera a dindmica da estrutura dessa comunidade.
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Figura 10. Beta diversidade entre os grupos ao longo do tempo.

Legenda: TO (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias apds o nascimento), T2 (14 dias apés o nascimento), T3 (21

dias ap6s o nascimento), A — analise ponderada, B — analise ndo ponderada.
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Tabela 10. Analise da beta diversidade considerando a diferenca entre os grupos (AC e CP).

F R? P

TO entre os grupos
Ponderado 1,0324 0,049086 0,396
Né&o ponderado 0,8004 0,03848 0,506

T1 entre 0s grupos
Ponderado 0,42621 0,02313 0,628
Né&o ponderado 1,4333 0,073753 0,193

T2-T3 entre 0s grupos

Ponderado 0,43115 0,014649 0,648
Né&o ponderado 2,2452 0,071857 0,093

Valores baseados na analise de PERMANOVA.

Legenda: AC (Administracdo de Colostro); CP (Cuidado Padréo). TO (amostra coletada no dia
do nascimento), T1 (7 dias apds o nascimento), T2 (14 dias apds o nascimento), T3 (21 dias
apos o nascimento).

Tabela 11. Anélise de beta diversidade considerando a diferenga ao longo do tempo, dentro dos grupos
(AC e CP).

F R? P

AC ao longo do tempo
Ponderado 4,1664 0,24751 <0,001
N&o ponderado 7,0413 0,35728 <0,001

CP ao longo do tempo
Ponderado 4,1995 0,31816 <0,001
N&o ponderado 5,7019 0,38783 <0,001

Tempo independente do grupo

Ponderado 7,5023 0,24596 <0,001
N&o ponderado 11,251 0,32848 <0,001

Valores baseado na anélise de PERMANOVA.

Legenda: AC (Administracdo de Colostro); CP (Cuidado Padrdo). TO (amostra coletada no dia do
nascimento), T1 (7 dias ap6s o nascimento), T2 (14 dias ap6s o nascimento), T3 (21 dias apos o
nascimento).
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Figura 11. Beta diversidade considerando a diferenca ao longo do tempo, dentro dos grupos.

Legenda: AC (Administracdo de Colostro), CP (Cuidado Padrédo), TO (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias apds o
nascimento), T2 (14 dias ap6s o nascimento), T3 (21 dias apds o nascimento) , A — analise ponderada, B — analise ndo ponderada.
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6.3.  Microbiota Intestinal

Nesta etapa do estudo, foram incluidos 68 recém-nascidos prematuros dos 297 que
foram admitidos na unidade de terapia intensiva neonatal (UTINN). Destes, 13 foram excluidos,
totalizando 55 recém-nascidos para a etapa de analise. De acordo com a porcentagem de
aleitamento na primeira semana de vida, essa populacéo foi dividida em 3 grupos: o grupo que
recebeu menos de 50% de leite materno neste periodo (grupo < 50% - N=9), o grupo que
recebeu entre 50 e 75% de leite materno neste periodo (grupo 50 — 75% - N=19) e o grupo que
recebeu mais de 75% de leite materno neste periodo (grupo > 75% - N=27). Foram coletadas
150 amostras desta populacédo, e ap6s analise de bioinformatica, 141 foram utilizadas para a
analise estatistica. Os motivos para exclusao de participantes podem ser observados na Figura

12.

297 recém-nascidos prematuros foram
admitidos na unidade de terapia intensiva
neonatal !

\L -

68 incluidos pela
equipe médica |

13 excluidos

* 7 sem acompanhamento

* 3 ¢bitos na 1? semana de vida
i * 2 RN de mae adicta

i « 1 prematuro extremo

- ""‘-\_\
AN
Aleitamento (%) durante a 1* semana de internagéo

Entre 50-75% | | Maior que 75% |
N=19) | | (N=27)

Figura 12. Fluxograma do processo de coleta das amostras fecais
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6.3.1. Dados descritivos

Os dados descritivos dos grupos podem ser observados na Tabela 12. Em relacéo aos
dados maternos, ndo foi observada diferenca estatistica entre a idade materna média observada
entre os grupos (p=0,87) e histdrico obstétrico (p=0,51). Nos grupos, ndo foi possivel identificar
diferencas em relacéo a idade gestacional de nascimento (p=0,75), onde 0s grupos apresentarem
médias bem semelhantes (entre 31 e 31 semanas). A maior parte dos recém-nascidos do grupo
<50% eram do sexo feminino (55,6%), enquanto a maioria era do sexo masculino no grupo 50—
75% e >75% (63,2% e 51,9%, respectivamente) — p = 0,60). Em todos os grupos, o parto
cesareo foi 0o mais prevalente (77,8% no grupo <50%, 84,2% no grupo 50-75% e 77,8% no
grupo >75% - p=0,85). A ocorréncia de sepse foi maior no grupo 50-75% em relacdo aos demais
grupos (15,8%), mas os resultados ndo apresentarem significancia estatistica (p=0,41). Em
relacdo ao uso de antibioticoterapia, o grupo <50% apresentou porcentagem maior na
comparacdo aos outros grupos (88,9%), mas sem significancia estatistica (p=0,23) J& em
relacdo ao tempo de nutricdo parenteral, o grupo <50% apresentou valores significativamente
maiores em relacdo aos demais grupos (p<0,001) e o0 mesmo foi observado na avaliacdo dos
dias de internacdo na UTINN (p=0,03)

O peso de nascimento foi maior no grupo 50-75% (1759,36 gramas em média) em
relacdo ao demais grupos, assim como o peso no 7° dia de vida (1645,73 gramas em média)
mas os valores ndo atingiram significancia estatistica (p=0,32 e p=0,08, respectivamente). Na
comparacgdo de pesos entre 0s grupos ao 22° dia ap6s 0 nascimento, observamos que o0 grupo
>75% apresentou maior peso nesse periodo em comparagéo aos demais grupos (1646,68 gramas

em média), porém os resultados ndo foram significativos (p=0,09).

47



Tabela 12. Comparacdo dos dados descritivos entre os grupos de acordo com a porcentagem de
aleitamento durante a primeira semana de internagdo (N=55)

Menor que 50% Entre 50-75% Maior que 75%  Wald Chi-

Variavels (N=9) (N=19) (N=27) Square
Idade materna (anos)* 26,67 + 2,37 25,79 £ 1,63 26,85 = 1,36 0,258 0,87
Idadle gestacional 31,42 £ 0,66 3195+045  31,98+0,38 0,567 0,75
(semanas)
Histdrico obstétrico® 1,317 0,51
Multiparas 7(77,8) 12 (63,2) 21 (77,8)
Primigestas 2 (22,2) 7 (36,8) 6 (22,2)
Sexq dos§ recém- 1006 0.60
nascidos
Feminino 5 (55,6) 7 (36,9) 13 (48,1)
Masculino 4 (44,4) 12 (63,2) 14 (51,9)
Tipo de parto® 0,319 0,85
Cesarias 7(77.8) 16 (84,2) 21 (77,8)
Vaginal 2(22,2) 3(15,9) 6 (22,2)
Sepse’ 1,750 0,41
Sim 1(11,1) 3 (15,8) 1(3,7)
Nio 8 (88,9) 16 (84,2) 26 (96,3)
Use de antibioticos® 2,922 0,23
Sim 8 (88,9) 10 (52,6) 16 (59,3)
N0 1(11,1) 9 (47,4) 11 (40,7)
Tempo de nuitricao 13,78 + 1,91 3,05+ 1,31 1,22 +1,10 32378 <0,0001"
parenteral (dias)
i .
esoaonascimenio 576684 12453 175936 +85,70 1613,81£71,89 2,265 0,32
(gramas)
o
Pesono 7idiadevida 100011, 11998 16457347776 15075046523 4,896 0,08
(gramas)
o
Pesono 22%diadevida ) )76 o5 48406 145150+ 8406 16466845944 4,772 0,09
(gramas)
Dias na UTINN 23,22 +3,92 13,32 + 2,69 11,78 + 2,26 6,543 0,03"

Valores apresentados como *média + erro padréo; Snimero (porcentagem). Valor de P baseado no Generalized
Linear Model (GzLM) com #distribuicéo linear e Sdistribuicao logistica binaria. Legenda: UTINN (Unidade de
Terapia Intensiva Neonatal). ¥27 recém-nascidos ja haviam recebido alta hospitalar antes de completar 22 dias
de internacéo.

*Diferenca significativa na comparacéo entre o grupo com <50% de aleitamento em comparagdo com o grupo
entre 50-75%.

+ Diferenca significativa na comparacéo entre o grupo com <50% de aleitamento em comparagdo com o grupo
com >75%.

£ Diferenca significativa na comparacgéo entre o grupo entre 50-75% de aleitamento em compara¢do com o
grupo com >75%.

48



6.3.2. Alimentacéo enteral

Os resultados referentes a alimentacdo por via enteral (tanto por via oral quanto por
sonda) realizada durante a primeira semana de vida nos grupos durante a internacdo hospitalar
podem ser observados na Tabela 13. A alimentacdo de todos os grupos foi constituida
majoritariamente por leite pasteurizado, porém com valores maiores no grupo >75% (81,8%)
em relacdo aos demais grupos (56,9% no grupo 50-75% e 29,8% no grupo <50%). Além de
leite pasteurizado, a alimentacdo dos grupos foi constituida por leite cru, o qual foi mais
prevalente no grupo 50-75% (8,2%) em relacdo aos demais grupos (5,5% no grupo >75% e
1,3% no grupo <50%). Além disso, formula infantil foi administrada somente nos grupos 50-
75% e >75%, com maior prevaléncia no grupo 50-75% (8,9%). No total, a alimentacdo enteral
representou apenas 31,1% da alimentacéo do grupo <50% na primeira semana de vida, 74% da
alimentacédo do grupo 50-75% e 87,7% do grupo >75% no mesmo periodo, em relacédo ao total
de oportunidades de alimentacdo.

Tabela 13. Porcentagem de aleitamento enteral durante os sete primeiros dias de vida (n=55).

Grupo menos que Grupo entre 50- Grupo com mais de
Tipo de aleitamento  50% de aleitamento 75% de aleitamento 75% de aleitamento
(n=9) (n=19) (n=27)
Leite cru 1,3+1,5 8,2+8,6 55+7,8
Leite pasteurizado 29,8+ 7,6 56,9+7,9 81,8+8,6
Formula infantil 0 8,9+11,8 04+19
Média total 31,1% 74,0% 87,7%

Valores apresentados como porcentagem média + desvio padrao.

Na tabela 14 é possivel observar a alimentacdo dos grupos apds o 7° dia de vida até a
alta hospitalar. Neste periodo, o leite pasteurizado foi a principal fonte de alimentacdo em todos
0s grupos, com média maior no grupo 50-75% (81,2%) em relacdo ao grupo <50% (61,7%) e
ao grupo >75% (69,5%). A alimentacgdo enteral neste periodo também foi constituida por leite
cru, o qual foi mais prevalente no grupo 50-75% (8,6%) em relagéo ao grupo <50% (4,17%) e

ao grupo >75% (7,5%), e por formula infantil, a qual constituiu 14,5% da alimentacdo do grupo
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<50%, 7,4% do grupo 50-75% e 17,4% da alimentacdo do grupo >75%. No total, a alimentacéo
enteral neste periodo representou 80,3% da alimentacdo do grupo <50%, 97,3% do grupo 50-

75% e 94,5% do grupo >75%, em relacdo ao total de oportunidades de alimentacao.

Tabela 14. Porcentagem de aleitamento enteral apos a 12 semana de vida (n=36).

Grupo menos que Grupo entre 50- Grupo com mais de
Tipo de aleitamento  50% de aleitamento 75% de aleitamento 75% de aleitamento
(n=8) (n=7) (n=21)
Leite cru 41+6,2 8,692 7,5+£10,1
Leite pasteurizado 61,7 £29,5 81,2+228 69,5 + 23,9
Formula infantil 14,5+ 26,0 7,4+18,2 17,4+ 19,0
Média total 80,3% 97,3% 94,5%

Valores apresentados como porcentagem média * desvio padrdo. Da amostra total, 19 criancas
receberam alta antes de completar 14 dias de internagéo.

6.3.3. Abundancia relativa

Comparagao entre 0s grupos

A analise estatistica e distribuicdo dos 15 géneros bacterianos mais abundantes nas
amostras de fezes entre os grupos em relagdo aos tempos de coleta (1-5 dias de vida, 6-11 dias
de vida, 15-22 dias de vida e mais de 22 dias de vida) podem ser observados nas Tabelas 15 a

18 e nas Figuras 13 e 14.

Géneros

T3

g_Acinetobacter

T2
| g_Bacteroides
g_Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia
g_Clostridium_sensu_stricto_1
g_Corynebacterium_1
g_Enterobacteriaceae
M g_Enterococcus
g_Escherichia-Shigella
| g_Haemophilus
I g_Lactobacillus
[ | g_Proteus
l ! ‘ g_Serratia
l I g_Staphylococcus
| Kb (L L g_Streptococcus
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g_Veillonella
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Figura 13. Relacéo dos principais géneros observados na populagéo ao longo do tempo

Abundancia relativa

[ ] ]

Legenda: TO (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias apds o nascimento), T2 (14 dias apds o nascimento), T3 (21 dias ap6s o
nascimento).
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Tabela 15. Comparacao entre o0s principais géneros bacterianos intestinais observados no TO (N=55)

<50%” 50-75%° >75%°C AXB AxC BxC
12 amostra de fezes
(N=9)  (N=19) (N=27) Estimate P P (FDR) Estimate P P (FDR) Estimater P P (FDR)
Acinetobacter 0,034 0,337 0,542 0,393 0,60 1,00 0,659 0,30 1,00 0,266 0,60 1,00
Bacteroides 14,905 0,893 1,607  -1,487 0,02 0,29 -1,351 0,02 0,42 0136 0,73 1,00
Burkholderia-Caballeronia- o oy 5,05 g31 1357 014 1,00 1387 007 1,00 0,030 096 1,00
Paraburkholderia
Clostridium_sensu_stricto 1 9,886 4,366 6,167  -0523 0,37 1,00 0,169 0,74 1,00 0,353 0,37 1,00
Corynebacterium_1 0,024 7,567 0,011 0,944 0,46 1,00 0,335 0,72 1,00 0,135 0,76 1,00
Enterobacteriaceae# 34,796 41,175 40,423 -0,173 0,79 1,00 -0,039 0,95 1,00 -0,233 0,55 1,00
Enterococcus 0,177 2,149 0,275 0,086 0,88 1,00 -0,146 0,79 1,00 0,045 0091 1,00
Escherichia-Shigella 2,114 1,849 2,068 0,029 0,96 1,00 0,073 0,89 1,00 0,053 0,90 1,00
Haemophilus 0,060 0,106 1,014 0,125 0,83 1,00 0,178 0,74 1,00 -0,005 0,99 1,00
Lactobacillus 0,037 0,048 4,730 0,083 0,93 1,00 0,078 0,93 1,00 0,895 0,14 0,86
Proteus 0,009 0,054 0,059 0,361 0,76 1,00 -0534 0,64 1,00 0,036 0,96 1,00
Serratia 0,031 0,074 4,844 1,372 0,31 1,00 1,408 0,21 1,00 0,009 0,98 1,00
Staphylococcus 15,005 8,639 10,047 -0,073 0,91 1,00 -0,064 0,91 1,00 -0,027 0,94 1,00
Streptococcus 0,258 0,737 0,934 0,202 0,70 1,00 0,175 0,73 1,00 0,039 0,93 1,00
Veillonella 4139 10,957 5,257 0,032 0,96 1,00 -0,007 0,99 1,00 0,609 0,46 1,00

Valores representam a porcentagem dos 15 principais géneros encontrados nas amostras fecais dos neonatos. Valor de P baseado no GAMLSS-BEZI (Generalized
Additive Models for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family). P (FDR): valor de P ajustado para tipo de parto (cesaria ou vaginal), idade gestacional
e uso de antibidtico (sim ou nao). *Significancia < 0.05 apds valor ajustado.

Legenda: A (Grupo com menos de 50% de aleitamento), B (Grupo entre 50-75% de aleitamento), C (Grupo com mais de 75% de aleitamento). Estimate (valor do
teste), FDR (False Discovery Rate), -- (auséncia do género bacteriano no periodo observado); # Familia Enterobacteriaceae.
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Tabelal6. Comparacéao entre os principais géneros bacterianos intestinais observados em T1 (N=55)

6 - 11 dias ap6s 0 <50%"* 50-75%° >75%° AxB AxC BxC
nascimento (N=9)  (N=19) (N=27) Estimate P P (FDR) Estimate P P (FDR) Estimater P P (FDR)
Acinetobacter 0,084 0,880 8290 -0233 0,76 1,00 0,025 0,97 1,00 0,2584 0,63 1,00
Bacteroides 18,572 5,666 3151  -0,116 0,85 1,00 -0,269 0,63 1,00 -0,1526 0,76 1,00
Burkholderia-Caballeronia- ) coe 4 o5 10717 0083 094 1,00 0,894 024 1,00 08117 042 1,00
Paraburkholderia
Clostridium_sensu_stricto 1~ 1,497 19,127 20,301 0,277 0,69 1,00 0,216 0,72 1,00 -0,0610 0,90 1,00
Corynebacterium_1 14,036 0,254 0,240  -1,099 0,34 1,00 -1,881 0,07 0,61 -0,7820 0,47 1,00
Enterobacteriaceae# 15,776 36,495 27,627 0,942 0,10 0,70 0,711 0,17 1,00 -0,2305 0,56 1,00
Enterococcus 0,029 0,487 1,613 0317 0,72 1,00 0,389 0,68 1,00 0,0721 0,87 1,00
Escherichia-Shigella 7,849 6,264 2,304 -1,161 0,10 0,70 -1,592 0,02 0,22 -0,4301 0,32 1,00
Haemophilus 12,388 0,093 1,020  -0,611 048 1,00 -0,744 0,38 1,00 -0,1335 0,84 1,00
Lactobacillus 0,026 0,002 0,005  -0,417 0,65 1,00 0,173 0,88 1,00 0,5898 0,61 1,00
Proteus 5,187 6,774 0,134  -1,029 0,53 1,00 2,062 0,20 1,00 -1,0329 0,12 1,00
Serratia 4,720 3,544 4973  -2,295 1,00 1,00 2,385 1,00 1,00 -0,0909 0,95 1,00
Staphylococcus 0,694 13,078 9,929 0,350 0,57 1,00 0,236 0,67 1,00 -0,1133 0,77 1,00
Streptococcus 0,141 0,947 1,503  -0,241 0,74 1,00 -0,298 0,68 1,00 -0,0574 0,89 1,00
Veillonella 1,737 1,343 0,410  -0,298 0,60 1,00 -0,603 0,29 1,00 -0,3055 0,47 1,00

Valores representam a porcentagem dos 15 principais géneros encontrados nas amostras fecais dos neonatos. Valor de P baseado no GAMLSS-BEZI (Generalized
Additive Models for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family). P (FDR): valor de P ajustado para tipo de parto (cesaria ou vaginal), idade gestacional
e uso de antibidtico (sim ou nao). *Significancia < 0.05 apds valor ajustado.

Legenda: A (Grupo com menos de 50% de aleitamento), B (Grupo entre 50-75% de aleitamento), C (Grupo com mais de 75% de aleitamento). Estimate (valor do
teste), FDR (False Discover Rate), -- (auséncia do género bacteriano no periodo observado); # Familia Enterobacteriaceae.
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Tabela 17. Comparacao entre o0s principais géneros bacterianos intestinais observados em T2 (N=55)

15 - 22 dias ap6s 0 <50%"* 50-75%° >75%° AxB AxC BxC
nascimento (N=9)  (N=19) (N=27) Estimate P P (FDR) Estimate P P (FDR) Estimater P P (FDR)
Acinetobacter 0058 0002 0241 -1228 035 1,00 0514 053 1,00 1741 011 058
Bacteroides 15454 0010 0010  -5980 <0001 <0,001* -3399 <0001  0,01* 2581 001 011
surkholderia-Caballeronia- ;) a33 0381 0008 0422 077 100 1,992 013 042 1570 008 050
Paraburkholderia
Clostridium_sensu_stricto_1 2,156 32,253 31,202 -0,103 091 1,00 0463 046 1,00 0566 044 1,00
Corynebacterium_1 0014 0001 0001 -1251 1,00 1,00 2131 100 1,00 -0,880 1,00 1,00
Enterobacteriaceae# 49,654 57,344 50,121 1,075 0,22 1,00 0,336 0,59 1,00 -0,739 0,31 1,00
Enterococcus 0239 0970 1154 0932 022 1,00 -0,107 085 1,00 1,039 008 050
Escherichia-Shigella 6198 0005 4319 -1,708 1,00 1,00 1145 000  0,02* 2,853 100 1,00
Haemophilus 0024 0005 0302 -5086 047 1,00 -1,287 0,77 1,00 3799 017 080
Lactobacillus 0,011 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- --
Proteus - - 2,628 - - - - - - - - -
Serratia 0015 3,026 0202 7,163 <0001 <0,001* 2,893 <0001 <0,001* -4,270  <0,001 <0,001*
Staphylococcus 2002 5973 0154 1,069 019 1,00 -0,802 020 0,59 1871 001 0,07
Streptococcus 0,068 000018 0156 -0586 0,68 1,00 0125 085 1,00 0711 054 1,00
Veillonella 1013 0011 8879  -1,031 037 1,00 0188 0,79 1,00 1220 021 085

Valores representam a porcentagem dos 15 principais géneros encontrados nas amostras fecais dos neonatos. Valor de P baseado no GAMLSS-BEZI (Generalized
Additive Models for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family). P (FDR): valor de P ajustado para tipo de parto (cesaria ou vaginal), idade gestacional

e uso de antibidtico (sim ou n&o). “Significancia < 0.05 apos valor ajustado.

Legenda: A (Grupo com menos de 50% de aleitamento), B (Grupo entre 50-75% de aleitamento), C (Grupo com mais de 75% de aleitamento). Estimate (valor do

teste), FDR (False Discover Rate), -- (auséncia do género bacteriano no periodo observado); # Familia Enterobacteriaceae.
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Tabela 18. Comparacao entre o0s principais géneros bacterianos intestinais observados em T3 (N=55)

. . _ <50%" 50-75%°% >75%° AXxB AxC BxC
+22 dias apés 0 nascimento - - -
(N=9)  (N=19) (N=27) Estimate P P (FDR) Estimate P P (FDR) Estimater P P (FDR)
Acinetobacter -- 0,097 0,025 -- -- -- -- -- -- -33,188 <0,001  0,04*
Bacteroides 0,040 0,008 0,034 0,289 0,81 1,00 0,577 0,74 1,00 0,288 0,89 1,00
Burkholderla-CgbaIIeronla- 0,087 0,044 _ 0,126 <0,001 <0,001* _ _ . _ . .
Paraburkholderia
Clostridium_sensu_stricto 1 9,638 24,219 26,837  -0,769 0,52 1,00 -0,859 0,48 1,00 -0,089 0,91 1,00
Corynebacterium_1 - - 0,003 - - -- - -- -- - -- -
Enterobacteriaceae# 16,054 47,970 33,799 0,965 0,33 1,00 0,004 1,00 1,00 -0,961 0,18 1,00
Enterococcus 0,472 0,069 0,200 -1,835 0,20 1,00 -0,606 0,63 1,00 1,229 0,03 0,25
Escherichia-Shigella 17,260 1,292 12,689  -1,921 0,09 1,00 0,183 0,85 1,00 2,105 0,01 0,11
Haemophilus -- 0,001 0,060 - - -- - -- -- -7,764 0,01 0,11
Lactobacillus - 11,022 - - - -- - -- -- - -- -
Proteus 0,359 - 1,795 - - -- 0,221  <0,001 <0,001* - -- -
Serratia 32,758 6,628 0,051 -5,046 1,00 1,00 -2,399 1,00 1,00 2,647 0,52 1,00
Staphylococcus 0,072 0,019 0,052 0,073 0,93 1,00 0,098 0,92 1,00 0,026 0,97 1,00
Streptococcus 0,656 3,039 0,958 3,066  <0,000  0,01* 2,654 0,01 0,23 -0,412 0,56 1,00
Veillonella 16,585 5,406 20,010 -0,355 0,71 1,00 0,253 0,80 1,00 0,608 0,42 1,00

Valores representam a porcentagem dos 15 principais géneros encontrados nas amostras fecais dos neonatos. Valor de P baseado no GAMLSS-BEZI (Generalized
Additive Models for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family). P (FDR): valor de P ajustado para tipo de parto (cesaria ou vaginal), idade gestacional

e uso de antibidtico (sim ou ndo). *Significancia < 0.05 apds valor ajustado.

Legenda: A (Grupo com menos de 50% de aleitamento), B (Grupo entre 50-75% de aleitamento), C (Grupo com mais de 75% de aleitamento). Estimate (valor do
teste), FDR (False Discover Rate), -- (auséncia do género bacteriano no periodo observado); # Familia Enterobacteriaceae.
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Figura 14. Relac&o dos principais géneros bacterianos observados nos grupos e nos tempos.

Legenda: TO (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias apds o nascimento), T2 (14 dias apds o nascimento), T3 (21 dias apds
0 nascimento), A (Grupo menos de 50%), B (Grupo entre 50-75%), C (Grupo mais de 75%).

Os géneros mais prevalentes nos grupos na variagdo do 1° ao 5° dia de vida (T0) foram
Staphylococcus, com maior abundancia no grupo <50% (15,00%); Veillonella, com maior
abundancia no grupo 50-75% (10,95%); Clostridium sensu stricto 1, com maior abundancia no
grupo <50% (9,88%), e Bacteroides, mais abundante no grupo <50% (14,90%). Além disso, a
familia Enterobacteriaceae (onde alguns géneros ndo foram diferenciados através da analise
realizada) apresentou grande prevaléncia em todos 0s grupos, com maior abundancia no grupo
50-75%. Apds a analise estatistica, somente a maior abundancia de Bacteroides apresentou
significancia estatistica em relacdo aos demais grupos (p=0,02), que ndo se manteve com o
valor de p ajustado (p=0,29 na compara¢do com o grupo 50-75% e p=0,42 em comparagdo com
0 grupo >75%). As demais analises ndo apresentaram significancia estatistica (Tabela 15). Na
comparagédo entre os grupos entre 6-11 dias de vida (T1) (Tabela 16), identificamos maior
abundancia de Bacteroides (18,57%), Corynebacterium 1 (14,03%) e Haemophilus (12,38%)
no grupo <50%, Staphylococcus (13,07%), Enterobacteriaceae (36,49%) e Proteus (6,77%) no
grupo 50-75% e Clostridium sensu stricto 1 (20,30%), Acinetobacter (8,29%) e Burkholderia-

Caballeronia-Paraburkholderia (10,71%) no grupo >75%. ApOs analise estatistica, 0s
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resultados ndo atingiram significancia estatistica. Vale ressaltar que a abundancia de
Escherichia-Shigella apresentou valores maiores no grupo <50% (7,84%) em relacdo ao grupo

>75% (2,30%) — p=0,02, mas o resultado significativo ndo se manteve apoés ajuste do valor de

p (p=0,22).

Em T2 (15 a 22 dias de vida) (Tabela 17), a maior abundancia foi de Enterobacteriaceae
em todos 0s grupos, com maior prevaléncia no grupo 50-75% (57,34%), mas sem significancia
nas comparac@es entre os grupos (p=1,00 para todas as comparacdes). Identificamos uma
abundancia significativamente maior de Bacteroides no grupo <50% (15,45%) na comparagao
com o grupo 50-75% (p<0,001) e na comparagdo com o grupo >75% (p<0,01). Adicionalmente,
observamos uma prevaléncia menor de Serratia no grupo <50% (0,015%) na comparagdo com
0 grupo 50-75% (p<0,001) e com o grupo >75% (p<0,001), e maior prevaléncia do mesmo
género no grupo 50-75% (3,02%) em comparacdo com o grupo >75% (0,20%) — p<0,001. A
abundancia de Staphylococcus foi significativamente maior no grupo 50-75% (5,97%) em
relacdo ao grupo >75% (0,15%) — p=0,01, mas a significancia ndo se manteve ap0s o ajuste do
valor de p(p=0,07).

Apo0s 0 22° dia de vida (T3) (Tabela 18), o género mais dominante no grupo <50% foi
Serratia (32,75%), enquanto no grupo 50-75% e >75% foi Enterobacteriaceae (47,97% e
33,79%, respectivamente), mas os resultados ndo atingiram significancia estatistica. Além
disso, identificamos uma maior abundancia de Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia
no grupo <50% em relagdo ao grupo 50-75% (0,087% e 0,044%, respectivamente — p<0,001).
No grupo 50-75%, observamos maior prevaléncia de Streptococcus em relagéo ao grupo <50%
(3,03% e 0,65%, respectivamente — p <0,01) e maior abundancia de Acinetobacter em relagéo
ao grupo >75% (0,097% e 0,025%, respectivamente — p=0,04). No grupo >75%, foi possivel
observar maior abundancia de Proteus em relacdo ao grupo <50% (1,79% e 0,35%,

respectivamente — p<0,001) e de Streptococcus (0,95% e 0,65%, respectivamente), mas o
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resultado ndo manteve a significancia estatistica (p=0,23). Adicionalmente, identificamos
maiores abundancias de Esterococcus, Escherichia-Shigella e Haemophilus no grupo >75% em
comparagdo com o grupo 50-75%, mas a significancia estatistica ndo se manteve com os valores

de p ajustado (p=0,25, p=0,11 e p=0,11, respectivamente).

Efeito do tempo em cada um dos grupos

A andlise para comparar o efeito do tempo nos principais géneros bacterianos do grupo
<50% pode ser observada na Figura 15 e Tabela 19. Podemos observar que, no T1 em relacédo
ao TO ocorreu aumento de Proteus (5,18% e 0,009%, respectivamente — p<0,01); 0 mesmo &
observado ao compararmos o T3 com o TO (0,35% e 0,009%, respectivamente — p<0,01).
Adicionalmente, ao observarmos o T3 em relacdo ao TO, observamos aumento de Serratia

(32,75% e 0,03%, respectivamente — p=0,03).
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Figura 15. Relacéo dos principais géneros bacterianos observados no grupo com menos de 50% de aleitamento considerando os momentos de
avaliagdo.

Legenda: TO (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias apds o nascimento), T2 (14 dias ap6s o nascimento), T3 (21 dias ap6s o
nascimento).
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Tabela 19. Comparacao entre o0s principais géneros bacterianos no grupo com menos de 50% de aleitamento com o passar do tempo (N=9)

Grupo com menos de 50% 1 - T3 TOxT1 TOXT2 TOXxT3

de aleitamento Estimate P P (FDR) Estimatte P P (FDR) Estimate P P (FDR)
Acinetobacter 0,034 0,084 0,058 -- 0,804 0,32 1,00 1,033 0,26 0,77 -- -- --
Bacteroides 14,905 18,572 15,454 0,040 -0,514 0,42 1,00 -0,416 0,63 1,00 -0,992 0,31 1,00
Burkholderia-Caballeronia- ) oy 19505 14838 0087 0617 044 1,00 1189 019 0,68 0327 081 1,00
Paraburkholderia

Clostridium_sensu_stricto 1 9,886 1,497 2,156 9,638 -0,169 0,78 1,00 0,049 0,93 1,00 1,207 0,13 1,00
Corynebacterium_1 0,024 14,036 0,014 -- 1,674 0,09 0,48 -0,013 0,99 1,00 -- -- --
Enterobacteriaceae# 34,796 15,776 49,654 16,0564 -0,746 0,21 0,88 1,070 0,10 0,47 -0,542 0,49 1,00
Enterococcus 0,177 0,029 0,239 0,472 -0,339 0,65 1,00 0,345 0,49 0,96 0,161 0,81 1,00
Escherichia-Shigella 2,114 7,849 6,198 17,260 0,877 0,24 0,97 0,924 0,16 0,65 1,416 0,09 1,00
Haemophilus 0,060 12,388 0,024 -- 0,474 0,57 1,00 -0,051 0,95 1,00 -- -- --
Lactobacillus 0,037 0,026 0,011 -- 0,062 0,93 1,00 -0,405 0,69 1,00 -- -- --
Proteus 0,009 5,187 - 0,359 7,217 <0,01 <0,01* -- -- -- 4,453 <0,01 <0,01*
Serratia 0,031 4,720 0,015 32,758 0,720 0,48 1,00 0,060 0,96 1,00 5,304 <0,01 0,03*
Staphylococcus 15,005 0,694 2,002 0,072 -0,427 0,50 1,00 -0,202 0,80 1,00 -0,852 0,28 1,00
Streptococcus 0,258 0,141 0,068 0,656 0,212 0,72 1,00 -0,545 0,32 0,77 0,065 0,93 1,00
Veillonella 4139 1,737 1,013 16,585 -0,164 0,80 1,00 -0,413 0,59 1,00 1,063 0,10 1,00

Valores representam a porcentagem dos 15 principais géneros mais abundantes em relacdo a todas as amostras fecais dos neonatos. Valor de P baseado no GAMLSS-
BEZI (Generalized Additive Models for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family). P (FDR): valor de P ajustado para tipo de parto (cesaria ou vaginal),
idade gestacional e uso de antibidtico (sim ou ndo). “SignificAncia < 0.05 apos valor ajustado.

Legenda: TO (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias apds o nascimento), T2 (14 dias ap0s 0 nascimento), T3 (21 dias ap0s 0 nascimento). Estimate (valor
do teste), FDR (False Discover Rate); -- (auséncia do género bacteriano no periodo observado); # Familia Enterobacteriaceae.
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Abundancia relativa

Os dados da comparacdo onde observamos o efeito do tempo nos principais géneros

bacterianos do grupo 50-75% pode ser observada na Figura 16 e Tabela 20. Podemos observar

que, no T1 em relacdo ao TO ocorreu aumento de Acinetobacter (0,88% e 0,33%,

respectivamente — p=0,05); também é possivel observar aumento na abundancia de Bacteroides

no mesmo periodo (p=0,02), mas a significancia ndo se mantém apos o ajuste para variaveis

confundidoras (p=0,27). Entre T2 e TO, observamos diminui¢do na abundancia de Bacteroides

(p=0,03), que ndo é mantida apo6s ajustes (p=0,91). Ja na comparacdo entre T3 e TO,

identificamos aumento de Lactobacillus (11,02 e 0,048%, respectivamente — p=0,01).
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Tabela 20. Comparacao entre 0s principais géneros bacterianos nos grupos com o passar do tempo (N=19)

Grypo entre 50-75% de T0 1 - T3 TOXxT1 TOXT2 TOX T3
aleitamento Estimate P P (FDR) Estimate P P (FDR) Estimate P P (FDR)
Acinetobacter 0,337 0,880 0,002 0,097 -1,699 <0001 0,05* -14,936 1,00 1,00 9,456 1,00 1,00
Bacteroides 0,893 5666 0,010 0,008 -4519 0,02 0,27 -4,946 0,03 0,91 -3,643 0,06 0,55
Burkholderia-Caballeronia- 5,17 4625 0381 0044 0163 074 1,00 0402 052 1,00 0596 034 1,00
Paraburkholderia

Clostridium_sensu_stricto_1 4,366 19,127 32,253 24219 0,130 0,87 1,00 -0,740 0,36 1,00 0,534 0,54 1,00
Corynebacterium_1 7567 0,254 0,001 @ -- 0,712 0,16 0,75 1,177 0,10 1,00 - - -
Enterobacteriaceae# 41,175 36,495 57,344 47,970 0,333 0,45 1,00 -1,155 0,31 1,00 0,050 0,94 1,00
Enterococcus 2,149 0,487 0,970 0,069 -0,161 0,75 1,00 -0,341 0,72 1,00 -0,474 0,70 1,00
Escherichia-Shigella 1,849 6,264 0,005 1,292 -0,449 0,37 1,00 0,947 0,27 1,00 0,520 0,39 1,00
Haemophilus 0,106 0,093 0,005 0,001 0124 0,78 1,00 0,332 0,68 1,00 0,690 0,27 1,00
Lactobacillus 0,048 0,002 - 11022 -1,029 0,13 0,69 -- -- - 8,177  <0,001  0,01*
Proteus 0,054 6,774  -- - -0,218 0,65 1,00 - - - - - -
Serratia 0,074 3544 3026 6628 -0,314 0,37 1,00 0,202 0,84 1,00 -1,967 0,06 0,55
Staphylococcus 8,639 13078 5973 0019 -0529 0,44 1,00 -0,366 0,75 1,00 -0,197 0,80 1,00
Streptococcus 0,737 0,947 0,000 3,039 -0452 0,26 1,00 -0,470 0,66 1,00 1,106 0,03 0,41
Veillonella 10,957 1,343 0,011 5406 -0,823 1,00 1,00 -0,364 0,75 1,00 -3,265 1,00 1,00

Valores representam a porcentagem dos 15 principais géneros mais abundantes em relacdo a todas as amostras fecais dos neonatos. Valor de P baseado no GAMLSS-
BEZI (Generalized Additive Models for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family). P (FDR): valor de P ajustado para tipo de parto (cesaria ou vaginal),
idade gestacional e uso de antibidtico (sim ou ndo). “SignificAncia < 0.05 apos valor ajustado.

Legenda: TO (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias apds o nascimento), T2 (14 dias ap0s 0 nascimento), T3 (21 dias ap0s 0 nascimento), Estimate (valor
do teste), FDR (False Discover Rate); -- (auséncia do género bacteriano no periodo observado); # Familia Enterobacteriaceae.
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A analise para comparar o efeito do tempo nos principais géneros bacterianos do grupo
>75% pode ser observada na Figura 17 e Tabela 21. Podemos observar que, no T1 em relagéo
ao TO ocorreu aumento consideravel nos géneros Acinetobacter e Clostridium sensu stricto 1,
e diminuicdo consideravel em Enterobacteriaceae, Veillonella e Lactobacillus, porém os
resultados ndo foram estatisticamente significativos. Entre T2 e TO, observamos aumento
significativo na abundéancia de Proteus (2,62% e 0,05%, respectivamente - p<0,001), além de
aumento em Clostridium sensu stricto 1 (p=0,03) e Escherichia-Shigella (p=0,02), que ndo se
mantém apds ajustes (p=0,58 para ambos o0s testes). J& na comparacdo entre T3 e TO,
identificamos aumento significativo de Proteus (1,79% e 0,05%, respectivamente - p<0,001) e

de Escherichia-Shigella (12,68% e 2,06%, respectivamente - p=0,03).
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Figura 17. Relagéo dos principais géneros bacterianos observados no grupo com mais de 75% de aleitamento considerando os momentos de
avaliagdo.
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Legenda: TO (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias apds o nascimento), T2 (14 dias apdés o nascimento), T3 (21 dias ap6s o
nascimento).
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Tabela 21. Comparacao entre o0s principais géneros bacterianos no grupo com mais de 75% de aleitamento com o passar do tempo (N=27)

Grupo com mais de 75% L 1 - T3 TOxT1 TOXT2 TOXxT3

de aleitamento Estimate P P (FDR) Estimatte P P (FDR) Estimate P P (FDR)
Acinetobacter 0542 8290 07241 0025 0400 034 0,83 0035 0,95 1,00 0,101 0,90 1,00
Bacteroides 1,607 3,151 0,010 0,034 -0311 0,38 0,83 -0,858 0,17 1,00 -0,536 0,27 1,00

Burkholderia-Caballeronia-

. 8,321 10,717 0,008 -- 0,324 0,64 0,91 -1,182 0,24 1,00 -- -- --
Paraburkholderia
Clostridium_sensu_stricto_ 1 6,167 20,301 31,202 26,837 0,297 0,44 0,86 0,947 0,03 0,58 0,653 0,19 1,00
Corynebacterium_1 0,011 0,240 0,001 0,003 -0,069 0,92 1,00 -0,391 0,75 1,00 -0,396 0,77 1,00
Enterobacteriaceae# 40,423 27,627 50,121 33,799 -0,524 0,17 0,77 0,160 0,71 1,00 -0,319 0,52 1,00
Enterococcus 0,275 1,613 1,154 0,200 0,237 0,52 0,89 -0,188 0,63 1,00 0,113 0,82 1,00
Escherichia-Shigella 2,068 2,304 4,319 12,689 -0,432 0,25 0,80 1,431 0,02 0,58 1,408 <0,001 0,03*
Haemophilus 1,014 1,020 0,302 0,060 -0,313 0,48 0,89 0,447 0,48 1,00 -0,163 0,80 1,00
Lactobacillus 4,730 0,005 -- - -0,772 0,40 0,83 -- -- -- -- -- --
Proteus 0,059 0,134 2,628 1,795 0,060 0,90 1,00 4,125 <0,001 <0,001* 2,520 <0,001 <0,001*
Serratia 4,844 4973 0,202 0,051 0,289 0,65 0,91 -0,065 0,94 1,00 -0,043 0,96 1,00
Staphylococcus 10,047 9,929 0,154 0,052 -0,052 0,88 1,00 -0,638 0,13 1,00 -0,583 0,35 1,00
Streptococcus 0,934 1,503 0,156 0,958 -0,360 0,30 0,83 -0,417 0,31 1,00 0,183 0,67 1,00
Veillonella 5,257 0,410 8,879 20,010 -0,365 0,39 0,83 0,003 1,00 1,00 0,474 0,30 1,00

Valores representam a porcentagem dos 15 principais géneros mais abundantes em relacdo a todas as amostras fecais dos neonatos. Valor de P baseado no GAMLSS-
BEZI (Generalized Additive Models for Location, Scale and Shape with a zero inflated beta family). P (FDR): valor de P ajustado para tipo de parto (cesaria ou vaginal),
idade gestacional e uso de antibidtico (sim ou ndo). “SignificAncia < 0.05 apos valor ajustado.

Legenda: TO (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias apds o nascimento), T2 (14 dias ap0s 0 nascimento), T3 (21 dias ap0s 0 nascimento), Estimate (valor
do teste), FDR (False Discover Rate); -- (auséncia do género bacteriano no periodo observado); # Familia Enterobacteriaceae.
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6.3.4. Alfa Diversidade

Os resultados dos indices de alfa diversidade nos grupos em relacdo ao tempo podem
ser observados na Tabela 22 e na Figura 18. Em relacdo ao indice de riqueza de Chaol,
observamos aumento significativo na comparacdo entre o TO em relacdo a todos 0s outros
tempos de analise (p=0,03). Na comparacdo em grupo e tempo para o indice de diversidade de
Shannon, nédo foi possivel observar diferenca significativa na amostra observada. O mesmo
ocorreu na analise do indice de Simpson, onde a variacdo nao uniforme do indice ao longo do
tempo ndo permitiu a deteccao de diferencas significativas.

Na avaliacdo do indice de diversidade filogenética de Faith, foi possivel observar
diminuicdo significativa na comparacdo entre o TO em relacdo a todos os outros tempos de
analise (p=0,01). Na interacdo entre grupo e tempo, ndo houve diferencas entre grupos no TO,
porém observamos que todos os grupos apresentaram diminuicao significativa entre TO e T1

(grupo <50% p=0,043; grupo 50-75 p=0,003; grupo >75% p=0,019).
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Tabela 22. indices de Alfa diversidade considerando a interagio entre grupo/tempo (N=55).

Meédia + erro padrio

Teste de efeitos do modelo

) Tempo Interagdo
indices Menos que 50% Entre 50-75%  Maior que 75% Wald Chiz Wald Chi-
(N=9) (N=19) (N=27) DF P
Square Square
Chaol 8.775 3 0,03* 14.008 11 0,23
TempoO 18,18 + 3,06 13,78 £1,20 14,74 £ 1,73
Tempol 11,55+4,02 10,21 £ 0,90 11,44 £ 0,81
Tempo2 11,63+ 3,72 8,95 + 0,86 8,43+ 0,65
Tempo 3 - 8,11+ 1,26 11,04 £ 0,86
Shannon 1.026 3 0,79 10.065 11 0,52
TempoO 1,36 +0,20 1,12+ 0,14 1,21 + 0,08
Tempol 1,11+0,40 1,17 £ 0,07 1,16 + 0,07
Tempo2 1,36 +0,26 0,89+0,12 1,15+ 0,10
Tempo 3 -- 1,11 +0,17 1,40+ 0,14
Simpson 0,323 3 0,95 9.647 11 0,56
Tempo0O 0,63+0,05 0,55 + 0,06 0,62 £ 0,02
Tempol 0,47+x0,18 0,60 £ 0,02 0,59 £ 0,02
Tempo2 0,64+0,06 0,48 £ 0,04 0,60 £ 0,04
Tempo 3 -- 0,55+ 0,08 0,64 + 0,07
IDF Faith 11.107 3 0,01* 58.680 11  <0,001*
Tempo0 1,60+0,23 1,26 + 0,06 1,27 £ 0,10
Tempol 0,97+0,39 0,96 + 0,08 1,00 + 0,06
Tempo2  0,91+0,39 0,79 £ 0,06 0,76 £ 0,04
Tempo 3 -- 0,73+ 0,07 0,91+ 0,05
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Legenda: DF (Grau de Liberdade), Tempo O (primeira amostra ap0s o nascimento), Tempo 1 (7 dias apds o nascimento), Tempo
2 (14 dias ap6s o nascimento), Tempo 3 (21 dias apds o nascimento), IDF Faith (indice de Diversidade Filogenética de Faith), --
(apenas duas criancas do grupo com menos que 50% permaneceram internadas até o T3).

O valor de P é derivado da analise com o Generalized Estimating Equations (GEE), no qual os modelos foram avaliados com
distribuicéo linear. * Significancia confirmada com o pos-teste de Sidak. Todos os indices foram ajustados para tipo de parto
(cesaria ou vaginal), idade gestacional e uso de antibi6ticos (sim ou n&o).
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Figura 18. Indices de Alfa diversidade entre os grupos nos tempos.

Legenda: TO (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias ap6s o nascimento), T2 (14 dias ap6s o nascimento), T3 (21 dias
apds 0 nascimento).
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6.3.5. Beta Diversidade
Os resultados em relacao a beta diversidade nas amostras de fezes dos recém-nascidos
prematuros podem ser observados nas Tabelas 23 e 24 e nas Figuras 19 e 20. Na anélise de
coordenadas principais (PCoA) considerando a diferenca entre grupos (Figura 19 e Tabela 23),
somente observamos diferencas na analise ndo ponderada entre os grupos no T2 (p<0,05). Para
as demais analises, ndo observamos diferencas na estrutura filogenética entre 0s grupos ao

longo do tempo, tanto na analise ponderada quanto na analise ndo ponderada.

Tabela 23. Anélise da Beta diversidade nas amostras fecais considerando a diferenca entre 0s
grupos (A, B e C) nos tempos.

Comparacéo entre 0s grupos F R? P
TO
Ponderado 0,54436 0,031938 0,904
Né&o ponderado 0,66605 0,038801 0,84
T1
Ponderado 0,67714 0,03356 0,724
Né&o ponderado 1,1797 0,057048 0,277
T2
Ponderado 0,9829 0,0729 0,395
N&o ponderado 1,8955 0,13168 <0,05*
T3
Ponderado 0,36397 0,041062 0,856
N&o ponderado 0,80889 0,086894 0,689

Valores baseado na analise de PERMANOVA.

Legenda: A (Grupo com menos de 50% de aleitamento), B (Grupo entre 50-75% de
aleitamento), C (Grupo com mais de 75% de aleitamento). TO (amostra coletada no dia do
nascimento), T1 (7 dias apds o nascimento), T2 (14 dias ap6s 0 nascimento), T3 (21 dias apds
0 nascimento).
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P=0.856 P=0.689

Grupos
{ Menos de 50%
) Entre 50-75%
() Mais de 75%

Figura 19. Beta diversidade entre os grupos nos tempos.

Legenda: TO (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias ap6s o nascimento), T2 (14 dias ap6s o nascimento),
T3 (21 dias ap6s o nascimento), A — andlise ponderada, B — analise ndo ponderada.
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Na andlise de beta diversidade ao longo do tempo dentro de cada grupo (Figura 20 e

Tabela 24), observamos em todos os grupos diferencas significativas na composi¢do da

comunidade em cada um dos tempos, porém somente na analise ndo ponderada (grupo <50%

p=0,039; grupo 50-75 p=0,002; grupo >75% p<0,001).

Tabela 24. Andlise de beta diversidade nas amostras fecais considerando a diferenga ao longo

do tempo, dentro dos grupos (A, B e C).

Comparacéo dentro dos

F R? P
grupos
Menos de 50% (A)
Ponderado 0,81379 0,10879 0,661
N&o ponderado 1,8381 0,21612 0,039*
Entre 50-75% (B)
Ponderado 0,51913 0,045067 0,905
Né&o ponderado 2,3277 0,17465 0,002*
Mais do que 75% (C)
Ponderado 1,7793 0,088467 0,056
N&o ponderado 5,4644 0,22962 <0,001*

Valores baseado na analise de PERMANOVA.

Legenda: A (Grupo com menos de 50% de aleitamento), B (Grupo entre 50-75% de
aleitamento), C (Grupo com mais de 75% de aleitamento). TO (amostra coletada no dia do
nascimento), T1 (7 dias ap6s o nascimento), T2 (14 dias ap6s o0 nascimento), T3 (21 dias ap6s o

nascimento).
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Figura 20. Beta diversidade nos grupos e nos tempos.

Legenda: TO (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias ap6s o nascimento), T2 (14 dias apds o nascimento), T3 (21
dias ap6s o nascimento) , A — analise ponderada, B — analise ndo ponderada.
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6.3.6. Analise de IgA total nas fezes
Os resultados em relacdo a dosagem de IgA total nas amostras de fezes dos recém-
nascidos prematuros podem ser observados na Figura 21 e na Tabela 25. E possivel observar
que houve aumento significativo no nivel de IgA com o passar do tempo, independente do
grupo (p<0,001). Na analise de interacdo entre grupo e tempo, foi possivel observar que houve

uma tendéncia de significancia (p=0,059).

Tabela 25. Nivel de IgA encontrado nas amostral de fezes dos neonatos com o passar do tempo.

Grupo Grupo entre Grupo >75% Tempo Interacdo
Tempo N <oOvde N 50-75% de dealeitamento  Wald® P Wald® P
IgA 21.002 <0,001* 10.648 0.059
TO 5 145+041 9 200x045 12 1,84+0,74
Tl 5 306+177 8 332084 17 6,33+1,03
T2 4 248%116 1 -- 12 6,49+ 121
T3 3 255120 7 576+0,98 5 5,03+1,30

Valores apresentados como porcentagem média + erro padrdo. IgA (Imunoglobulina A), N (nimero de
amostras por grupo em cada tempo), TO (primeira amostra apés o nascimento), T1 (7 dias ap6s o
nascimento), T2 (14 dias ap6s 0 nascimento), T3 (21 dias apds o nascimento), -- (N amostral insuficiente
para realizacdo de calculo estatistico);  Wald Chi-Square.
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Figura 21. Nivel de IgA total nos grupos e nos tempos.

Legenda: IgA (Imunoglobulina A), TO (amostra coletada no dia do nascimento), T1 (7 dias apds o
nascimento), T2 (14 dias apds o nascimento), T3 (21 dias apds o nascimento).
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7. DISCUSSAO

O inicio da vida e os fatores envolvidos nesta etapa sdo de extrema relevancia para o
desenvolvimento de recém-nascidos, sejam prematuros ou a termo. Hoje em dia sabe-se que 0
ganho de peso, a alimentacdo e também o tipo de parto da gestante influenciam diretamente na
salde do recém-nascido. Neste sentido, a amamentacdo participa no desenvolvimento do
sistema imune e também na colonizacdo do trato gastrointestinal dos recém-nascidos, através
das bactérias presentes no leite materno e oligossacarideos. Neste contexto, a importancia do
leite materno para a salde de recém-nascidos j& foi bem documentada. Entretanto, neonatos
prematuros muitas vezes ndo conseguem ser amamentados, pois precisam ficar internados em
unidades de terapia intensiva e a alimentacédo oral é limitada.

O leite materno é considerado um dos alimentos mais completos, sendo a primeira
escolha para a nutricdo de recém-nascidos, exceto em raras situacdes. Apresenta em sua
composicdo proteina, células imunes, incluindo IgA, lactoferrina, leucécitos e fatores de
crescimento. Além disso, contém comunidades microbianas complexas que se acredita
colonizar o trato gastrointestinal de bebés e, assim, moldar a salde a curto e a longo prazo
(DZIDIC et al., 2020; FITZSTEVENS et al., 2017; LACKEY et al., 2019; TOGO et al., 2019).
No entanto, a compreensdo da microbiota do leite materno € geralmente derivada de maes
saudaveis de bebés nascidos a termo, o que ndo pode ser transferido para estudos com maes de
prematuros, visto que essas mulheres frequentemente apresentam dificuldade em produzir leite
materno, seja por complicacGes associadas ao parto prematuro, estresse psicossocial, retardo da
lactogénese e até mesmo a separacao materno-infantil por longos periodos (LAU, 2018). Sendo
assim, é relevante estudos que avaliem a composicdo do leite materno de maes de recém-
nascidos prematuros.

Em nosso estudo, os principais géneros encontrados nas amostras de leite materno foram

Staphylococcus, Corynebacterium 1 e Streptococcus. Staphylococcus, 0 género mais abundante
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nesta amostragem, aumentou no decorrer do tempo e o mesmo pode ser observado com o
género Streptococcus. Por outro lado, o género Corynebacterium 1 diminuiu ao longo do
tempo. Além disso, observamos que os géneros Lactobacillus e Rothia, presentes no colostro
dos trés primeiros dias (TO), diminuem significativamente apds esse periodo e voltam a
aumentar entre 7 e 10 dias apds o parto. No entanto, trata-se de géneros com abundancia inferior
a 1% neste estudo, o que pode estar associado a grande individualidade e variabilidade na
composicao do leite materno nos primeiros dias de vida.

Diversos estudos identificaram Staphylococcus e Streptococcus como 0s géneros mais
abundantes na microbiota do leite humano (HUNT et al., 2011; JIMENEZ et al., 2015;
MOOSSAVI et al., 2019; PADILHA et al., 2019), apesar de serem feitos com maes de recém-
nascidos a termo e utilizarem metodologias diferentes. Adicionalmente, o género
Corynebacterium também foi reportado em outros estudos (CABRERA-RUBIO et al., 2012;
JOST et al., 2014; MURPHY et al., 2017). Em 2020, Asbury e colaboradores realizaram um
estudo para caracterizar a microbiota do leite materno de 86 maes de bebés prematuros nas
primeiras 8 semanas pos-parto, observando como caracteristicas maternas, incluindo o IMC
pré-gestacional e o tipo de parto, estdo associadas a mudanca temporal da microbiota do leite
materno. Como resultado, observaram que Staphylococcus foi 0 género mais predominante
identificado nas amostras ao longo das semanas (ASBURY et al., 2020). Outros estudos com
leite materno de mées de prematuros mostraram alta abundéncia de Staphylococcus,
particularmente no primeiro més apds o parto (BIAGI et al., 2018; CACHO et al., 2017;
URBANIAK et al., 2016). Da mesma forma, o aumento da abundancia de Streptococcus foi
relatado no leite prematuro apds o inicio da amamentacao direta (BIAGI et al., 2018).

Estudo publicado por Ruiz e colaboradores em 2019 avaliou a composi¢do do pré-
colostro, coletado de gestantes a termo antes do nascimento, e observaram que Staphylococcus

e Streptococcus foram os géneros mais abundantes nessas amostras (RUIZ et al., 2019). Essas
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bactérias normalmente estdo presentes na pele e na microbiota oral, e a hipdtese mais aceita
para a presenca destas bactérias no leite materno seria de um fluxo retrégrado das bactérias
presentes na pele da puérpera e/ou da cavidade oral do recém-nascido, contribuindo para o
estabelecimento da microbiota do leite materno (JEURINK et al., 2013); porém, os achados
presentes neste recente estudo (RUIZ et al., 2019) contestam tal hipdtese, pois as amostras
foram coletadas antes do parto, ou seja, sem contato prévio com a microbiota oral do recém-
nascido, sendo também realizada assepsia da auréola e mamilo com solucéo de clorexidina.
Em nosso estudo, as maes participantes ndo tiveram contato com a microbiota oral dos recém-
nascidos durante o periodo de coleta e ndo foi realizada assepsia do mamilo e auréola por ndo
fazer parte da rotina adotada na maternidade. De fato, os perfis microbianos nessas amostras
coletadas sem assepsia prévia do mamilo e auréola refletem as praticas clinicas do mundo real
e capturam com mais precisdo a composicdo bacteriana do leite que um bebé prematuro
consumiria (ASBURY et al., 2020).

Visto a importancia do leite materno para a nutricdo de recém-nascidos prematuros,
praticas como a colostroterapia, neste sentido, auxiliam no desenvolvimentoda imunidade e
na colonizacdo oral desta populacdo. Estudos recentes demonstraram que a colostroterapia é
uma pratica segura (SNYDER et al., 2017) que diminui o tempo de internagdo (ROMANO-
KEELER et al., 2017) e o risco para o desenvolvimento de enterocolite necrosante
(GAROFALO; CAPLAN, 2019).

Nas amostras de saliva coletadas dos recém-nascidos prematuros, observamos que no
primeiro dia de vida os grupos apresentaram maior diversidade dos géneros bacterianos, sem
grande predominio de nenhum género especifico, como pode ser observado nos resultados dos
indices de alfa diversidade. Apés a colostroterapia (T1 — 7° dia) observamos que houve aumento
de Staphylococcus em ambos os grupos em relagdo ao TO. Este resultado corrobora o conceito

da transferéncia das bactérias do leite materno para o recém-nascido, visto que o género mais
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abundante observado nas amostras de leite materno foi Staphylococcus. Dentro desse contexto,
a microbiota oral tem papel importante para contribuir com a colonizacdo da microbiota
intestinal, sendo passagem obrigatdria para que o leite materno atinja o trato gastrointestinal
(BIAGI et al., 2018). A microbiota oral de recém-nascidos saudaveis e a termo geralmente é
dominada por Streptococcus e Staphyloccocus e pode apresentar em menores proporcdes
géneros como Gemella, Actinomyces e Veillonella (SAMPAIO-MAIA; MONTEIRO-
SILVA, 2014). A cavidade oral esta constantemente exposta ao meio ambiente, sofrendo
variacOes a todo 0 momento, juntamente com a constante producao de saliva que cria um fluxo
continuo. Dessa forma, a formacdo de biofilme na superficie oral facilita a colonizacéo e
formacéo da microbiota oral (KOLENBRANDER et al., 2010).

Além de Staphylococcus, um dos géneros mais abundantes observados nas amostras
desta populacdo de recém-nascidos foi Streptococcus, desde o primeiro dia de vida, mas
principalmente ao 21° de vida, onde ocupa metade da abundancia relativa observada em ambos
0s grupos, se tornando o género mais prevalente nesse ambiente. Os Streptococcus presentes
na mucosa oral s&o conhecidos como um dos principais grupos de colonizadores iniciais e sua
adesdo a cavidade oral promove o estabelecimento de colonizadores posteriores, por sua
producdo de polissacarideos e adesinas (KOLENBRANDER et al., 2010). Evidéncias mostram
que existe semelhanca na composicao da microbiota oral e da microbiota intestinal de recém-
nascidos, 0 que sugere que as bactérias que ndo conseguem aderir a superficie oral e sdo
deglutidas participam da colonizacdo intestinal (COSTELLO et al., 2013; DING; SCHLOSS,
2014).

Especificamente para prematuros, poucos foram os estudos que avaliaram o
desenvolvimento da microbiota oral desta populacéo, a maioria através de métodos de cultura.
Estudo realizado por Hendricks-Mufioz e colaboradores (2015) com recém- nascidos

prematuros, observou que a microbiota oral ap6és 1 més de vida era dominada pelo género
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Streptococcus, associando a presenca de outros géneros bacterianos com o contato pele-a-pele
ap6s o nascimento (HENDRICKS-MUNOZ et al., 2015); no entanto, o estudo ndo observou o
efeito da amamentacéo ou da colostroterapia.

Estudo realizado por Sohn et al. (2015) avaliou o efeito da administracdo oral da
colostroterapia na microbiota oral de recém-nascidos de muito baixo peso. Como resultado,
observaram diferenca na microbiota oral do nascimento até o 4° dia de vida, com prevaléncia
da familia Moraxellaceae ao nascimento e da familia Planococcaceae apds a colostroterapia.
No grupo que ndo realizou colostroterapia, observaram maior abundancia da familia
Staphylococcaceae no 4° dia de vida (SOHN et al., 2016). No entanto, este estudo néo avaliou
a composi¢do da microbiota do colostro administrado e apenas considerou os resultados a nivel
filogenético de familia. Resultados contrastantes foram observados no nosso estudo, onde o
género mais abundante em ambos os grupos foi Staphylococcus, que pertence a familia
Staphylococcaceae. As diferencas encontradas podem ser pela metodologia utilizada ou devido
a alguma caracteristica especifica da populacdo. No estudo de Ruiz e colaboradores foi
observada, além da composicdo do pré-colostro, a microbiota oral dos recém-nascidos 5 a 7
dias apds o nascimento. Como resultado, observaram Staphylococcus e Streptococcus como 0s
géneros mais abundantes na microbiota oral dos recém-nascidos (RUIZ et al., 2019), o que vai
de encontro com os achados do presente trabalho.

Ao 7° dia de vida, no grupo que fez uso de colostroterapia foi encontrado aumento nos
géneros Bifidobacterium e Bacteroides, ambos conhecidos como colonizadores iniciais da
microbiota intestinal. Espécies de Bifidobacterium séo responsaveis pela metabolizacdo de
oligossacarideos (WARD et al., 2006), componentes importantes para uma colonizagéo
saudavel no ambiente intestinal, e Bacteroides sdo responsaveis pela quebra de moléculas
complexas dentro do intestino, ajudando o sistema imune contra possiveis patdgenos

(GREGORY et al.,, 2015). Em nossa amostra, foi possivel observar que tais géneros
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colonizaram de maneira transitoria o ambiente oral. Este achado pode se dar ao fato de que, em
nossa populacdo, os neonatos do grupo colostroterapia receberam grande quantidade de
estimulo oral na primeira semana de vida, enquanto o grupo controle apresentou baixa
proporcao de estimulo oral durante todo o periodo de internacéo.

No periodo apos a colostroterapia, observamos aumento de Neisseria e Haemophilus no
grupo que realizou colostroterapia. No grupo controle, identificamos aumento significativo de
Gemella no T3 (21° dia de vida). Neisseria, Haemophilus e Gemella sdo géneros bacterianos
comumente identificados na microbiota oral, seja em recém-nascidos ou em populacées adultas.
No entanto, tais géneros ndo foram reportados no trabalho realizado por Young et al. (2020)
com 7 recém-nascidos prematuros extremos (idade gestacional média de 23,6 semanas), o qual
identificou maior abundéncia de Staphylococcus e Escherichia-Shigella na 3-4 semana de vida
(YOUNG et al., 2020).

Romano-Keeler e colaboradores, em 2017, realizaram estudo com recém-nascidos
prematuros (<32 semanas completas de gestacdo) para observar o efeito de um ‘priming’ de
colostro oral, protocolo que consistiu na administracdo de 100uL de colostro da prépria mae
em cada bochecha a cada 6 horas por 5 dias, iniciando nas primeiras 48 horas de vida
(ROMANO-KEELER et al., 2017). Em seus resultados, observaram que ndo houve diferenca
entre 0s grupos no indice de Shannon, mas que a diversidade diminuiu ao longo do tempo, entre
0 1° e 0 30° dia de vida. Adicionalmente, ndo observaram diferencas na beta diversidade em
relacdo ao tratamento, mas identificaram que o perfil da comunidade muda ao longo do tempo
(ROMANO-KEELER et al., 2017). Resultados semelhantes foram observados em nosso
estudo, no qual os indices de alfa diversidade diminuiram entre 0 1° e o0 7° dia de vida, 0 que se
estendeu até 0 21° dia de vida. Além disso, ndo observamos diferengas entre os grupos na analise
da beta diversidade, mas foi possivel constatar o efeito do tempo no perfil filogenético das

amostras orais.
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Como mencionado, o leite materno apresenta grande importancia para a colonizagao
saudavel ndo s6 da cavidade oral, mas principalmente do intestino, visto que promove um
estado de ativacdo imune importante para o equilibrio e interacdo dos microrganismos com o
epitélio intestinal (GROER et al., 2015). No caso de recém-nascidos prematuros, além da
ativacdo imune, também contribui para a integridade da barreira intestinal, que ainda é imatura
(STOCKINGER; HORNEF; CHASSIN, 2011). Estes bebés costumam apresentar uma
microbiota intestinal caracterizada por baixa diversidade microbiana e alta abundancia de
bactérias potencialmente patogénicas (UNGER et al., 2015); embora isso seja parcialmente
consequéncia do trato gastrointestinal e sistema imune imaturo do bebé, praticas como o uso
frequente de antibidticos e o isolamento em incubadoras podem agravar ainda mais a microbiota
intestinal (HARTZ; BRADSHAW; BRANDON, 2015; UNGER et al., 2015) e assim interferir
no desenvolvimento saudavel dos neonatos prematuros. Neste contexto, bebés prematuros
tendem a apresentar composicdo bem diferente da observada em bebés a termo, considerando
o tempo internados em UTINN e as intervencdes médicas. Dessa forma, reducdo da diversidade
da microbiota intestinal e aumento em patdgenos potenciais, como Enterobacteriaceae e
Proteobacteria sdo comumente observados em recém-nascidos prematuros (STEWART et al.,
2017). De fato, neste estudo observamos nas amostras dos primeiros dias de vida alta
abundancia da familia Enterobacteriaceae em todos 0s grupos, além da presenca de géneros
como Staphylococcus, Veillonella, Clostridium sensu stricto 1 e Bacteroides, com abundancia
variada em cada um dos grupos.

Aproximadamente apds uma semana de vida, identificamos mudanca na dindmica da
microbiota intestinal, onde os principais géneros em relacdo ao TO s&o mantidos, mas ocorrem
variagOes nas proporgdes em cada um dos grupos. Por exemplo, as maiores mudancas foram
observadas no grupo que recebeu menos de 50% de leite materno na primeira semana de vida

(<50%), onde € possivel observar aumento de Bacteroides, Corynebacterium 1, Burkholderia-
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Caballeronia-Paraburkholderia e Haemophilus, enquanto os demais grupos apresentaram
aumento de Clostridium sensu stricto 1 e mantiveram altas proporcGes de Enterobacteriaceae.
Além disso, O grupo que recebeu mais de 75% de alimentacdo com leite materno na primeira
semana de vida apresentou aumento de Acinetobacter neste mesmo periodo. O género
Clostridium sensu stricto 1 inclui mais de 20 espécies, sendo que algumas delas apresentam
potencial patogénico e outras possuem caracteristicas comensais (WIEGEL; TANNER;
RAINEY, 2006). Estudos ja observaram que bebés que realizaram dieta mista a base de leite
materno ou leite pasteurizado, apresentaram bactérias da familia Clostridiaceae (CONG et al.,
2017; DAHL et al., 2018).

Dentro desse contexto, estratégias tém sido desenvolvidas para melhorar a tolerancia
alimentar e a saude intestinal de recém-nascidos prematuros e, consequentemente, alterar a
composicdo microbiana do trato gastrointestinal. As intervencdes incluem o uso de probiéticos,
prebidticos e o uso de leite materno fresco ao invés das opg¢des de congeladas de leite matermo
ou leite de doadora (ALFALEH; ANABREES, 2014; ATHALYE-JAPE et al., 2014; MODI et
al., 2010; QUIGLEY; MCGUIRE, 2014; WESTERBEEK et al., 2010).

O leite de doadora pasteurizado é a alimentacdo preconizada para recém-nascidos
prematuros na auséncia do leite da prépria mée, ou quando as quantidades sdo insuficientes
(WHO, 2011). Acredita-se que o uso de leite pasteurizado de doadoras provavelmente apresenta
um impacto diferente na microbiota intestinal do bebé quando comparado ao leite cru da prépria
méde (GRANGER et al., 2021). As técnicas de pasteurizacdo por calor, incluindo a técnica
holder, frequentemente diminuem as concentracGes de IgA secretora (sIgA), lactoferrina,
lisozima, fatores de crescimento, vitaminas sollveis em agua e lipases. No entanto, 0S
oligossacarideos, lactose, fator de crescimento e vitaminas solUveis tendem a ndo a ser
reduzidos e o impacto sobre as citocinas é variavel (ARSLANOGLU et al., 2013). Neste

contexto, um estudo realizado em 2018 por Castro e colaboradores observou que a
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pasteurizacdo nao reduziu significativamente a quantidade de macronutrientes e conteudo
energético no leite materno; porém, o método de administracdo impactou significativamente a
entrega final de energia e gordura (CASTRO et al., 2019).

Considerando os fatores benéficos da administracdo do leite materno, neste estudo
escolhemos diferenciar os grupos de acordo com a porcentagem da administracdo de leite
materno na primeira semana de vida, podendo ser da propria méde (cru) ou de doadoras
(pasteurizado). Nesta amostragem, todos 0s grupos provenientes deste desenho apresentaram
dieta composta predominantemente por leite pasteurizado, mesmo o grupo que recebeu menos
de 50% de dieta com leite materno e permaneceu mais tempo em jejum na primeira semana de
vida.

Em nossa populacdo, observamos que os niveis de IgA total quantificado nas amostras
de fezes apresentou relacdo com a quantidade de leite materno recebido na primeira semana de
vida, visto que o grupo onde mais de 75% da dieta foi composta por leite materno apresentou
quantidades de IgA total maiores em comparacdo aos demais grupos a partir do 7° dia de vida.
Ao 22° dia de vida, o grupo que recebeu pelo menos 50% da dieta composta por leite materno
apresentou média equivalente ao grupo >75%, mas em ambos 0s grupos os valores
representavam mais do que o dobro da média observada no grupo <50%. A IgA secretora
(slgA) e produzida por células plasméticas na lamina propria e translocada para o limen
intestinal, onde se liga a bactérias patogénicas e promove a eliminagdo bacteriana. As bactérias
comensais sdo transferidas para o tecido linféide associado ao intestino, tanto ligadas como néo
ligadas a IgA e induzem a produgéo de slgA (GRANGER et al., 2021). O leite materno da
propria mée € a fonte primaria de sIgA no primeiro més de vida, o que molda a relacéo
hospedeiro-microbiota do bebé prematuro (GOPALAKRISHNA; HAND, 2020).

Considerando o efeito em longo prazo da administracdo de leite na abundancia relativa

desta populacdo, Ford e colaboradores (2019) realizam estudo com 125 recém-nascidos
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prematuros de muito baixo peso para comparar o desenvolvimento, crescimento e tolerancia
alimentar de acordo com o tipo de dieta: majoritariamente composta por leite da propria mae
ou majoritariamente composta por leite de doadora. Apds o curso de 6 semanas de estudo,
observaram que a diversidade da microbiota intestinal foi maior no grupo com dieta composta
por leite da propria mae. Adicionalmente, identificaram que na 42 e 62 semana de vida os bebés
alimentados com leite da propria mée apresentavam abundancia aumentada de géneros como
Bifidobacterium e Bacteroides, enquanto que os bebés alimentados com leite de doadora
apresentavam abundancia aumentada de Staphylococcus (FORD et al., 2019). Em nosso estudo,
apos o 22° dia de vida (T3), observamos que Staphylococcus se mostrou o género mais
abundante somente no grupo que recebeu menos de 50% de dieta com leite materno na primeira
semana de vida. Os demais grupos, 0s quais receberam maiores quantidades de leite materno
na primeira semana, apresentaram ao 22° dia abundancia aumentada da familia
Enterobacteriaceae e do género Clostridium sensu stricto 1.

Outro estudo, realizado por Butcher et al. (2018) observou que recém-nascidos de muito
baixo peso e amamentados exclusivamente com leite da prépria méde apresentavam uma
microbiota intestinal personalizada, com baixa abundéancia de Bifidobacterium. Além disso,
observaram que a riqueza (0 nimero de espécies em uma comunidade) diminuiu ao longo do
tempo, mas que a uniformidade (a medida de como estas espécies estdo distribuidas) aumentou
(BUTCHER et al., 2018). Neste trabalho, observamos diminuicdo em todos os indices ao longo
do tempo, principalmente no indice de riqueza de Chaol e na diversidade filogenética de Faith,
0s quais permaneceram reduzidos durante todo o periodo de coleta. Ja em relacdo a beta
diversidade, ndo encontramos diferencas entre os grupos, mas identificamos mudancas ao longo
do tempo, principalmente na analise ndo ponderada. Dessa forma, é possivel perceber como o
perfil filogenético é variavel ao longo do tempo, ndo sendo influenciado por géneros mais

abundantes.
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Poucos foram os estudos que avaliaram a ingestdo de proporcgdes de leite pasteurizado
no desenvolvimento da microbiota intestinal de recém-nascidos prematuros. Este modelo de
estudo é relevante por evidenciar um cenario factivel de maternidades com banco de leite
humano e que estimulam o aleitamento materno.

O presente estudo apresentou algumas limitacdes. O fato deste estudo ser observacional
e composto por uma amostra de conveniéncia ndo permitiu a divisao de grupos de maneira mais
clara nas amostras de fezes dos recém-nascidos; além disso, por esse motivo ndo conseguimos
apresentar grupos que fizeram uso exclusivo de leite cru ou de leite pasteurizado. Da mesma
forma, ndo foi possivel apresentar um grupo que somente recebeu colostroterapia com leite cru,
visto que é extremamente dificil controlar ou predizer a alimentacdo que serad oferecida para
recém-nascidos prematuros em uma UTINN. A perda de acompanhamento de algumas
amostras, assim como o0 pequeno tamanho amostral, sdo outros fatores que precisam ser citados,
visto que impactam o poder estatistico do estudo. Devido a pandemia de coronavirus, o

sequenciamento do transcriptoma das amostras de fezes ndo pode ser realizado.

81



8. CONCLUSAO

Nosso trabalho demonstrou que o leite materno de mées de recém-nascidos prematuros
apresenta composicdo que muda ao longo do tempo, com aumento de Staphylococcus e
Streptococcus e diminuicdo de Corynebacterium 1, porém sem diferenca estatistica.
Intervengdes como a colostroterapia possuem efeito benéfico sobre a microbiota oral de recém-
nascidos prematuros e sdo importantes para a colonizacéo inicial e transferéncia de bactérias,
como Staphylococcus, Bifidobacterium e Bacteroides, que auxiliam na manutencdo de um
ambiente saudavel para esta populacdo. Além disso, existe diferenca no perfil da microbiota
intestinal de recém-nascidos prematuros quando diferentes proporcdes de leite materno sao
oferecidas durante a primeira semana de vida, onde foi possivel identificar aumento de
Clostridium sensu stricto 1 e Enterobacteriaceae nos grupos que receberam maiores proporcoes
de leite materno. Foram identificados maiores niveis de IgA total nas amostras de fezes de
neonatos que receberam maiores proporcdes de leite materno nos primeiros sete dias de vida.
Adicionalmente, tanto a microbiota oral quanto a intestinal possuem comunidades microbianas

que sofrem acdo do tempo, além da dieta e protocolos administrados.
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Figura suplementar 1. Grafico Q-Q plot em relacdo aos residuos de aderéncia dos indices de alfa
diversidade para analise das amostras de leite materno.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo.

USP - FACULDADE DE
CIENCIAS FARMACEUTICAS Wm
DA UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo da microbiota de recém - nascidos submetidos a colostroterapia
Pesquisador: Carla Taddei de Castro Neves

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 76151717.0.0000.0067

Instituicao Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Séo Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.542.854

Apresentagao do Projeto:

A colonizagao inicial da microbiota intestinal humana é de suma importancia, desempenhando papel
fundamental no desenvolvimento imunolégico, nutricional, metabdlico e neurolégico. Recém-nascidos
prematuros e de baixo peso muitas vezes precisam permanecer internados em unidades de terapia
intensiva, e frequentemente a dieta enteral tréfica é limitada em consequéncia da imaturidade do sistema
digestivo ou estado clinico do recém-nascido. Dentro deste contexto, a colostroterapia € uma pratica segura,
viavel e bem tolerada até mesmo pelos menores prematuros. Evidéncias preliminares defendem o efeito da
colostroterapia em reduzir o tempo de alimentagao enteral total. Sendo assim, o objetivo deste projeto é
avaliar o estabelecimento da microbiota intestinal em neonatos prematuros submetidos a colostroterapia.
Para isso, sera realizado um ensaio clinico, longitudinal, onde serao recrutados 30 neonatos prematuros,
onde 15 serdo alocados no grupo que recebera colostro de origem direta (cru) e 15 serao alocados no grupo
que recebera colostro proveniente do banco de leite (pasteurizado). Serao coletadas amostras de fezes dos
neonatos, colostro materno e colostro do banco de leite no periodo de estudo (3 a 4 semanas), para analise
metagendmica das fezes e do leite e metatranscriptémica das fezes, além de dosagem de acidos graxos de

cadeia curta e IgA nas fezes e no colostro. Para analise estatistica, sera utilizado o teste linear geral (GLM),
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no software SPSS, com significancia de 5%. A hipotese do presente estudo € que a microbiota intestinal de
prematuros graves que receberem colostro materno cru apresentara diferengas, ou seja, sera melhor
modulada, quando comparados com prematuros graves que receberem colostro pasteurizado.

Objetivo da Pesquisa:
O presente estudo tem como objetivo avaliar o estabelecimento da microbiota intestinal em neonatos
prematuros submetidos a colostroterapia de origem direta (cru) e neonatos prematuros submetidos a

colostroterapia proveniente do banco de leite (pasteurizado).

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A colostroterapia € uma rotina ja realizada, e ndo implica em riscos para o recém-nascido. A pesquisa de
microbiota em pacientes submetidos a colostroterapia tera risco minimo.

Beneficios:

Os resultados da pesquisa poderdo evidenciar os beneficios da colostroterapia na microbiota de neonatos
prematuros. Desta forma, novas praticas terapéuticas poderao ser difundidas em centros neonatais, com

objetivo de modular positivamente a microbiota intestinal.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa € importante, pois os resultados poderao contribuir para a implementagao de terapias acessorias
no acompanhamento de recém-nascidos prematuros, objetivando a diminuigdo de intercorréncias clinicas

como a sepse.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
O TCLE foi corrigido conforme indicagéo e os termos substituidos por outros mais simples. Foi incluido o
termo "riscos minimos" conforme exigéncia da legislagdo e as anuéncias e outros documentos estao

corretos e inclusos na Plataforma.

Recomendagoes:

Sem recomendagdes e pendéncias.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoées:
O proponente cumpriu as exigéncias anteriores, logo considero o projeto aprovado.
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Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este CEP entende que o projeto esta em conformidade com a legislagéo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Qe

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 08/03/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 977792.pdf 21:50:57
TCLE / Termos de | TCLE_final.pdf 08/03/2018 [Carla Taddei de Aceito
Assentimento / 20:59:07 |Castro Neves
Justificativa de
Auséncia
Outros Carta_resposta.pdf 08/03/2018 [Carla Taddei de Aceito
20:58:28 [Castro Neves

TCLE / Termos de | TCLELeonorModeloFCF.pdf 07/03/2018 |Carla Taddei de Aceito

Assentimento / 19:40:42 |Castro Neves

Justificativa de

Auséncia

Outros Equipe.pdf 29/11/2017 |Carla Taddei de Aceito
08:37:46 | Castro Neves

Declaragao de Participacao_Andrea.pdf 06/09/2017 |Carla Taddei de Aceito

Pesquisadores 15:46:15 | Castro Neves

Outros Anuencia2_leonor.pdf 05/09/2017 |[Carla Taddei de Aceito
19:42:09 [Castro Neves

Outros Anuencia1_leonor.pdf 05/09/2017 |Carla Taddei de Aceito
19:41:20 [Castro Neves

Declaragao de Participacao_Ramon.pdf 23/08/2017 |Carla Taddei de Aceito

Pesquisadores 14:34:48 Castro Neves

Declaragédo de Participacao_Luana.pdf 23/08/2017 |Carla Taddei de Aceito

Pesquisadores 14:30:55 Castro Neves

Outros Anuencia_dep.pdf 23/08/2017 |Carla Taddei de Aceito
14:28:36 | Castro Neves

Projeto Detalhado / | Pj_colostro.pdf 23/08/2017 |Carla Taddei de Aceito

Brochura 14:26:50 |Castro Neves

Investigador

Folha de Rosto folha_de_rosto_ass.pdf 22/08/2017 |Carla Taddei de Aceito
09:09:51 | Castro Neves

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Enderego: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000

UF: SP Municipio: SAO PAULO
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Cristina Northfleet de Albuquerque
(Coordenador)
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Anexo 2. Aprovacido do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Maternidade
Leonor Mendes de Barros.

HOSPITAL MATERNIDADE
LEONOR MENDES DE Wm
BARROS - UGA IV

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituigao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagado da microbiota de recém - nascidos submetidos a colostroterapia
Pesquisador: Carla Taddei de Castro Neves

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 76151717.0.3001.0063

Instituicao Proponente: Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.558.782

Apresentagao do Projeto:
Projeto de pesquisa dentro dos padrdes habituais de estilo.

Objetivo da Pesquisa:

O presente estudo tem como objetivo avaliar o estabelecimento da microbiota

intestinal em neonatos prematuros submetidos a colostroterapia de origem direta (cru) e

neonatos prematuros submetidos a colostroterapia proveniente do banco de leite

(pasteurizado).

Avaliagado dos Riscos e Beneficios:

Projeto com riscos minimos. Os beneficios advindos da pesquisa podem ajudar na escolha da
colostroterapia a ser instituida.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante para a comunidade académica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Este projeto de pesquisa encontra-se com alguns itens faltantes ou fora do padrao, portanto inserimos nas
recomendagdes abaixo algumas alteragdes que poderiam melhorar o aspecto final do projeto.

Recomendacodes:
1 - Inserir os dados do CEP Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros no TCLE.

Endereco: Av. Celso Garcia 2477

Bairro: Belenzinho CEP: 03.015-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2292-4188 Fax: (11)2693-4736 E-mail: cep.leonor@gmail.com
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HOSPITAL MATERNIDADE
LEONOR MENDES DE Wﬂv
BARROS - UGA IV

Continuagéo do Parecer: 2.558.782

2 - inserir no TCLE o tempo de duragédo da coleta das amostras e especificar quantas vezes serdo
coletadas.

3 - Na metodologia ndo consta que a pesquisa durara trés anos, como esta escrito no TCLE.

4 - incluir na metodologia que serao comparados os resultados das coletas entre os dois grupos.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoées:

Projeto aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

SOLICITAMOS O ENVIO A ESTE CEP DE RELATORIOS SEMESTRAIS, DURANTE A REALIZAGAO DA
PESQUISA, E O RELATORIO FINAL COM OS RESULTADOS OBTIDOS, CONFORME DETERMINA A
RESOLUGAO N° 466/12, ITEM II, SUBITENS I11.19 E 11.20.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
TCLE / Termos de | TCLE_final.pdf 08/03/2018 |[Carla Taddei de Aceito
Assentimento / 20:59:07 |Castro Neves
Justificativa de
Auséncia
Outros Carta_resposta.pdf 08/03/2018 [Carla Taddei de Aceito
20:58:28 | Castro Neves

TCLE / Termos de | TCLELeonorModeloFCF.pdf 07/03/2018 |Carla Taddei de Aceito

Assentimento / 19:40:42 |Castro Neves

Justificativa de

Auséncia

Outros Equipe.pdf 29/11/2017 |Carla Taddei de Aceito
08:37:46 | Castro Neves

Outros Anuencia2_leonor.pdf 05/09/2017 |Carla Taddei de Aceito
19:42:09 | Castro Neves

Outros Anuencial_leonor.pdf 05/09/2017 |Carla Taddei de Aceito
19:41:20 [ Castro Neves

Outros Anuencia_dep.pdf 23/08/2017 |Carla Taddei de Aceito
14:28:36 | Castro Neves

Projeto Detalhado / | Pj_colostro.pdf 23/08/2017 |Carla Taddei de Aceito

Brochura 14:26:50 |Castro Neves

Investigador

Situacao do Parecer:
Aprovado

Enderego: Av. Celso Garcia 2477

Bairro: Belenzinho CEP: 03.015-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2292-4188 Fax: (11)2693-4736 E-mail: cep.leonor@gmail.com
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HOSPITAL MATERNIDADE
LEONOR MENDES DE Wm
BARROS - UGA IV

Continuacéo do Parecer: 2.558.782

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 23 de Margo de 2018

Assinado por:
Lucio Omar Carmignani

(Coordenador)
Endereco: Av. Celso Garcia 2477
Bairro: Belenzinho CEP: 03.015-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2292-4188 Fax: (11)2693-4736 E-mail: cep.leonor@gmail.com
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Anexo 3. Termo de Consentimento Livre Esclarecido.

PROJETO: “Avaliacao da microbiota de recém-nascidos submetidos a colostroterapia”

1. Informacdes do Participante da Pesquisa
Nome:
Documento de Identidade (tipo): | NO.: | Sexo: ()M ()F
Local de Nascimento: | Data de Nascimento: / /
Endereco: | NO.:
Complementos: | Bairro:

Cidade: | Estado:
CEP: | Telefones:

2. Informacdes do Responsavel Legal
Nome:
Documento de Identidade (tipo): | Ne.: | Sexo: ()M ()F
Local de Nascimento: | Data de Nascimento: / /
Enderego: IE
Complementos: | Bairro:
Cidade: | Estado:
CEP: | Telefones:

3. Titulo do Projeto de Pesquisa

Avaliacdo da microbiota de recém-nascidos submetidos a colostroterapia

4. Duracéo da Pesquisa

03 anos

5. Nome do Pesquisador Responsavel

Carla Taddei de Castro Neves
Cargo/ Funcdo: Pesquisadora | N° de registro do Conselho Regional:

6. Instituicao/Instituicdes

Universidade de Sdo Paulo — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Hosnital Maternidade | eonor Mendes de Rarros

A senhora esta sendo convidada para fazer parte do projeto de pesquisa intitulado
“Avaliacdo da microbiota de recém-nascidos submetidos a colostroterapia”, cuja principal
investigadora é a Dra. Carla Taddei. A médica Andrea Penha Spinola Fernandes, coordenadora
do centro de referéncia em banco de leite humano da grande S&o Paulo, sera a responsavel pela
pesquisa no Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros, onde ocorrerdo as coletas de
amostras.
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O objetivo deste estudo é avaliar a evolucdo da microbiota inicial de recém- nascidos
prematuros que sdo submetidos a colostroterapia. Chamamos de microbiota a comunidade de
microrganismos (bactérias, fungos e virus) que vivem e fazem parte do nosso organismo. A
colostroterapia consiste na administracdo ao neonato de pequenas quantidades (gotas) de leite
materno apds as primeiras 24 horas de vida, sendo que, quando ndo houver disponibilidade de
leite da propria mée, serd dado ao neonato leite do banco de leite humano da unidade. Esta
terapia ja faz parte da rotina do hospital. Sera realizada a coleta das amostras do recém-nascido
prematuro e/ou da mae do recém- nascido, semanalmente, durante o periodo da colostroterapia
e até quatro semanas apos.

Apos assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, vocé sera convidada a
responder um questionario socio demogréfico. N&o ha beneficio direto ao participante. Trata-
se de um estudo exploratério testando a hip6tese de que a aplicacdo da colostroterapia, em
recém-nascidos prematuros, influenciara na colonizacdo inicial da microbiota, além de diminuir
incidéncias de sepses hospitalares e longos periodos de internacdo na unidade de terapia
intensiva. Somente no final do estudo poderemos concluir se existe ou ndo alguma alteracéo
que pode ser relacionada a colostroterapia. Em qualquer etapa do estudo, VOCé tera acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. A médica
Andrea Penha Spinola Fernandes sera a responsavel pelo acompanhamento do recrutamento de
pacientes, apresentacdo e esclarecimentos a respeito do presente termo, coleta de amostras e
armazenamento até que as amostras sejam levadas ao laboratério da Dra. Carla Taddei. E
garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento, assim deixando de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na instituicdo. A
pesquisa tera duracdo de trés anos, periodo que poderdo ocorrer o recrutamento de pacientes.

As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo
divulgada a identificacdo de nenhum paciente. A qualquer momento, vocé podera se atualizar
sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que
sejam do conhecimento dos pesquisadores. Ndo ha despesas pessoais para 0 participante em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacdo financeira
relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo
orcamento da pesquisa. Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou
tratamentos propostos neste estudo, o participante tera direito a tratamento médico na
instituicdo, bem como as indenizacbes legalmente estabelecidas. O pesquisador utilizard os
dados e o material coletado somente para esta pesquisa.

Este termo esta sendo disponibilizado em duas vias originais; uma ficard com o
participante da pesquisa e a outra com o pesquisador. Todas as folhas deverdo ser rubricadas
(assinadas) pelo pesquisador e pela participante no momento da aplicagdo do termo de
consentimento.

Acredito ter sido suficientemente informada a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Avaliacdo da microbiota de recém- nascidos
submetidos a colostroterapia”. Ficaram claros para mim quais sdo os propdésitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacéo é isenta de despesas
e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo

voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer
110



momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste servico.

Li ou leram por mim, e entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacao
na pesquisa e concordo em participar.

Consentimento Pos-Esclarecido

Declaro que, ap6s ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Sao Paulo, de de

Assinatura do Participante de Pesquisa ou Assinatura do Pesquisador Responsavel
do Responsavel Legal

Profé Dr? Carla Taddei de Castro Neves - Laboratdrio Clinico de Biologia Molecular
Endereco: Avenida Professor Lineu Prestes, 2565, Butantd, SP

Hospital Universitario da USP

CEP: 05508-000 — Telefone: 3091-9509

Para qualquer questdo, duvida, esclarecimento ou reclamacdo sobre aspectos éticos
relativos a este protocolo de pesquisa, favor entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo: Av. Prof.
Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A, Butantd, Sdo Paulo, CEP 05508-000, Telefones: (11) 3091-
3622 e (11) 3091-3677, e-mail: cepfcf@usp.br.

Comité de Etica em Pesquisa - Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros:
Av. Celso Garcia, 2477, Belenzinho, Séo Paulo, CEP 03015-000 Telefone: (11) 2292-4188
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Anexo 4. Ficha de coleta de dados

FICHA DE DADOS CLINICOS E SOCIO-DEMOGRAFICOS

Dados Maternos Peso (kg) Altura (cm) Pressao arterial (hg/mm) \
Nome:
Endereco:
CEP: Natural:
Telefone: Celular:
Data de nascimento / / (Idade: )

Profissdo: () desempregada () empregada - Qual emprego?
Estado civil: () casada () unido consensual () solteira () Outras:
Cor/Raca (auto-declarada): () branca () negra () parda () indigena () asiatica

Escolaridade:

() sem instrucao ( ) fundamental incompleto () fundamental
completo

() médio incompleto () médio completo ( ) superior
incompleto

() superior completo ( ) p6s-graduacéo

Antecedentes Pessoais:

() Tabagismo- Frequéncia durante a gestacao:
() Etilismo- Frequéncia durante a gestacéo:
() Drogas llicitas- Frequéncia durante a gestacdo:

Antecedentes Clinicos:
() Diabetes tipo | ( ) Diabetes tipo 1l ( ) Hipertenséo

( ) Doenca cardiaca ( ) Doencarenal cronica () Doenca hepatica cronica
( ) Anemia grave ou outra hemoglobinopatia ( ) Convulsdes / Epilepsia

() Acidente Vascular Cerebral ( ) Doenca psiquiétrica

() Doenga auto-imune (exemplo: Lupus, artrite reumatoide, febre reumaética)

() Outros:
Faz uso de medicagdo? ( ) N&o ( ) Sim - Se sim, quais?
Internagdes clinicas: ( ) N&o ( ) Sim - Motivo:
Transfusdo sanguinea: ( ) Ndo ( ) Sim- Motivo:

Antecedentes Obstétricos:

( ) GestacOes anteriores— Quantas?
() Abortos anteriores — Quantos?
Consultas no pré-natal (ultima gestacdo)? ( ) Ndo () Sim — Quantas?

Tempo de bolsa rota — horas — Uso de antibiotico?
() Diabetes gestacional () Streptococcus agalactiae (grupo B)
() Uso de corticbides ( ) Uso de Sulfato de Magnésio

() Infecgdes agudas ou cronicas (especificar)
( )HAS ( )Hipertenséo na gestacdo — Medicamento
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Sorologiase data: Chagas-( )NR( )R
HIV (teste rapido) - ( )NR ( )R
Virus linfotrépico (HTLV) - ( )NR( )R
Toxoplasmose: IgM - ( )NR( )R IgG-()NR ()R
Citomegalovirus: IgM - ( )NR( )R IgG-()NR()R

VDRL (Sifilis) - ( ) NR ( ) R —Tratamento
Resultado Perinatal:

Nome do RN: N° Prontuario:
Data do parto: / /
Idade gestacional: semanas — USG 1° tri, DUM ou NEB?

Tipo: () Normal () Forcipe () Cesariana Indicacéo:

Motivo do parto prematuro:

Tipo de gestacdo: () Unica () Gemelar Sexo do RN: ()M ()F()I

Peso ao nascer: g () AIG () GIG () PIG - Intergrowth
PC: PT:  Estatura: APGAR 1°/5°minuto: /

() Malformacdo congénita — Qual?

() Uso de surfactante
Reanimacdo neonatal: ()VVPP — Baldo Auto inflavel, Méascara ou 10T?

( ) VPM () CPAP () Oxigenoterapia
() Uso de drogas vasoativas — Quais?

Data Prescricao do dia
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ACOMPANHAMENTO DO RECEM-NASCIDO AO LONGO DA INTERNACAO

Nome do RN: N° Prontuario:
Diagnosticos:
() Hemocultura — Resultado e data?
Cateter umbilical: () central ou () periférico — Periodo:
Cateter percutaneo: () central ou () periférico — Periodo:
() Cateter de dialise () Sondagem vesical de demora

( ) Dreno de torax (') Dialise peritoneal

() IRAS IPCS - () Clinicaou () Laboratorial
Sonda: () Orogastrica () Nasogastrica

Exames Controles:

Calcio: Data: / /
Potassio: Data: / /
Fosfatase Alcalina; Data: / /

() Hemorragia Intracraniana — Grau:
() Fundo de olho - Resultado
() Ecocardiograma- Resultado

Hemoderivados:

( ) Concentrado de hemécias — Data: / /
( ) Plasma — Data: / /

() Plaquetas — Data: / /

() Crioprecipitado — Data: / /

Colostroterapia:

Data do inicio e fim da colostroterapia: / / a / /
Tipo de colostroterapia: () LMO () LMP () LHP

Motivo do encerramento:

Tempo de internacdo do RN na UTINN: dias — Alta:__/ /
Data Prescricdo do dia
Data da alta hospitalar: / / — Peso: g
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12. DOCUMENTOS ADICONAIS

12.1. Ficha do aluno

[IS? gagliversidade de S&o Paulo FICHA DO ALU NO Fanus

9142 - 9604031 / 1 - Ramon Vitor Cortez de Godoy

Email:

Data de Nascimento:
Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:

Nacionalidade:

ramon.cortez@usp.br
06/07/1989

RG - 44.966.505-7 - SP
Estado de S&o Paulo

Brasileira

Graduagao: Bacharel em Farmacia - Universidade Anhembi Morumbi - Sdo Paulo - Brasil - 2011
Mestrado: Mestre Ciéncias - Area: (1) - Universidade Federal de Sao Paulo - S&o Paulo - Brasil - 2017
Curso: Doutorado

Programa: Farmacia (Fisiopatologia e Toxicologia)

Area: Fisiopatologia

Data de Matricula:

Inicio da Contagem de
Prazo:

Data Limite para o
Depésito:

Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

15/09/2017

15/09/2017

15/09/2021

Prof(a). Dr(a). Carla Taddei de Castro Neves - 15/09/2017 até o presente Email: crtaddei@usp.br

Inglés, Aprovado em 15/09/2017

Data de Aprovagao no

Exame de Qualificagdo: Aprovado em 06/11/2019
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ES_TJ galslﬂiversidade de Séo Paulo FICHA DO ALUNO Fanus

Data do Depésito do
Trabalho:

Titulo do Trabalho:

Data Maxima para
Aprovacgao da Banca:

Data de Aprovagao da
Banca:

Data Maxima para
Defesa:

Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

Histoérico de Primeira Matricula em 15/09/2017
Ocorréncias: Mudanga de Nivel/Curso em 25/09/2018
Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagao USP (Resolugéo n° 7493 em vigor a partir de 29/03/2018).

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 19/07/2021

Sigla Nome da Disciplina Inicio Término Carga Cred. Freq. Exc. Situacao
Horaria
FBA5906- Andlise de Dados de 26/02/2018 08/04/2018 90 6 100 A N Concluida
2/1 Microbioma
FBC5792- Topicos em Fisiopatologia e 05/03/2018 19/06/2018 15 1 88 A N Concluida
5/1 Toxicologia Il
BIE5782- Uso da Linguagem R para  09/04/2018 29/04/2018 60 0 - - N Matricula
4/3 Andlise de Dados em cancelada

Ecologia (Instituto de
Biociéncias - Universidade
de Sao Paulo)

FBC5954- Redagéo de Trabalhos 12/04/2018 18/04/2018 15 1 100 A N Concluida
17 Cientificos

FBC5766- Tdpicos em Fisiopatologia e 07/08/2018  19/11/2018 15 1 87 A N Concluida
6/2 Toxicologia IV

MPES5740- Mecanismos Imunolégicos 10/09/2018 23/09/2018 60 4 95 A N Concluida

5/1 da Tolerancia Oral Natural e
Induzida (Faculdade de
Medicina - Universidade de

Sé&o Paulo)
FBA5728- Aprimoramento Pedagdgico 02/10/2018 29/10/2018 60 4 87 A N Concluida
417
BIES5782- Uso da Linguagem R para  13/05/2019 07/06/2019 60 4 100 A N Concluida
4/4 Andlise de Dados em

Ecologia (Instituto de
Biociéncias - Universidade
de Sao Paulo)
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m gagliversidade de S&o Paulo FICHA DO ALUNO

Fanus
Créditos minimos exigidos Créditos obtidos
Para exame de qualificagao Para depdsito de tese
Disciplinas: 0 20 21
Estagios:
Total: 0 20 21
Créditos Atribuidos a Tese: 167
Observagoes:

1) Curso com validade nacional, de acordo com o disposto na Portaria n° 656, de 22.05.2017

Conceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -
Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Este documento eletronico dispensa carimbo e assinatura. Sua autenticidade pode ser

comprovada fornecendo-se o codigo de controle na seguinte pagina da Universidade de Sao
Paulo: https://uspdigital.usp.br/iddigital

Documento emitido as 15:24:49 horas do dia 09/09/2021 (hora e data de Brasilia)
Cédigo de controle: B5S7-GRJ8-FOM3-43MQ
Cadigo de controle valido até: 09/10/2021
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12.2. Curriculo Lattes atualizado

09/09/2021 15:41

Curriculo Lattes

S curicuic Lattes

mprim
el

Ramon Vitor Cortez de Godoy

Enderego para acessar este CV: http:/ /lattes.cnpq.br/2696457123234327

Ultima atualizago do curriculo em 09/09/2021

Resumo informado pelo autor

Graduado em Farmécia pela Universidade Anhembi Morumbi (2011), pds graduado em Reprodugdo Humana Assistida pelo Instituto Sapientiae (2013) e Mestre em
Ciéncias pela Universidade Federal de S3o Paulo (UNIFESP), no departamento de Obstetricia, onde avaliou a microbiota intestinal de gestantes com Diabetes Mellitus
Gestacional. Atualmente cursa doutorado no Programa de Pos-Graduagdo em Farméacia (Fisiopatologia e Toxicologia) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S3o Paulo, onde estuda a evolugdo da microbiota de recém-nascidos prematuros submetidos & colostroterapia, através do sequenciamento de nova geragdo.

Possui experiéncia nas dreas de farmacia hospitalar e laboratorial, com énfase em biologia molecular, & também ministrou aulas relacionadas a microbiota intestinal e o
periodo gestacional durante o mestrado, e relacionadas a biclogia molecular durante o doutorado.
(Texto informado pelo autor)

Nome civil

Nome

Ramon Vitor Cortez de Godoy

Dados pessoais

Nome em
citagdes
bibliograficas
Sexo

Cor ou Raca
Filiagao
Nascimento

Carteira de
ldentidade

CPF

Enderego
residencial

Enderego
eletrénico

CORTEZ, R. V.;GODOY, R. V. C..CORTEZ, R.V..CORTEZ. RAMON V..CORTEZ, RV.GODQY,
RVC,GODOY, RAMON V.C.;CORTEZ, RAMON VITOR

Masculino

Branca

Heraldo Luis de Godoy e Maria Cristina Cortez de Godoy

06/07/1989 - Sdo Bernardo do Campo/SP - Brasil

449665057 SSP - SP - 22/08/2007

383,115.088-52

Rua José da Penha
Jardim Danfer - Séo Paulo
03729150, SP - Brasil
Telefone: 11 920067717

E-mail para contato : ramon_vcgB9@hotmail.com
E-mail alternativo ramon.cortez@usp.br

Formagdo académica/titulacdo

2017

2015 - 2017

2013 - 2013

2007 - 2011

Doutorado em Farmacia (Fisiopatologia e Toxicologia).
Universidade de Sao Paulo, USP, Sac Paulo, Brasil
Titulo: Efeito da colostroterapia no estabelecimento da microbiota fecal de recém-nascidos premalturos

Orientador: Cada Taddei de Castro Neves
Balsista do(a): Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

Mestrado em Medicina (Obstetricia).

Universidade Federal de Sao Paulo, UNIFESP, Sao Paulo, Brasil

Titulo: Avaliagdo da microbiota intestinal e sua relagdo com o Diabetes Mellitus Gestacional, Ano de
oblengao: 2017

Crientador: Silvia Daher @

Co-orientador: Carla Taddei de Castro Neves

Bolsista do(a): Coordenacaa de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior
Palavras-chave: Microbiota intestinal, Diabetes Gestacional, Inflamagdo

Areas do o Micr 1, @ Obstetricia

Especializagic em Reprodugio Humana Assistida.

Associaco Institute Sapientiae, SAPIENTIAE, Sao Paulo, Brasil

Titulo: CANCER DE TESTICULO E SUAS ASSOCIAGOES A FERTILIDADE MASCULINA
Orientador: Carolina Fernanda Silveira

Graduagdo em Farmacia.

Universidade Anhembi Morumbi, UAM, Sao Paulo, Brasil

Titulo: FORMULACOES LIPIDICAS DE ANFOTERICINA B: UMA ANALISE FARMACOECONOMICA, Ano
de obtengao: 2011

Orientador: Ana Licia Faria Ribeiro

Formagao complementar

2018 - 2018

2018 - 2018

Curso ds curta duragio em Anslisa de Dados de Microbioma, (Carga horaria: 80h).
Universidade de Sao Paulo, USP, Sac Paulo, Brasil

Curso de curta duragdo em RNA-Seq com Galaxy. (Carga horéria: 16h).
Instituto de Ciéncia Biomédicas (USP), ICB, Brasil

https://wwws .cnpg.bricvlattesweb/pkg_impev.trata
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2018 - 2018

2016 - 2016

2016 - 2016

2016 - 2016

2016 - 2016

2015-2015

2015 - 2015

2015 - 2015

Curriculo Lattes

Curso de curta duragdo em Redagio de Trabalhos Cientificos. (Carga horaria: 15h).
Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Curse de curta duragdo em Etica Médica. (Carga hordria: 16h).
Universidade Federal de Sao Paulo, UNIFESP, Sao Paulo, Brasil
Palavras-chave: Etica

Curso de curta duragdo em Analise Estatistica, (Carga horaria: 60h).
Universidade Federal de Sao Paulo, UNIFESP, Sac Paulo, Brasil
Palavras-chave. Estatistica, Andlise de Dados

Curso de curta duragdo em Curso de Planejamento de Pesquisa
Universidade Federal de S&o Paulo, UNIFESP, Sao Paulo, Brasil
Pal; have: Pesquisa Clinica, £ iologia, Satide Colativa

inica. (Carga horéria: 45h).

Curso de curta duragio em Formagao Didatico-Pedagagica em Saude. (Carga horaria: 45h).
Universidade Federal de S&o Paulo, UNIFESP, Sao Paulo, Brasil
Palavras-chave: Didética, Pedagogia, Educacio

Extensa@o universitaria em Trato Gastrointestinal: Imunomeodulagéo da Colonizagéo e Infecgao Bacteriana.
(Carga hararia: 90h).
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Extensdo universitaria em Curso de Citometria de Fluxo. (Carga horéri
Instituto Adolfo Lutz, IAL, Sao Paulo, Brasil

3zn).

Curso de curta duracdo em Curso On-line de Pesquisa no PubMed. (Carga horaria: 120h).
Universidade Federal de S&o Paulo, UNIFESP, Sao Paulo, Brasil
Palavras-chave: Pesquisa

Atuacgado profissional

1. Universidade de Sao Paulo - USP

Vineule
institucional

2017 - Atual

Vincule: Bolsista , Enguadramento funcional: Aluno de Doutorado , Carga horéria: 40, Regime: Dedicagao
usiva

2. Universidade Federal de Sac Paulo - UNIFESP

Vincule
institucional

2015 - 2017

Vincule: Bolsista , nento funcional: . Carga hordria: 40, Regime: Dedicagao exclusiva

3. Criogénesis Biotecnologia - CRIO

Vinculo
institucional

2012 - 2015

Enquadramento funcional: Farmacéutico , Carga hordria: 36, Regime: Parcial

utras informagoes:
Principais atividades: Atuagdo no processamento e criopreservacéo de celulas tronco provenientes de
sangue de cordao umbilical, aplicagdo de técnicas de citometria de fluxo (aquisicdo e analise), cultura e
expansao de células tronco mesenquimais a partir de tecido de corddo umbilical e polpa de dente de leite,
controle e garantia da qualidade de toda a rotina laboratorial, elaboragde de procedimento operacional
padrao, aplicacéo de técnicas de reprodugio humana assistida, participagao em congressos e pesquisa
clinica no ambito de cultura e expanséo celular.

4. Instituto Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP - ICHC FMUSP

Vineule
institucional

2008 - 2010

Projetos

Projetos de
pesquisa

2017 - Atual

2014 - 2017

Vinculo: Estagidrio , Enguadramento funcional: Estagio em farmécia , Carga hordria: 36, Regime: Parcial
utras informagdes:

Principais atividades: Dispensacio de medic do: triagem de pr ighes, o de

medicamentos, conferéncia dos mesmos e a entrega & unidade de internagao (enfermarias);

recebimento/recolhimento das devolugdes de medicamentos nao utlizados pelos pacientes; atendimento

de pacientes em alla hospitalar; orientagéo & equipe de sadde e ao paciente; registro e controle de

medicamentos com prolocolos dinicos de dispensagio.

Evolugio da microbiota fecal de recém=nascidos prematuros submetidos a colostroterapia

Descrigdo: A colonizagdo inicial da microbiota intestinal humana é de suma importancia, desempenhando
papel fundamental no desenvalvimento imunolégico, nutricional, metabdlico e neurolgico. Com a
amamentago, o recém-nascido recebe & microbiota , além de proteinas,
células de defesa, entre outros componentes, que auxiliam na sadde neonatal. Recéme-nascidos
prematuros e de baixa peso ao nascimento muitas vezes precisam permanecer intemados em unidades.
de terapia intensiva, e freqlentemente a dieta enteral trofica & limitada em consequéncia da imaturidade
do sistema digestivo ou estado clinico do recém-nascido. Terapias estdo sendo discutidas para melhorar a
saude de neonatos prematuros ou de baixo peso internados em unidade de terapia intensiva, com foco
em diminuir guadros de sepses e lempoe de inlemnagao. As evidéncias preliminares defendem o efeito da
colostroterapia em reduzir o tempo de alimentagdo enteral total e incidéncia de sepses neonalais.
Entretanto, pouco se sabe sobre o desenvolvimento da microbiota intestinal de prematuros submetidos a
colostrotarapia,

Situagao: Em andamento Nalureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Mestrado académico (1); Doutorado (1);

Integrantes: Raman Vitor Cortez de Godoy, Luana do Nascimento Moreira; Carla Taddei de Castro Neves
(Responsavel)

Andlise da composicdo da microbiota oral, intestinal e vaginal e sua relagdo com o Diabetes Mellitus
Gestacional

Descrigdo: O Diabetes mellitus gestacional (DMG) & o principal disturbio metabdlico que ocorre na
gravidez, sendo reconhecido como importante fator de risco para o desenvolvimento de co-morbidades
materno-fetals. E uma condigio caracterizada por aumento de resisténcia a insulina (Rl) e reagio
inflamatéria exacerbada. Um fator que pode determinar estas alteragdes ¢ a interagdo entre microbiota e
hospedeiro. Além de aumentar a Rl, a composigdo da microbiota intestinal pode favorecer o
desenvolvimento de inflamagao induzindo a infiltrag&o de macrdfagos em tecido adiposo. assim como a

https:/fwwws.cnpq.br/cvlattesweb/pkg_impcv.trata
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ativacio desta populagdo celular em sangue periférico. Estes processos podem estar associados a
alteragdes dos niveis séricos de diferentes mediadores inflamatérios, tais como citocinas, fetuina-A (Fet-
A) e sCD14, relacionadas ou n&o com o padrao glicémico efou lipidico. Além da microbiota intestinal, a
microbiota vaginal e a oral também parecem influenciar a evolugdoe gestacional. Entretanto, nédo se
conhece gual a composigio da microbiola da gestante brasileira, sua participagéo no desenvolvimento do
DMG e quais sdo os marcadores séricos mais relevantes para a avaliagio da gestante com DMG. O
objetivo deste estudo é avaliar & comparar o padrio da microbiota oral, vaginal e intestinal, assim como o
perfil de mondcitos de sangue periférico de gestantes com e sem DMG e, de mulheres nao-gestantes.
Para tanto, pr analisar a das microbiota oral, intestinal e vaginal: quantificar e
caracterizar menéeitos em sangue periférico, avaliar os niveis séricos de Fel-A e de sCD14 e relacionar
estes parametros com o perfil glicémico e lipidico em gestantes com & sem DMG e em mulheres n&o
gestantes saudéveis.

Situagio: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Mestrado académico (2);

Integrantes: Ramon Vitor Cortez de Godoy; Silvia Daher (Responsavel); Carla Taddei; Thalita Frutuoso
Lobo; Ana Geisa Santos de Angelo; Camila Moraes Borges

MNumere de produgbes C,T & A: 1/

2014 - 2016 Avaliagio do perfil de células imunes em pacientes com Diabetes Mellitus Gestacional

Descrigdo: O Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) o disturbic metabolice mais frequente da gestagéo, @
definido come a intoleréincia a glicose gue surgiu ou foi identificada durante a gravidez, afeta entre 1% a
25% das gestantes, dependendo da populagio estudada e dos eritérios diagndsticos adotados. Certo
grau de inflamacéo e de resisténcia a insulina (RI) faz parte das adaptagdes fisiologicas que ocorrem na
gestagao nommal, entretanto em pacientes com DMG estes dois parecem estar

Alemn de fatores hermonais, células imunes, tais como as células NK, linfocitos T, células NKT e suas
subpopulagdes desempenham papel central na indugéo e modulagéo desses processos. O objetivo deste
estudo & caracterizar o perfil de células imunes em sangue periférico de pacientes com DMG durante o
terceiro trimestre da gestag3o. Para tanto pretendemaos avaliar linfocitos TCD4+, TCDB+, T reguladora;
linfocitos NKT. células NK e suas subpopulagfes. E ainda, analisar a expressdo de mRNA de IL-10, TGF-
B. TNF-A, IL-6, CCL17 e CCL21 em células Treg, e a expressio de mRNA de IFN-g, TNF-A, granzima,
perforina, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, XCL1 e CX3CL1 em células NK . Nossa hipétese & de que
as gestantes com DMG apresentem alteragies em subpopulagdes de células imunes e na produgdo de
citocinas/quimiocinas, & que estes distirbios possam estar relacionados com o grau de Rl & de
inflamag&o, & em ultima insténcia com o padrao clinico da doenga, Acreditamos que esta investigagio
podera contribuir para o esclarecimento da fisiopatologia do DMG, e assim possibilitar a definicio de
parametros mais efetivos para diagnéstico e caracterizagao da doenga.

Situag@o: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Mestrado acad&mico (1); Doutorado (1);

Integrantes: Ramon Vitor Cortez de Godoy:; Silvia Daher (Responsével); Thalita Frutuoso Lobo; Ana Geisa
Santos de Angelo; Camila Moraes Borges: Rosiane Mattar; MARIA REGINA TORLONI; KAREN
PRISCILA PENDELOSKI

Areas de atuacdo

1. Farmécia
2. Microbiologia

3. Biologia Molecular

Idiomas

Inglés Compreende Bem . Fala Bem , Escreve Bem | L& Bem

Espanhol Compreende Bem , Fala Razoavelmente , Escreve Bem , L& Bem

Prémios e titulos

2018 Prémio Américo Yoshinobu Ishiy, pelo trabalho "Microbiota intestinal de recem-nascidos prematuros
submetidos & colostroterapia®, Associagéo Brasilkeira de Profissionais de Bancos de Leite Humano

2018 Prémio Elisa de Carvalho, pelo trabalho "Andlise da microbiota intestinal em pacientes pediatricos com

diagnéstico de retocolite ulcerativa (RCU). colangite esclerosante primaria (CEP) e CEP/RCU", Sociedade
Brasileira de Pediatria

Producdo

Produgéo bibliografica

—

Artigos | publicados em peri

ooy CORTEZ, RAMON V.; TADDEI, CARLA R.; SPARVOLI, LUIZ G.; ANGELO, ANA G. S..
PADILHA, MARINA; MATTAR, ROSIANE; DAHER, SILVIA
Microbiome and its relation to gestational diabetes. ENDOCRINE. w84, p.254 - 264, 2019,
Referéncias adicionais: Inglés. Meio de divulgacdo: Meio digital. Home .uage [{doi:10.1007/s12020-018-
1813-z]

2. § EEEICORTEZ RV, PETRY, T.; GARAVATTO, P; RODRIGO PESSOA FONSECA; SANABANI,
SABRI S.; MARTINEZ, . SARIAN, THAIS; SALLES, J.E; COHEN, R.; TADDEL C.R.
Shifts in intestinal microbiota after duodenal exclusion favor glycemic control and weight loss: a
randomized controlled trial.. Surgery for Obesity and Related D\seases w14, p.1748 - 1754, 2018.
Referéncias adicionais: Inglés. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home
[t Aittps fwwew.soard. org/article/S 1560-7 289(18)30442- Sffuﬂrexl,’{dol 10 1 mmf soard.2018.07.021]

3. ﬂ EPYEl TADDEL CARLA R.; CORTEZ, RAMON V.; MATTAR, ROSIANE; TORLONI, MARIA REGINA;

DAHER, SILVIA

Microbiome in normal and pathological pregnancies: A literature averview. AMERICAN JOURNAL OF
REPRODUCTIVE IMMUNOLOGY, w80, p. 912993 . 2018,

Palavras-chave. intesiinal tract, i next q g, placenta, pregnancy, vaginal
tract

Referéncias adicionals: Inglés. Melo de divulgacio: Meio digital. Home page:
[http:Ahtips:fwww.ncbinim.nih. gowpubmed/29873428][doi: 10. 1111/aji. 12993

4. JANGELO, AMA G.S.; NEVES, CARLA T.C.; LOBO, THALITA F.; GODOY, RAMON V.C.; ONO,

ERIKA; MATTAR, ROSIANE: DAHER, SILVIA
profie in peri blood of diabstes mellitus patients. CYTOKINE. [EIE, v.107,

p.79 - 84, 2017,
Palavras-chave. Cytokine, Gestational diabetes mellitus, Inflammation, Monocyte
Referéncias adicionais: Inglés. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home page:
[hitp=Ahittps-Hwww.nchi.nlm.nib. govipubmed/29241982]

5

CORTEZ, R. V.. MOREIRA, L. N.; PADILHA, MARINA; BIBAS, M. D.: TOMA, R. K.: PORTA, G.;
TADDEL C.

Gut Microbiome of Children and Adolescents With Primary Sclerosing Cholangitis in Association With
Ulcerative Colitis. Frontiers in Immunology. G, v.11, p.598152 - , 2021,
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Referéncias adicionais: Inglés Home page:

[http:/ihttps:/www. 10.3. 2020. 1

6. EBEIMAESTRALL, F. G. O.: PILAN, R. R. M.; ATHANAZIO, R.; SPARVOLI, L. G.; CORTEZ, R.V.;
TADDEI C.R.: VOEGELS. R. L.

Cystic fibrosis microbiome: analysis of nasal middle meatus and sputum in different lung disease stages.
Rhinology Online. , v.3, p.225 - 237, 2020.
Referéncias adicionais: Inglés. Meio de divulgagado: Meio digital

. EBE SPARVOLI, LUIZ G.; CORTEZ, RAMON V.; DAHER, SILVIA; PADILHA, MARINA; SUN, SUE Y.;
NAKAMURA, MARY U.; TADDEI, CARLA R.

Women's multisite microbial modulation during pregnancy. MICROBIAL PATHOGENESIS, B, v.147,
p.104230 -, 2020.

Referéncias adicionais: Inglés. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home page:
[doi:10.1016/.micpath.2020.104230]

8. EBIE PADILHA, MARINA; DANNESKIOLD-SAMS@E, NIELS BANHOS; BREJNROD, ASKER;
HOFFMANN, CHRISTIAN; CABRAL, VANESSA PEREIRA; IAUCCI, JULIA DE MELO; SALES,
CRISTIANE HERMES:; FISBERG, REGINA MARA; CORTEZ, RAMON VITOR; BRIX, SUSANNE;
TADDEI, CARLA ROMANO; KRISTIANSEN, KARSTEN; SAAD, SUSANA MARTA ISAY
The Human Milk Microbiota is Modulated by Maternal Diet. Microorganisms. , v.7, p.502 -, 2019.
Referéncias adicionais: Inglés. Meio de divuigagdo: Meio dlgllal Home page:

[http:/https:Hwww.mdpi. 076-2607/7/1 2J[doi:10. 7110502]
Capitulos de livros p d

1.

CORTEZ, RAMON V.; MOREIRA, L. N.; TADDEI, C.R.
Metabolome and Microbiome From Infancy to Elderly In: Microbiome and Metabolome in Diagnosis.
Therapy, and other Sllalsgu: Applications.1 ed.Gra-Bretanha: Esevier, 2019, v.1, p. 85-87.

/6. Meio de divulgagdo: Meio digital, ISEN 9760128152492,
Home page: hitps.//www.elsevier. - 0y
strategic-applications/faintuch/978-0-12-815249-2

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1.

DAHER SILVIA; GODOY, R. V. C.; SPARVOLI, L. G.. MATTAR, ROSIANE; TRAINA, E.. TADDEI, CARLA

CARACTERIZACAO DA MICROBIOTA VAGINAL NA GESTACAO: RESULTADOS PRELIMINARES In:
XXIIl Congresso Paulista de Obstetricia e Gmecologla 2018 Sao Pau 0.
Anais do XXIII g Paulista de O .2018.p.117 - 117
ionais: Brasil/P

}QDSQERESILWA: GODOY, R. V. C.; TADDEI, CARLA R.; TRAINA, E.; SPARVOLI, L. G.; MATTAR,
IANI
COMPOSICAO DAS MICROBIOTAS INTESTINAL, ORAL E VAGINAL NO DIABETES MELLITUS
GESTACIONAL - RESULTADOS PRELIMINARES In: XXIIl Congresso Paulista de Obstetricia e
Ginecologia, 2018, Sao Paulo.
Anais do XXIll Cong Paulista de Ol iciae ia. , 2018.p.117 - 119
ié icionais: Brasil/P

&o de trabalho e pall
FEFERBAUM R.; MOREIRA, L. N.; CORTEZ, R.V.; FERNANDES, A. P. S.; MARIANINETO, C.; TADDEI,
CARLA

COLOSTRUM THERAPY MODULATES PRETERM NEWBORN'S GUT MICROBIOME, 2019.

és. Meio de dit ; Local: SEC Centre; Cidade:
GIa&gaw Evento: ESPGHAN 52nd Annual Meeting; In. ' Society for
Paediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition

CORTEZRV MOREIRA, L. N.; FERNANDES, A. P. S.; FEFERBAUM, R.; MARIANI NETO, C.; TADDEI,
Effects of oropharyngeal ini ion of human m fecal mi iota of
2019. (G ia ou palestra, o de
B . Meio de ; Local: Milan Marriott Hotel; Cidade:

Mllan Evento: World ofMlcroblame Pregnancy, Birth and Infancy Inst promotora/financiadora: Kenes

Rachid, L; Cominato, L; Franco, RR; CORTEZ, RV; MOREIRA, L. N.; Frascino, A; TADDEI, C. R.;
Steinmetz, L; Della Manna, T; Velhote, MCP: Filho, HCM; TOMA, R. K Damiani, D
OP34 - Changes on Gut after Lap pic Sleeve Case
Reports, 2019. (Ci éncia ou palestra, a0 de Trabalho)
Pa!avras-chavs Gut Microbiota, Obeslty Bariatric Surgery

)me page: hitps.// karger. Local:
ACORES ESPACO DE EVENTOS C:dads Flonanopolls Evenro 28th Annual Meelmg Flonanopolls
Inst.p,

CORTEZ, R.V.; PETRY, T.; CARAVATTO, P.; RODRIGO PESSOA, FONSECA' SANABANI, SABRI S.;
MARTINEZ, M. B SARIAN, THAIS; COHEN, R.; SALLES, J.E.; TADDEI,
ALTERA(;DES DA MICROBIOTA INTESTINAL EM PACIENTES DIABéTICOS COM OBESIDADE LEVE
APOS DESVIO DUODENO-JEJUNO, 201 de Trabalho)

Meio de di Local: Hotel Colina Verde;
Crdade Séo Pedro, Séo Paulo: Evenlo 13 Congresso Paullsla de Diabetes e Metabolismo;
Paulista de Diabetes e Metabolismo

BENEVIDES, G. N.; BIBAS, M. D.; CORTEZ, R. V.; MOREIRA, L. N.; TOMA, R. K.; TADDEI, C.R.;
PORTA, G.
Anilise da lem lite ul
(RCUL), imaria (CEP) e CEPIRCU. 2016.
(Congresso Apresentacao de Trabalho)
Meio de divulg: : Meio digital; Local: Pemambuco; Cidade:
Porto de i ; Evento: Ce ileiro de ia Pediétrica;
Inst.p. i ileira de Pediatria
SPARVOLI L. G.; CORTEZ, R.V.; TADDEI, C.R.
of vaginal and of L sp.and
during , 2018, (Oun'a de Trabalho)

icionais: Bra: Local: L i de S&o Paulo; C;dade Sé&o Paulo; Evento:
XXIll Semana F i de Ciéncia e ia; Inst. de Ciéncias
Farmacéuticas
QCORTEZ RV - MOREIRA. L. N.. FERNANDES A, P S FEFERBAUM R.; TADDEI, C.R.

de Trabalho)
Estados Unit 8s. Meio de i & Local: Institute of

Blotschnology Cidade: lthaca, New York; Evento: Our Microbes, Our Global Health;
Inst.promotoraffinanciadora: Comell University

CORTEZ, R.V.; MOREIRA, L. N.; FERNANDES, A. P. S.; FEFERBAUM, R.; TADDEI, C. R.
MICROBIOTA INTESTINAL DE RECEM-NASCIDOS PREMATUROS SUBMETIDOS A
COLOSTROTERAPIA — RESULTADOS PREL de

. Meio de ; Local: Centro de Integralidade do
Hospital do Servidor Piblico Estadual; Cidade: Séo Paulo; Evento: V CONGRESSO PAULISTA DE
BANCOS DE LEITE HUMANO, XV ENCONTRO PAULISTA DE ALEITAMENTO MATERNO, ENCONTRO
NACIONAL DAS REFERENCIAS ESTADUAIS EM BLH E Il CONGRESSO MACRORREGIONAL DA
REGIAO SUDESTE: Inst.promotora/financiadora: STELA MARIS ORGANIZAGAO DE EVENTOS

BORGES, C. M.; LOBO, T. F.; ANGELO, A. G. S.; KAWAOKU, E. O.; GODOY, R. V. C.. MATTAR, R.;
Daher, S
Circulating NKT cells in patients with i Di liminary findings, 2017.
(Congresso, Aprassn!zgao de Trabalho)

. Meio de do: Meio digital; Local: Chile; Cidade: Puerto Varas;
Evento: SLIMP; Inst.p Latin it Society for Maternal Fetal Interaction and
Placenta

https://wwws.cnpq.br/cvlattesweb/pkg_impcv.trata
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BORGES, C. M.; LOBO, T. F.; ANGELQ, A. G. S.; KAWAOKU, E. 0., GODOY, R. V. C.. MATTAR, R.;
Daher, §

Circulating NKT cells in patients with i Di: H liminary findings, 2017.
(Simpésia,Apresentacio de Trabalha)

Refaréncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divuigagao: Maio digital; Local: Sd0 Paulo; Cidade: S0
Paulo; Evento; SOGESP 2017, Inst. promotora/financiadora: Associagao Brasileira de Obsletricia e
Ginecologia do Estado de Sdo Paulo

LOBO, T. F.; BORGES, C. M.; ANGELQ, A. G. S.; GODOY, R. V. C.; PENDELOSKI, K. F.; MATTAR, R.;
Daher, S

Evaluation of Treg, NK cells and their subsets in healthy pregnant women: preliminary results,
2017, (Congresso, Apresenlagzo de Trabalho)

Referencias adicionais: Ghile/inglés. Meio de divulgagac: Meio digital; Local: Chile; Gidade: Puerio Varas;
Evento: SLIMP; Inst. : Lalin A ican Society for Maternal Fetal Interaction and
Placenta

ANGELO, A. G. 5.;LOBO, T.F,; MAWAR R.; TORLDNI M. R.; CORTEZ, R. V.; Daher, 5
Citocin. s em de com Diabetes Mellnus Gestacional:
Resultados Pul:mmaras. 2016. (Congresso, Apresentagao de Trabalho)

Palavras-chave: Diabetes Gestacional, Perfil imune

Setores de idade: Pesquisa a i cientifico

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués,; Cidade: Sdo Paulo; Evento: Associagdo de Obstelricia e
Ginecologia do Estado de S&o Paulo; Inst.promotora/financiadora: SOGESP

ANGELO, A. G. S.; LOBO, T. F.; MATTAR, R.; TORLONI, M. R.; PENDELOSKI, K. P.; KAWAOKU, E. O.;
CORTEZ, R. V.; Daher,

Monocyte Subsets in Patients with Gestational Diabetes Mellitus: Preliminary Findingts, 2016,
(Congresso.Apresentacio de Trabalho)

Paiavras-chave: Diabetes Gestacional, Perfil imune

Setores de alividade: Pesquisa e desenvolvimento cientifico

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. . Home page: hiip://eventus.com.| .nr/mabei'es?ﬂf&/ Cm‘ade Sédo
Paulo; Evento: 12 Congresso Paulista de Diabetes e Metabolismo; Inst.p
Paulista de Diabetes e Metabolismo

WALCZAK, S. Z.; CARVALHO, P C A; COR R. V.
Estudo Comparativo das Formulagdes Lipidicas de Anfotericina B em Hospital Pablico Tercidrio,
2012. (Congresso Apresentagio de Trabalho)
Areas do cnnhemmem‘n Fam-lacofogaa Clinica

Portugués. Meio de divulgagéo: fmpresso. Lo:af Mar der Pla!a Cidade:
Buenos Aires; Evento: Congreso de Famacia Hospitalaria; fnstpromolo
Argentina de Farmacéuticos de Hospital

Produgéo técnica

Entrevistas, mesas redondas, programas e comentarios na midia

1. CORTEZ, R.V.; MOREIRA, L. N,; TADDEI C.R.
Leite materno dos primeiros sete dias ajuda a determinar microrganismos dos bebés, 2019
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. . Home page: hittps:/fomal usp.br/ciencias/ciencias-da-
it os-prime te-di icrobiota-dos-b
Eventos
Eventos

Participagio em eventos

1.

Apri 40 Oralnofa) 13 C Paulista de Diabetes e Metabolismo, 2018, {Congresso)
ALTERAQCJES DA MICROBIOTA INTESTINAL EM PACIENTES DIABETICOS COM OBESIDADE LEVE
APOS DESVIO DUODENO-JEJUNO.

2. Ganepao 2018: 8th ICNO/CBNC - International Conference of Nutritional Oncology / Brazilian
Conference of Nutrition in Cancer and 2nd NEXSA - International Conference of Nutrition, Exercise
and Health, 2018, (Congressa)

3. Apresentagao Oral no{a) Qur Micrebes, Our Global Health, 2018, (Oficina)

Establishment of intestinal microbiome in necnates.

4, VI SIMPOSIO DE POS-GRADUAGCAO EM ANALISES CLINICAS — SIMPAC AND Il INTERNATIONAL
SYMPOSIUM ON PATHOPHYSIOLOGY AND TOXICOLOGY - ISPAT, 2016. (Simpésio)

5. International Life Scientes Institute Brasil, 2016. (Simposio)

6. IV Workshop sobre Interagio Materno-Fetal: Desenvolvimento Morfolégico da Placenta, 2015,
(Simpasio)

Citagoes
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