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RESUMO

MOREIRA, L. N. Evolucdo da colonizacdo da microbiota fecal de recém-nascidos
prematuros submetidos a colostroterapia. 2019. 66f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2019.

A amamentacdo tem um papel importante no desenvolvimento neonatal e no
estabelecimento da microbiota intestinal. Neste contexto, a administracdo orofaringea de
colostro, ou colostroterapia, torna-se uma pratica importante para o desenvolvimento do
recém-nascido prematuro, auxiliando na maturagao do trato gastrintestinal, na introducao
precoce do leite materno e pode ser capaz de proteger o bebé contra bactérias patogénicas.
Desta maneira, o objetivo do presente estudo foi avaliar o estabelecimento da microbiota
intestinal em recém-nascidos prematuros submetidos a colostroterapia. O estudo contou
com a inclusdo de 33 recém-nascidos prematuros internados na unidade de terapia
intensiva neonatal do Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros, em Sao Paulo. Os
recém-nascidos foram divididos em quatro grupos, de acordo com o regime de
colostroterapia e dieta, a saber: colostroterapia exclusiva com colostro cru (CCE, n=7),
colostroterapia exclusiva com colostro pasteurizado (CPE, n=9), colostroterapia com
colostro pasteurizado e dieta prevalente de colostro pasteurizado (CPC, n=10) e
colostroterapia com colostro pasteurizado e dieta prevalente de leite humano pasteurizado
(CPP, n=7). Foram coletadas amostras de fezes semanalmente durante os primeiros 22 dias
de vida do bebé, e a microbiota intestinal foi caracterizada por sequenciamento da regiao
V4 do gene 16S ¥RNA e analises de PCR em tempo real. Entre os grupos de CCE e CPE
nota-se que existe diferengca na comunidade bacteriana através das analises de abundancia
relativa da microbiota. Porém, a abundancia de géneros potencialmente patogénicos esta
aumentada nos grupos CPC e CPP. A presenca de bifidobactérias e aumento continuo ao
longo dos primeiros dias de vida no grupo CPE e CPP, ¢ um resultado que pode ser
utilizado para reforgar o uso do leite pasteurizado na auséncia do leite fresco, mostrando
que o mesmo pode favorecer a prevaléncia de géneros benéficos para a microbiota
intestinal. Neste estudo, além de compararmos a modulagao do colostro cru e pasteurizado
na microbiota intestinal do bebé¢ a partir da colostroterapia exclusiva, pudemos mostrar que
o colostro pasteurizado desempenha um papel diferente que o leite humano pasteurizado na
microbiota intestinal.

Palavras-chave: microbiota intestinal, prematuridade, recém-nascido, colostroterapia, /6S
rRNA.



ABSTRACT

MOREIRA, L. N. Evolution of fecal microbiota colonization in preterm infants submitted
to colostrum therapy. 2019. 64p. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Breastfeeding plays an important role in neonatal development and establishment of the
intestinal microbiota. In this context, oropharyngeal administration of colostrum, or
colostrum therapy, becomes an important practice for the development of preterm infant,
assisting in maturation of the gastrointestinal tract, early introduction of breast milk and
may be able to protect the baby against pathogenic bacteria. Thus, the aim of the present
study was to evaluate the establishment of the intestinal microbiota in preterm infants
submitted to colostrum therapy. The study included 33 preterm infants admitted to the
neonatal intensive care unit of the Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros, in Sao
Paulo. The newborns were divided into four groups according to the colostrum therapy and
diet regimen: exclusive colostrum therapy with raw colostrum (CCE, n = 7), exclusive
colostrum therapy with pasteurized colostrum (CPE, n = 9), colostrum therapy with
pasteurized colostrum and pasteurized colostrum diet (CPC, n = 10) and colostrum therapy
with pasteurized colostrum and pasteurized human milk diet (CPP, n = 7). Stool samples
were collected weekly during the first 22 days of the baby's life, and the intestinal
microbiota was characterized by sequencing the V4 region of the /6S rRNA gene and real-
time PCR analysis. Between the CCE and CPE groups, there is a difference in the bacterial
community through the microbiota relative abundance analysis. However, the abundance
of potentially pathogenic genera is increased in the CPC and CPP groups. The presence of
bifidobacteria and continuous increase throughout the first days of life in the CPE and CPP
group is a result that can be used to reinforce the use of pasteurized milk in the absence of
fresh milk, showing that it may favor the prevalence of beneficial bacteria genera to the
intestinal microbiota. In this study, in addition to comparing the modulation of raw and
pasteurized colostrum in the baby's intestinal microbiota from exclusive colostrum therapy,
we were able to show that pasteurized colostrum plays a different role than pasteurized
human milk in the intestinal microbiota of preterm infant.

Keywords: gut microbiota, prematurity, newborn, colostrum therapy, /65 rRNA.
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1. INTRODUCAO

1.1 Microbiota intestinal humana

A microbiota intestinal humana ¢ construida e modulada por diversos fatores
intrinsecos e extrinsecos do hospedeiro. A composi¢do da microbiota materna, o tipo de
parto, uso de medicamentos e interacdes ambientais sdo alguns dos fatores extrinsecos que
modulam o estabelecimento da microbiota, assim como os fatores intrinsecos (fisiologia,
peristaltismo, resposta imunologica, entre outros) (MARTIN et al., 2016; PENDERS et al.,
2006). Além destes fatores, a competicdo entre os microrganismos por receptores da
mucosa e interacdes com o hospedeiro constituem um papel importante na modulagdo, e,
consequentemente, na variabilidade interindividual da composi¢dao da microbiota (JOST et

al., 2015).

Diversas fungdes sao atribuidas a microbiota intestinal, como modulacao
imunologica, barreira protetora contra patdogenos, absor¢ao de nutrientes e produgdo de
diversas moléculas (4cidos graxos de cadeia curta, vitaminas, peptideos antimicrobianos,
entre outros) (JANDHYALA et al.,, 2015). As bactérias da microbiota possuem a
capacidade de modular o sistema imunoldgico para que haja tolerancia a estas e
reconhecimento de bactérias patogénicas, resultando na inibigdo da proliferacdo e
translocagdo de bactérias patogénicas (JANDHYALA et al., 2015). A interacdo entre
bactérias da microbiota e células epiteliais ou imunologicas, gera constantemente reagdes
imunologicas equilibradas que induzem a producdo de interleucinas e imunoglobulinas
(DONALDSON; LEE; MAZMANIAN, 2015; WALKER, 2010). No recém-nascido (RN),
a microbiota tem a capacidade de equilibrar a relacdo de fenotipos de reagdes helper 1
(Th1) e helper 2 (Th2), junto a producao de imunoglobulinas, diminuindo a prevaléncia de

doencas atopicas (SCHOLTENS et al., 2012).

O metabolismo de carboidratos pela microbiota resulta em substratos que serao
posteriormente absorvidos pela mucosa intestinal. Uns dos principais produtos
provenientes da degradagdo de carboidratos sdo os acidos graxos de cadeia curta (AGCC),
como lactato, acetato, propionato e butirato. Estas moléculas possuem ag¢do anti-

inflamatoria e antioxidante, além de estimular a diferenciacdo das células do epitélio
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intestinal (BOTTACINI; VAN SINDEREN; VENTURA, 2017; PLAZA-DIAZ;
FONTANA; GIL, 2018). O propionato pode ser produzido por bactérias do género
Veillonella e Prevotella, enquanto que o butirato pode ser obtido através do metabolismo
de bactérias como Roseburia e Eubacterium (DUNCAN; LOUIS; FLINT, 2004; JOST et
al., 2015). A conversdo de lactato em butirato ja foi observada quando espécies de
bifidobatérias sdao cultivadas com outros géneros, como Roseburia ou Eubacterium
(FLINT et al., 2014). Esta conversao auxilia no equilibrio do pH intestinal, reduzindo o
excesso de lactato e conseqiientemente o excesso de acidez (DUNCAN; LOUIS; FLINT,
2004).

A barreira intestinal ¢ composta pela lamina propria, células do sistema imune
camada de células epiteliais ¢ uma camada de muco (Figura 1). A camada de muco ¢
composta principalmente por glicoproteinas, as mucinas, e possui um papel fundamental
na protecdo contra microrganismos invasores (DONALDSON; LEE; MAZMANIAN,
2015). Além do papel protetor, a camada de muco auxilia no reconhecimento de bactérias
pelas células imunoldgicas e reprime o excesso de translocagdo de metabolitos e moléculas
bacterianas para circulagdio sanguinea do hospedeiro (DONALDSON; LEE;
MAZMANIAN, 2015).
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Figura 1 — Barreira intestinal (BROWN; SADARANGANI; FINLAY, 2013). MAMPs:
padroes moleculares associados a patdogenos; IgA: imunoglobulina A; DC: células
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dendriticas; AMPs: peptideos antimicrobianos; ILCs: células linféides inatas; IL-22:
interleucina-22.

1.2 Microbiota intestinal no inicio da vida e infancia

A presenca de DNA bacteriano no liquido amniotico, placenta € no mecoénio sao
evidéncias indicativas que a colonizacdo do RN se inicia ainda na vida intra-uterina
(AAGAARD et al., 2014; COLLADO et al., 2016; GOSALBES et al., 2013). Em 2016,
Collado e colaboradores realizaram um estudo com o proposito de investigar esta
colonizagdo intra-utero. Os autores encontraram presenga bacteriana no liquido amniotico
em amostras da placenta e no mecénio de RN (COLLADO et al., 2016). Neste mesmo
estudo, alguns fenotipos bacterianos encontrados no meconio eram semelhantes aos
encontrados no liquido amniotico e placenta, dados que sugerem uma colonizacdo anterior
ao parto. Especula-se que células dendriticas do intestino materno sdo capazes de
transportar bactérias da microbiota intestinal, através da via circulatéria, para o ambiente
uterino, atravessando a barreira placentaria (RESCIGNO et al., 2001). Um estudo com
modelo animal observou que, apds a inoculagdo de ratas prenhas com cepas de
Enterococcus faecium marcados, o liquido amnidtico e o meconio estavam colonizados
com a bactéria marcada, reforcando a teoria que o ambiente uterino pode conter bactérias

da microbiota intestinal materna (JIMENEZ et al., 2005).

Apesar das evidéncias indicarem que o desenvolvimento da microbiota possa se
iniciar ainda no utero, a carga bacteriana do parto possui um importante papel na
colonizagao inicial. Desta maneira, o tipo de parto carrega grande impacto na microbiota
intestinal inicial do RN, de modo que diversos trabalhos ja investigaram as influéncias do
tipo de parto e o desenvolvimento da microbiota intestinal da crianca (DOMINGUEZ-
BELLO et al., 2010; MARTIN et al., 2016). Bebés nascidos de parto normal tendem a
apresentam uma microbiota mais diversa, predominantemente relacionada com a
microbiota vaginal materna, enquanto RN de parto cesareo apresentam uma microbiota
associada ao ambiente, com maior abundancia de bactérias encontradas na pele como
Staphylococcus e Propionebacterium, sugerindo que esses bebés estdo mais suscetiveis a

interferéncias do ambiente hospitalar, apresentando uma microbiota ndo tdo saudavel como
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aquela apresentada por bebés nascidos de parto normal (DOMINGUEZ-BELLO et al.,
2010).

Ap6s o nascimento, a dieta também terda um papel importante na colonizagao inicial
da microbiota intestinal. Durante a amamentagdo ocorre a transferéncia de diversos
géneros bacterianos do leite materno para o trato gastrintestinal do bebé, como
Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus e Bifidobacterium, além de oligossacarideos
que favorecem a colonizacdo de bactérias benéficas (MURPHY et al., 2017; WANG et al.,
2015). Distarbios na vida do bebé no periodo entre o nascimento até os dois anos de vida,
como por exemplos os relacionados a alimentacdo e uso de medicamentos, com
consequente colonizagdo anormal da microbiota intestinal, poderdo ter um impacto
significativo na vida adulta do bebé, como a manifestacdio de doencas atopicas e
inflamatorias, como diabetes, obesidade e alergias (BOTTCHER; JENMALM;
BJORKSTEN, 2003; GROER et al., 2015; RAJANI; SEPPO; JARVINEN, 2018).

De maneira geral, em bebés saudaveis e a termo, as bactérias anaerdbias
facultativas, como Escherichia coli, Enterococcus faecalis € Enterococcus faecium sao as
primeiras bactérias a se instalarem e 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 anaerdbias estritas,
como Bifidobacterium, Bacteroides ¢ Clostridium (PALMER et al., 2007). Posteriormente,
a composicao da microbiota se torna mais estdvel e a comunidade bacteriana normal do
adulto ¢ alcancada em torno do segundo ano de vida do bebé, sendo os filos
Actinobacteria, Bacteroides e Firmicutes dominantes caracteristicos. A partir deste
periodo, embora a microbiota intestinal permanega em interacdo constante com
microrganismos do meio ambiente, sua composicdo se mantém estavel. Alteragdes neste
equilibrio poderao ser observadas com o uso de antibidticos, tratamento imunossupressor €

em condicdes patologicas que levam a uma disbiose intestinal (VANGAY et al., 2015).

A introdugdo de alimentos s6lidos na dieta do bebé ¢ responsével pela introdugdo
de novos carboidratos nao digeriveis, sendo um fator importante para as principais
alteracdes observadas na composi¢ao da microbiota intestinal. Estudos mostram que a
composicdo da microbiota intestinal muda com a introdug¢do de alimentos solidos,

apresentando um aumento de diversidade bacteriana e prevaléncia de bactérias como
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Bacteroides, Clostridium, Enterococcus e Streptococcus (FALLANI et al., 2011). Mesmo
apos a introdugcdo de alimentos solidos, as bactérias anaerdbias facultativas, como
Bifidobacterium, continuam dominantes na microbiota, principalmente nos bebés que
ainda sao amamentados com leite materno, porém em menor abundancia (FALLANI et al.,
2011). Neste periodo, os componentes da dieta sdo fundamentais para manter o equilibrio

durante as alteragdes na microbiota intestinal.

1.3 Recém-nascido prematuro

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), RN com menos de 37 semanas
de gestacdo sdo classificados como prematuros (RNPT). A prematuridade pode ainda ser
dividida em quatro categorias: RNPT tardio entre 34 a <37 semanas, RNPT moderados
entre 32 a <34 semanas, muito RNPT entre 28 a <32 semanas ¢ o RNPT extremo com
menos de 28 semanas de gestagdo (VOGEL et al., 2016). A prematuridade ¢ um fator de
risco importante para mortalidade e morbidade neonatal e infantil (LOFTIN et al., 2010).
Segundo o Sistema de Informacdes Sobre Nascidos Vivos (SINASC), dados de 2017
mostram que pouco mais de 10% dos RN vivos no Brasil sdo prematuros, e ainda segundo

o SINASC, a taxa de sobrevivéncia de RNPT vem aumentando ao longo do tempo.

Um dos fatores de risco para prematuridade ¢ a idade materna. Partos prematuros
possuem maior incidéncia em adolescentes e em gestantes com idade avancada
(CAROLAN; MIDWIFERY, 2013; SMITH; PELL, 2001). A nuliparidade e historico de
gestagOes prematuras anteriores também podem ser fatores de risco para prematuridade,
assim como gestagcdes muito proximas, com menos de doze meses de intervalo, e gestagdes
multiplas (VOGEL et al., 2018). Além destes fatores, o tabagismo e uso de drogas ilicitas
aumentam o risco a prematuridade (CNATTINGIUS, 2004; FREITAS et al., 2018).

O RNPT apresenta uma superficie mucosa intestinal particularmente sensivel,
devido a imaturidade das células do epitélio intestinal, além de imaturidade de diversos
outros tecidos, levando a necessidade de um acompanhamento hospitalar do neonato apos
o nascimento. Neste contexto, a interacdo ambiental ¢ delicada podendo acarretar algumas
complica¢des em curto prazo, como doengas respiratorias, enterocolite necrosante (ECN),

sepse neonatal tardia (SNT) e intolerancia alimentar (FANARO, 2013; PLATT, 2014;
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VOGEL et al., 2018). A microbiota intestinal inicial do RNPT ¢ diferente do neonato
nascido a termo e diversos estudos ja evidenciaram esta diferenca (DAHL et al., 2018;
FORSGREN et al., 2017; PENDERS et al., 2006). A microbiota do RNPT no inicio da
vida tende a apresentar maior abundancia de bactérias pertencentes ao filo Proteobacteria,
levando a um perfil de AGCC distinto, com menor concentracdo de acetato e maiores

proporgdes de propionato e butirato (DAHL et al., 2018).

A SNT e a ECN sao complicagdes comuns na prematuridade e estdo associadas a
altas taxas de mortalidade. A SNT ¢ classificada como uma sepse neonatal com sinais e
sintomas apoOs 72 horas de vida. Fatores como a ndo amamentagdo, duragao prolongada da
nutricdo parenteral plena (NPP), uso prolongado de antibioticos e outras intervencdes
invasivas sdo fatores de risco para a SNT (DONG; SPEER, 2015). Além destes fatores, o
ambiente hospitalar por si proprio pode exercer influéncia na evolugdo da microbiota

intestinal, que por sua vez pode ter relagao com episddios de sepse neonatal.

1.4 Amamentacio e satide neonatal

O leite materno ¢ a principal fonte de carboidratos, proteinas e imunoglobulinas,
oligossacarideos, fatores de crescimento e citocinas, entre outros componentes benéficos
ao RN, incluindo bactérias (BOTTCHER; JENMALM,; BJORKSTEN, 2003; CLAUD;
SAVIDGE; WALKER, 2003; FROST et al., 2014; LONNERDAL, 2010; WANG et al.,
2015). Parte da lactose e oligossacarideos provenientes do leite materno penetram intactos
no intestino, servindo de substrato para o crescimento de bactérias benéficas como os
lactobacilos e bifidobactérias, através de processos fermentativos (PLAZA-DIAZ;
FONTANA; GIL, 2018). Além da fun¢ao de acidificagdo do meio intestinal e geragcdo dos
AGCC, os oligossacarideos sdao capazes de promover a modulacdo do sistema linfoide
associado ao intestino, prevenindo a translocagdo bacteriana e reacdes alérgicas (PLAZA-

DIAZ; FONTANA; GIL, 2018).

A maturacao do leite humano ocorre durante as primeiras semanas de vida do bebé,
sendo divido em colostro, leite de transicdo e leite maduro. A concentragdo de cada
componente, entretanto, muda ao longo da maturacdo do leite humano. Sabe-se que o

colostro, produzido entre o primeiro e terceiro dia de lactagdo, possui altas concentragdes



18

de alguns componentes, como lactoferrina, TGF-f e IgA, quando comparado ao leite
maduro, tornando-se sua administracdo muito importante para a saude neonatal

(CASTELLOTE et al., 2011; FROST et al., 2014; TURIN et al., 2017).

Diversos estudos foram realizados com o proposito de caracterizar a composi¢ao
bacteriana do leite (BIAGI et al., 2017; MURPHY et al., 2017; PANNARAJ et al., 2017).
Inicialmente, acreditava-se que as bactérias do leite eram provenientes da microbiota oral
dos bebés, porém, essa via de colonizagdo ndo explicava a diversidade bacteriana
encontrada no leite humano (FERNANDEZ et al., 2013). Posteriormente, o eixo entero-
mamario foi proposto, onde se acredita que células dendriticas da mucosa intestinal da mae
engolfam bactérias e as levam via circulacdo até as glandulas mamarias, onde entdo sao
liberadas e se tornam parte da microbiota do leite (FERNANDEZ et al., 2013). Desta
forma, a colonizagdo do leite materno tem mais de uma via, sendo a principal o eixo

enterro-mamario.

Diversos trabalhos descrevem a importancia da amamentagdo, principalmente, em
RNPT, em que o leite materno € capaz de prevenir o desenvolvimento de diversas doengas,
como displasia broncopulmonar (PATEL et al., 2013) e ECN (JOHNSON et al., 2015),
além de diminuir a incidéncia de mortalidade de RNPT (CORPELEIIN et al., 2012) ¢
incidéncia de SNT em UTIN (PATEL et al., 2013). Acredita-se que o leite materno pode
promover um estado de inflamacao fisioldgica importante para o equilibrio e interagdao dos

microrganismos com o epitélio intestinal (GROER et al., 2015).

A importancia dos Lactobacillus e Bifidobacterium na microbiota intestinal
consiste na capacidade de inibicdo competitiva com outras bactérias pela adesdo a mucosa
intestinal e na sintese de compostos que inibem ou destroem bactérias patogénicas. Seus
efeitos imuno moduladores da mucosa intestinal acarretam um aumento da atividade de
células natural-killer e producdo de macrofagos, que consequentemente promovem a
secrecao da IgA (PLAZA-DiAZ; FONTANA; GIL, 2018; WALKER, 2010). Um trabalho
com RNPT verificou que a administragdo de leite materno para o neonato diminui a
permeabilidade intestinal, comparado a RNPT que recebiam formula infantil ou poucas
doses de leite materno (TAYLOR et al., 2009). O aumento da permeabilidade intestinal

possui um papel importante no desenvolvimento de doengas.
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1.5 O leite humano pasteurizado

Os beneficios do leite materno sdo inumeros e evidéncias cientificas comprovam
que este ¢ o melhor alimento para o recém-nascido. Entretanto, as taxas de aleitamento
materno estdo abaixo do recomendado pela OMS e Fundo das Nagdes Unidas para a
Infancia (UNICEF) (UNICEF, 2014). Iniciativas para promover o aleitamento materno tem
sido realizadas a décadas atras. Em 1981 foi criado o Programa Nacional de Incentivo ao
Aleitamento Materno (PNIAM), com o objetivo de promover campanhas publicitarias,
criar leis trabalhistas e criar grupos de apoio ao aleitamento ou materiais didaticos

(MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Dentro do programa PNIAM, uma das agdes realizadas para promover o
aleitamento era a criagdo de Bancos de Leite Humano (BLH), responsaveis pela coleta do
leite, processamento e controle de qualidade, para em seguida o leite humano ser
distribuido a populagdo necessitada (SOARES et al., 2018). O leite doado que ¢ recolhido
pelo BLH, passo pelo processo de pasteurizacdo para garantir a inativacdo de
microrganismos, os quais sdo capazes, dependendo da quantidade ou qualidade, de
representar risco a saide neonatal (PEILA et al., 2016). Apods o processo de pasteurizacao,

normalmente este leite é oferecido a recém-nascidos internados em UTIN.

1.6 Colostroterapia

Mesmo diante dos beneficios do leite materno para o RNPT, o inicio da
alimentagdo enteral muitas vezes ¢ tardio, em decorréncia de varias intercorréncias no
inicio da vida do neonato, como a instabilidade hemodindmica e sinais de intolerancia
alimentar (CORPELEIIN et al., 2011; FANARO, 2013). Desta maneira, métodos
alternativos para administragdo do leite humano ao RNPT té€m sido investigados como
administracdo orofaringea de colostro (RODRIGUEZ et al., 2010), lavagem gastrica
(PATEL; SHAIKH, 2007) e a higiene oral com colostro em recém-nascido sob ventilagao
mecanica (THIBEAU; BOUDREAUX, 2013).

A administracdo orofaringea do colostro, também chamada de colostroterapia, ¢
uma pratica segura, viavel e bem tolerada até mesmo pelos menores RNPT (RODRIGUEZ

et al., 2010). A colostroterapia corresponde a administragdo de pequenas quantidades de
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colostro diretamente na mucosa oral do RN com o propoésito de estimular o sistema imune
através de fatores imunoldgicos protetores presentes no colostro. Rodriguez e
colaboradores, em 2015, sugeriram mecanismos benéficos pelos quais a colostroterapia
poderia melhorar a satde neonatal: interacdo das citocinas presentes no colostro com as
células do sistema imune presentes na orofaringe; absor¢do de fatores bioativos pela
mucosa orofaringea; formacdo de uma barreira de protecdo contra os patdgenos; efeitos
locais e sistémicos dos oligossacarideos presentes no colostro com modulacdo da

microbiota intestinal e efeitos antioxidantes protetores (RODRIGUEZ et al., 2015).

As evidéncias preliminares defendem o efeito da colostroterapia em reduzir o
tempo de chegada a alimentacdo enteral total e tempo de internacio em RNPT
(GEPHART; WELLER, 2014; SEIGEL et al., 2013). Um estudo publicado em 2017
observou menor incidéncia de ECN e SNT em RNPT submetidos a colostroterapia quando
comparados ao grupo controle, sem administracdo da terapia (ZHANG et al., 2017). A
pratica da colostroterapia em UTIN e conscientiza¢do dos pais quanto a pratica, foi capaz
de aumentar o tempo de amamentacdo exclusiva ou preferéncia pelo leite materno como

alimento ap0s a alta hospitalar (SNYDER et al., 2017).

Estudos defendem que a administracdo orofaringea do colostro materno
desempenha efeito imunologico local e sist€émico, por estimular os tecidos linfaticos locais
e ainda podendo de ser absorvido pelo tecido do trato gastrintestinal (GEPHART;
WELLER, 2014). Em 2015, Lee e colaboradores estudaram os efeitos imunologicos da
colostroterapia em RNPT extremos. Neste estudo, além do aumento de IgA secretora nos
RNPT submetidos a colostroterapia, houve menor incidéncia de sepse clinica, quando nao
ha isolamento bacteriano, no grupo submetido a colostroterapia (LEE et al., 2015). A
administracdo orofaringea do colostro também ¢ capaz de aumentar a concentragdo de
lactoferrina na saliva do RN, proteina relacionada com a proliferagdo de enterdcitos e
responsavel por um ambiente intestinal menos permeavel, podendo reduzir a incidéncia de

infecgdes (MANZONI, 2016; ROMANO-KEELER et al., 2017; ZHANG et al., 2017).

Durante a internacdo em uma UTIN, a colostroterapia em RNPT foi capaz de
alterar a microbiota oral do grupo. A avaliagdo da microbiota oral apoés 96 horas da
primeira administragdo do colostro mostrou menor abundancia de bactérias da familia

Staphylococcaceae nos neonatos submetidos a colostroterapia, comparado ao grupo
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controle (SOHN et al., 2016). Bactérias pertencentes a esta familia sdo comuns na cavidade
oral de neonatos e adultos, entretanto, em RNPT, ndo submetidos a colostroterapia e
internados em uma UTIN, esta familia domina quase por completa a microbiota oral do

bebé (SOHN et al., 2016).

2. JUSTIFICATIVA

Sabendo os beneficios que a colostroterapia pode oferecer ao recém-nascido
prematuro ¢ a importancia do estabelecimento de uma microbiota saudavel no inicio da
vida, a caracteriza¢do da microbiota intestinal de prematuros submetidos a colostroterapia

pode trazer novos resultados promissores para o entendimento dos beneficios desta pratica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar o estabelecimento da microbiota fecal em recém-nascidos prematuros

submetidos a colostroterapia ao longo do primeiro més de vida.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o estabelecimento da microbiota fecal de RNPT submetidos a colostroterapia
com colostro cru da propria mae ou colostro pasteurizado do banco de leite humano do

hospital, através da metodologia do sequenciamento da regido V4 do gene /6S rRNA,;

- Quantificar bactérias totais e género Bifidobacterium na microbiota fecal dos grupos;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Colostroterapia e casuistica

O Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros (HMLMB) ¢ um hospital
publico, localizado na zona leste de Sao Paulo, no bairro Belenzinho, o qual tem o cuidado
e a preocupacdo em oferecer atendimento de qualidade e humanizado a populacdo. A
unidade possui o banco de leite humano referéncia para a regido e também ¢ referéncia no
atendimento a gestantes e parturientes de alto risco, prestando assisténcia especializada em
obstetricia, ginecologia e neonatologia. O HMLMB ¢ destaque em ac¢des de humanizagao e
possui o selo Hospital Amigo da Crianga desde 2000, iniciativa que promove, protege e

apoia o aleitamento materno. (Secretaria do Estado de Satde)

O HMLMB possui em sua rotina a prescricdo de colostroterapia para todos os
RNPT internados na UTIN. Nesta terapia, ¢ ofertado ao RNPT o colostro materno ou
colostro pasteurizado do banco de leite humano (BLH) da propria unidade. O colostro
pasteurizado s6 ¢ ofertado quando o colostro materno nio esta disponivel, seja por
auséncia da mae na hora da oferta ou por dificuldades na ordenha do colostro. O protocolo
definido como colostroterapia no HMLMB corresponde a administracdo de 0,2mL de
colostro cru ou pasteurizado, instilado diretamente na boca do RNPT em um periodo de
3/3 h. A terapia inicia-se nas primeiras 24hs de vida estendendo-se até o término da
nutricdo tréfica, determinada como 10-15 mL/Kg de 3/3 h, o qual o periodo até esta

proporc¢ao varia de acordo com a evolugdo clinica do RNPT.
O presente trabalho possui quatro grupos de estudos:

- RNPT submetidos a colostroterapia com colostro cru, sendo as primeiras 24 horas de

terapia exclusiva sem dieta via enteral (CCE, n=7);

- RNPT submetidos a colostroterapia com colostro pasteurizado, sendo as primeiras 24

horas de terapia exclusiva sem dieta via enteral (CPE, n=9);

- RNPT submetidos a colostroterapia com colostro pasteurizado acompanhado de dieta

via enteral, sendo a dieta predominante de colostro pasteurizado (CPC, n=10);
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- RNPT submetidos a colostroterapia com colostro pasteurizado acompanhado de dieta

via enteral, sendo a dieta predominante de leite humano pasteurizado (CPP, n=7).

O método de pasteurizagdo realizado no BLH do HMLMB ¢ o Holder, o qual
consiste no aquecimento do leite humano por 30 minutos a 62,5°C, sendo este o método

mais comum utilizado em BLH e o mais recomendado (MORO et al., 2019).

A composi¢do da dieta variava entre colostro pasteurizado e leite humano
pasteurizado, dependendo da prescrigdo médica para o neonato e a disponibilidade no
BLH. Além disso, quando a mae estava presente na UTIN no momento da alimentagdo do
RNPT era ofertado o leite fresco. Neste trabalho, a dieta predominante foi considerada
aquela administrada ao neonato em volumes equivalentes a mais de 60% em comparagao

ao volume diario total.

4.2 Consideracoes éticas

O presente trabalho possui aprovacao dos comités de ética da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (CAAE: 76151717.0.0000.0067) e
do Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros (CAAE:76151717.0.3001.0063)
(Anexos 1 e 2). Todas as maes foram auxiliadas, leram e assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido.

4.3 Coleta de amostras e extracao de DNA

Foram coletadas amostras de fezes entre os dias 1 e 3 de vida (S1), ao 7° dia de vida
(S2) e ao 22° dia de vida (S3). As amostras foram coletadas diretamente da fralda do
RNPT, imediatamente apos a evacuacao, ¢ depositadas em tubos estéreis pelas enfermeiras
da UTIN previamente orientadas. As amostras de fezes foram armazenadas em
congelamento a -20°C até o envio da amostra ao Laboratorio de Biologia Molecular do
Servigo de Laboratorio Clinico do Hospital Universitario da Universidade de Sao Paulo,
que ocorreu nas 24 horas seguintes a coleta. No Laboratdrio, as amostras foram aliquotadas

e armazenadas a -80°C até o momento do uso.
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O DNA total das amostras de fezes foi extraido utilizando o kit QIAamp DNA Mini
Kit (QIAGEN), de acordo com as recomendacdes do fabricante e armazenados em freezer
-20°C até o momento da utilizagdo. A qualidade do DNA extraido foi analisada por

espectrofotometria utilizando o equipamento NanoDrop (ThermoScientific).

4.4 Sequenciamento da regiio V4 do gene 165 rRNA

A caracterizagdo da microbiota fecal foi realizada através da amplificagdo do
dominio V4 do segmento 16S ribossomico bacteriano, utilizando os primers V4 forward
(5’- TCG TCG GCA GCC AGT GAT GTG TAT AAG AGA CAG GTG CCA GCM GCC
GCG GT -3’) e V4 reverse (5°-GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG
ACA GGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT -3’) (KOZICH et al., 2013). A amplificagdo
inicial foi realizada em duas etapas e posteriormente foi seguido o protocolo de preparagao
da biblioteca de sequenciamento metagendmico 16S I[llumina®. O tamanho do fragmento
de PCR ¢ de 250pb e 412pb apos a indexagdo dos adaptadores. Foi utilizado o kit de
adaptadores Nextera XT index, kit de reagentes V2 500 ciclos e o equipamento MiSeq

[Mlumina®.

4.5 Analises de bioinformatica

O software QIIME v.1.9.1 foi utilizado para remover as sequéncias de barcodes e
do primer, retirar artefatos quiméricos, efetuar o alinhamento das sequéncias, construcao
da matriz de distancia, agrupamento das unidades operacionais taxondmicas (OTUs) e para
calcular os indices de diversidade (CAPORASO et al., 2010). Apos a filtragem e exclusdo
de sequéncias quiméricas, as sequéncias foram agrupadas em OTUs, baseando-se em
similaridade de 97% contra o banco de dados SILVA versdao 128 (QUAST et al., 2013).
Posteriormente foram calculados os indices de alfa e beta diversidade (WHITTAKER,

1972).

A Alfa diversidade considera a composi¢ao das diferentes espécies em unidades de
amostragem, ou seja, determina quais espécies foram observadas e quantos tipos diferentes

de espécie estao presentes na comunidade (WHITTAKER, 1972). O indice de diversidade
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de Shannon avalia a uniformidade da comunidade observada, considerando a proporcao de
cada espécies na comunidade em relagdo ao total observado (SHANNON, 1948).
Dominancia de Simpson ¢ um indice influenciado pelo grau de dominancia na
comunidade, ou seja, avalia a probabilidade de dois individuos escolhidos por acaso na
comunidade pertencer a mesma espécie (PYLRO et al., 2014). Andlises qualitativas da alfa
diversidade, como Chao 1, estimam o numero total de espécies encontradas em uma

determinada comunidade (CHAO, 1984).

A parir da beta diversidade, foi possivel estabelecer as diferencas entre as
comunidades através da realizagao de analises de coordenadas principais (PCoA), baseadas
nas matrizes de distancia filogenéticas UniFrac ponderada e nao ponderada (NAVAS-
MOLINA et al., 2013). Os valores de UniFrac ponderada consideram a dominancia de
OTUs presentes na comunidade (LOZUPONE et al., 2007), enquanto os valores nao
ponderados consideram a observagao ou auséncia de OTUs de espécies raras

(LOZUPONE; KNIGHT, 2005).

A ferramenta online Microbiome Analyst, foi utilizada para a construcao dos

graficos Heatmap apresentados no trabalho (DHARIWAL et al., 2017).

4.6 Quantificacao bacteriana por real time PCR

Os ensaios de PCR em tempo real foram realizados no equipamento 7500 Fast Real
Time PCR (Applied Biosystems). As sequéncias para cada iniciador foward, reverse,
sonda e suas devidas concentragoes foram listadas na Tabela 1. Os ensaios foram
realizados nas seguintes condigdes de temperatura: denaturagdo por 2 minutos a 50°C, 10
minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 60 segundos a 60°C. Para
cada reagdo, foi construida uma curva padrdo em dilui¢do seriada a partir de uma
concentracgdo inicial conhecida do DNA do género correspondente ao iniciador. O DNA
genomico foi obtido através do kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega), de

acordo com as especificagdes do fabricante.

Para a quantificagdo de bactérias totais, 0 DNA de E. coli ATCC 25922 foi eleito
para a constru¢ao da curva padrdo, uma vez que o numero de copias do gene /6S rRNA

deste género bacteriano ¢ conhecido (LEE; LEE; SHIN, 2008; ZHANG; SHAO; FANG,
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2009). A cepa Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb-12 foi eleita para a construcdo da
curva padrio para o género Bifidobacterium. Os valores de copias de DNA bacteriano por
uL de DNA total foram calculados pelo proprio software do equipamento (7500 Software
v2.3). Estes dados foram posteriormente ajustados para que os valores apresentados

estejam em log de células equivalentes por grama de fezes (STODDARD et al., 2015).

Tabela 1 — Condigdes para os ensaios de real time PCR

Primers e A e iz A Concentracao A s
Alvo sondas Sequéncia (5' - 3") (nM) Referéncia
F Bact 1369 |CGGTGAATACGTTCCCGG 200
Bactérias totais | R_Prok 1492 | TACGGCTACCTTGTTACGACTT 200 (EIU %lgggst
P TM1389F |6FAM-CTTGTACACACCGCCCGTC 250
F Bifid 09¢ |CGGGTGAGTAATGCGTGACC 300
Bifidobacterium g 515106 [ TGATAGGACGCGACCCCA 300 (FURET et
spp. - al., 2009)
P_Bifid 6FAM-CTCCTGGAAACGGGTG 250

nM: nanomolar.

4.7 Analises estatisticas

O teste de normalidade Shapiro-Wilk foi aplicado anterior a todos os testes
realizados, com a finalidade de escolher o melhor tipo de teste para determinado conjunto
de dados. Para a comparagdao de variaveis categoricas foi utilizado o teste Chi-square,
enquanto para os testes de variaveis continuas foi aplicado o teste Kruskal-Wallis ou One-

Way ANOVA. Para as andlises foi assumido um valor significativo de P menor ou igual a

0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Dados clinicos

No total, 50 RNPT foram incluidos no estudo. Destes, 11 foram excluidos por falta
de acompanhamento nas coletas e 6 foram excluidos pelo preenchimento incorreto do
TCLE. Ao longo do periodo de internacdo foram coletados os dados clinicos de cada
RNPT, como peso, idade gestacional, uso de medicamentos, tempo de internacao na UTIN,
desfechos clinicos e uso de antibidticos (Tabela 2). Observa-se que 0s grupos sao
semelhantes entre varios parametros, entretanto, os grupos CPC e CPE fizeram uso de
antibioticos mais vezes em comparagdo ao grupo CPP. Além disso, o grupo CPC fez mais
o uso de NPP também comparado ao grupo CPP (Tabela 2). Ocorreram episodios de
sepses nos grupos CPE e CPC, sendo dois episddios com isolamento de microrganismos,
Escherichia coli e Candida dubliniensis, e o restante das sepses foram descritas como

presumidas (Tabela 2).

Também foi registrado o tipo de dieta administrada diariamente até o 22° dia de
vida ou fim da internacdo no hospital. A partir dos dados de dieta, pode-se observar na
Tabela 2 a dieta predominante de cada grupo em trés tempos diferentes. Os grupos CCE,
CPE e CPC tiveram o colostro pasteurizado (CP) como dieta predominante até o 7° dia de
vida, seguindo com predominancia de leite humano pasteurizado (LHP) até o 15° dia de
vida (Tabela 3). A partir do 15° dia de vida até o 22°, os grupos CPE e CPC permaneceram
com LHP sendo a dieta predominante, diferenciando do grupo CCE, o qual teve
predominancia de FAPT (Tabela 3). O grupo CPP apresentou como dieta predominante
desde o nascimento até o 22° dia de vida o LHP fornecido pelo BLH do hospital (Tabela
3). Foi determinado como dieta predominante o alimento ofertado mais que 60% de vezes
em um intervalo de tempo, neste caso sendo os intervalos desde o nascimento até o 7° dia

de vida, entre o0 8° e 15° dia de vida e entre 0 16° e 22° dia de vida.
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Dado clinico CCE (n="7) CPE (n=9) CPC (n=10) CPP (n="7) Teste estatistico | . 0F 9¢ P
significativo

Idade gestacional 31,3 (media) £ 135, 5 30,6 2.2 32,7+ 1,1 Kruskal-Wallis | Nao

(semanas) 2,2 (SD)

Parto (CS/VQ) 4/3 6/3 6/3 52 Chi-square Nao

Sexo (F/M) 3/4 3/6 6/4 6/1 Chi-square Nao

Tempo de - . ~

colostroterapia (dias) 4,6 (variacao 1-9) [ 4,2 (2-8) 4,3 (1-11) 1,7 (1-3) Kruskal-Wallis Nao

Uso de antibidticos (n) |4 6 9 2 Kruskal-Wallis Sim *

Uso de NPP (n) 3 6 8 0 Kruskal-Wallis Sim **

Sepse (n) 0 1 5 0 Chi-square Sim

Tempo de internacao na ~

UTIN (dias) 13,6 (2-42) 20,1 (10-33) 24 (6-42) 9,9 (1-19) One-Way ANOVA |Nao

CS: cesarea; VG: vaginal; n: numero de casos; NPP: nutri¢do parenteral plena; UTIN: unidade de terapia intensiva neonatal. CCE: submetidos a
colostroterapia com colostro cru, sendo as primeiras 24 horas de terapia exclusiva sem dieta via enteral; CPE: submetidos a colostroterapia com
colostro pasteurizado, sendo as primeiras 24 horas de terapia exclusiva sem dieta via enteral; CPC: submetidos a colostroterapia com colostro
pasteurizado acompanhado de dieta via enteral, sendo a dieta predominante de colostro pasteurizado; CPP: submetidos a colostroterapia com
colostro pasteurizado acompanhado de dieta via enteral, sendo a dieta predominante de leite humano pasteurizado. * CPP vs CPC e CPE; ** CPP
vs CPC.
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Tabela 3 — Dados sobre dieta predominante ao longo do tempo

Dieta predominante * CCE CPE CPC CPP
Até 7°DV Cp CP CP LHP
Até 15°DV LHP LHP LHP LHP
Até 22°DV FAPT LHP LHP LHP

DV: dia de vida; CP: colostro pasteurizado; LHP: leite humano pasteurizado; FAPT:
formula aditivada para prematuro; CCE: submetidos a colostroterapia com colostro cru,
sendo as primeiras 24 horas de terapia exclusiva sem dieta via enteral; CPE: submetidos
a colostroterapia com colostro pasteurizado, sendo as primeiras 24 horas de terapia
exclusiva sem dieta via enteral; CPC: submetidos a colostroterapia com colostro
pasteurizado acompanhado de dieta via enteral, sendo a dieta predominante de colostro
pasteurizado; CPP: submetidos a colostroterapia com colostro pasteurizado
acompanhado de dieta via enteral, sendo a dieta predominante de leite humano
pasteurizado. * Alimento ofertado ao neonato em volumes equivalentes a mais de 60%
em comparagao ao volume diario total.

O Gréfico 1 apresenta o ganho de peso ao longo do tempo, no qual observa-se
que os grupos CPE e CPC tendem a serem menores ao nascimento, porém estes sdo os
grupos que apresentam maior ganho peso entre o 7° dia de vida e o 22° dia de vida.
Nota-se ainda que a perda de peso entre o nascimento até¢ o 7° dia de vida tende a ser
maior nos grupos de colostroterapia exclusiva CCE e CPE em comparagao aos demais
grupos (Grafico 1). Ao 22° dia de vida os grupos tendem a terem uma média de peso
semelhante (Grafico 1). Nenhuma diferenca estatistica foi encontrada nas comparagodes

de peso.
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Grafico 1 — Ganho de peso ao longo do tempo em recém-nascidos prematuros
submetidos a colostroterapia. DV: dia de vida; CCE: submetidos a colostroterapia com
colostro cru, sendo as primeiras 24 horas de terapia exclusiva sem dieta via enteral;
CPE: submetidos a colostroterapia com colostro pasteurizado, sendo as primeiras 24
horas de terapia exclusiva sem dieta via enteral; CPC: submetidos a colostroterapia com
colostro pasteurizado acompanhado de dieta via enteral, sendo a dieta predominante de
colostro pasteurizado; CPP: submetidos a colostroterapia com colostro pasteurizado
acompanhado de dieta via enteral, sendo a dieta predominante de leite humano
pasteurizado.

5.2 Abundéincia relativa

As diferengas observadas na composicdo de Filos bacterianos da microbiota
giram, principalmente, em torno de Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria.
Observa-se uma diferenca entre a composi¢ao dos Filos logo nas amostras S1 (Grafico
2). Maiores abundancias de Proteobacteria foram encontradas nas amostras S1 de CPE,
CPC e CPP. Nesses mesmos grupos, ha predominio de Proteobactérias e Firmicutes ao
longo do tempo, nas amostras S2 ¢ S3. O grupo CCE possui além do filo Bacteroidetes
uma amostra com predominio de Tenericutes (Grafico 2). O grupo CCE ndo apresentou
um padrdo nas amostras iniciais, entretanto nas amostras seguintes, S2 e S3, ¢ possivel
observar abundancia de Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobactérias (Grafico 2). Existe
abundancia dos filos Proteobactéria e Firmicutes, ou ainda um equilibrio entre estes, na
maioria das amostras dos grupos CPE, CPC e CPP ao longo do tempo (Grafico 2).
Observa-se que no grupo CPE, as amostras S3 tendem a predominio de Proteobactérias,

enquanto as amostras S3 do grupo CPP tendem a terem o predominio de Firmicutes

(Gréfico 2).
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Grafico 2 — Abundancia relativa de filos bacterianos na microbiota intestinal de recém-nascidos prematuros submetidos a colostroterapia. CCE:
submetidos a colostroterapia com colostro cru, sendo as primeiras 24 horas de terapia exclusiva sem dieta via enteral; CPE: submetidos a
colostroterapia com colostro pasteurizado, sendo as primeiras 24 horas de terapia exclusiva sem dieta via enteral; CPC: submetidos a
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colostroterapia com colostro pasteurizado acompanhado de dieta via enteral, sendo a
dieta predominante de colostro pasteurizado; CPP: submetidos a colostroterapia com
colostro pasteurizado acompanhado de dieta via enteral, sendo a dieta predominante de
leite humano pasteurizado; S1: 1-3° dia de vida; S2: 7° dia de vida; S3: 22° dia de vida.

Com o objetivo de destacar a prevaléncia do filo Bacteroidetes no grupo CCE,
foi construido um grafico heatmap, no qual observa-se que os filos Proteobacteria e
Firmicutes possuem prevaléncias semelhantes entres os grupos, porém, o filo

Bacteroidetes ¢ forte apenas no grupo CCE (Gréfico 3).
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Grafico 3 — Heatmap para filos bacterianos. Agrupado por grupo (Description). CCE:
submetidos a colostroterapia com colostro cru, sendo as primeiras 24 horas de terapia
exclusiva sem dieta via enteral; CPE: submetidos a colostroterapia com colostro
pasteurizado, sendo as primeiras 24 horas de terapia exclusiva sem dieta via enteral;
CPC: submetidos a colostroterapia com colostro pasteurizado acompanhado de dieta via
enteral, sendo a dieta predominante de colostro pasteurizado; CPP: submetidos a
colostroterapia com colostro pasteurizado acompanhado de dieta via enteral, sendo a

dieta predominante de leite humano pasteurizado.

Mediante as analises de abundancia relativa para géneros bacterianos, verifica-se
que ha uma intervariabilidade na composi¢do da microbiota entre os grupos estudados,

correspondente as diferencas observadas na andlise de Filos. O grupo CCE apresentou
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predominéncia de Bacteroides em amostras S2, correspondente ao 7° dia de vida do

RNPT, além dos géneros Clostridium sensu stricto e Serratia (Grafico 4).

Observa-se que o género Enterobacter esteve em grande abundancia em alguns
tempos nos grupos CPE, CPC e CPP, assim como o género Clostridium sensu stricto
(Grafico 4). Nota-se também que o género Staphylcoccus esteve em maior
predominédncia no grupo CPC e o género Burkholderia-paraburkholderia pode ser
observado em abundancia nos grupos CPE e CPC (Grafico 4). Nao foi encontrado um
perfil de predominancia nos tempos S1 ¢ S2 do grupo CPP como ocorreu em S3, onde

houve predomino de bactérias do género Clostridium sensu stricto (Grafico 4).
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Grafico 4 — Abundancia relativa de géneros bacterianos na microbiota intestinal de recém-nascidos prematuros submetidos a colostroterapia.
Colostroterapia com colostro pasteurizado acompanhado de dieta via enteral, sendo a dieta predominante de colostro pasteurizado; CPP:
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submetidos a colostroterapia com colostro pasteurizado acompanhado de dieta via
enteral, sendo a dieta predominante de leite humano pasteurizado; S1: 1-3° dia de vida;
S2: 7° dia de vida; S3: 22° dia de vida.

Dois casos de sepses com isolamento do microrganismo na hemocultura foram
registrados durante o estudo. Observando os dois casos isoladamente nota-se que na
sepse por Candida dubliniensis, a microbiota intestinal do RNPT possuia abundancia
relativa de 96,2% de Proteus (grupo CPC, Grafico 4, barra 8 das amostras S2),
enquanto que no caso de sepse por Escherichia coli tem-se abundancia de 32,9% de
Escherichia-Shigella e 60,7% de Proteus (grupo CPE, Grafico 4, barra 4 das amostras
S2), ambas as amostras coletadas ao 7° dia de vida. A composicdo da microbiota no
ponto subsequente da amostra com predominancia de Escherichia-Shigella e Proteus
mostrou-se prevaléncia de Enterobacter (grupo CPE, Grafico 4, barra 8 das amostras
S3) apds a administragio do antibidtico no tratamento da sepse. Para o RNPT
acometido por sepse fungica, ndo houve coleta de amostra para analise apds o

tratamento.

Ao observar a prevaléncia dos géneros bacterianos nas amostras fecais dos
RNPT submetidos a colostroterapia, independente do tempo, ¢ possivel notar alguns
géneros caracteristicos de cada grupos (Grafico 5). Géneros como Escherichia-Shigella,
Staphylococcus, Streptococcus e Clostridium sensu stricto tendem a ter mais relacao
com os grupos que receberam leite pasteurizado (CPE, CPC e CPP, grafico 5). O género
Bacteroides novamente ¢ observado como mais prevalente nos RNPT que receberam

colostro fresco (Grafico 5).
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Grafico 5 — Heatmap para géneros bacterianos. Agrupado por grupo (Description).
CCE: submetidos a colostroterapia com colostro cru, sendo as primeiras 24 horas de
terapia exclusiva sem dieta via enteral; CPE: submetidos a colostroterapia com colostro
pasteurizado, sendo as primeiras 24 horas de terapia exclusiva sem dieta via enteral;
CPC: submetidos a colostroterapia com colostro pasteurizado acompanhado de dieta via
enteral, sendo a dieta predominante de colostro pasteurizado; CPP: submetidos a
colostroterapia com colostro pasteurizado acompanhado de dieta via enteral, sendo a
dieta predominante de leite humano pasteurizado.

5.3 Analises de alfa diversidade

As andlises de alfa diversidade nos permitem avaliar o quao dominante ou
diversa a comunidade estudada tende a ser. Os valores de dominancia de Simpson
apontam que houve uma queda nestes valores entre as amostras S1 e S2, 1-3° e 7° dia
de vida, nos quatro grupos de estudo e elevacdo destes niveis nas amostras S3 dos
grupos que realizaram colostroterapia com colostro pasteurizado, principalmente no
grupo CPP (Grafico 6A). Observa-se que os valores de diversidade de Shannon tendem
a diminuir entre S1 e S2 nos grupos estudados, porém seguem estaveis entre S2 e S3

(Grafico 6B).
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Enquanto para os indices de diversidade e dominancia foi observado certo
padrdo de modulagdo entre os grupos, a modulacdo dos indices de riqueza da
comunidade tende a ser diferente entre os grupos (Grafico 6C). O grupo CCE nio sofreu
grande variacao nos valores de Chaol ao longo do tempo em comparagao aos outros
grupos (Grafico 6C). Os grupos CPE e CPP ao longo do tempo tendem a apresentarem
aumento nos valores de riqueza do indice de Chaol, seguido de diminui¢do deste indice
em S3 (Gréafico 6C). Ainda através dos indices de riqueza, nota-se que o grupo CPC
obteve queda nestes indices, seguido de um discreto aumento, ao longo dos trés
periodos analisados (Grafico 6C). Além disso, os valores de riqueza do grupo CPC sao

mais elevados em comparag@o aos outros grupos em todo o periodo.
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Gréafico 6 — Indices de alfa diversidade Simpson, Shannon e Chao 1. Indice de
dominancia de Simpson (A), indice de diversidade de Shannon (B) e indice de riqueza
de Chao 1 (C). CCE: submetidos a colostroterapia com colostro cru, sendo as primeiras
24 horas de terapia exclusiva sem dieta via enteral; CPE: submetidos a colostroterapia
com colostro pasteurizado, sendo as primeiras 24 horas de terapia exclusiva sem dieta
via enteral; CPC: submetidos a colostroterapia com colostro pasteurizado acompanhado
de dieta via enteral, sendo a dieta predominante de colostro pasteurizado; CPP:
submetidos a colostroterapia com colostro pasteurizado acompanhado de dieta via
enteral, sendo a dieta predominante de leite humano pasteurizado; S1: 1-3° dia de vida;
S2: 7° dia de vida; S3: 22° dia de vida.

5.4 Analises de beta diversidade

Para a avalia¢do da beta diversidade, foi estruturada anélises de PCoA com base
na matriz de distancia UniFrac. Para avaliar as semelhan¢as na comunidade bacteriana
entre os grupos, foi utilizada a matriz UniFrac ponderada e ndo ponderada (Figura 2).
Com base na andlise ndo ponderada, isto ¢, estrutura da comunidade bacteriana
determinada pelos grupos independentemente da abundancia (Figura 2A), podemos
observar que os grupos de colostroterapia concomitante a dieta (CPP e CPC) formam
clusteres independentes. As amostras referentes aos grupos com colostroterapia
exclusiva ndo se agrupam, mostrando uma estrutura de comunidade bem diversa entre
as amostras estudadas. Na analise ponderada, ¢ visivel que as amostras de cada grupo
nao tendem a se agruparem, dependente do grupo em que a amostra se encontra (Figura

2B).
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Figura 2 — PCoA com base na matriz de distancia UniFrac para os grupos. Analises nao
ponderadas (A) e ponderadas (B). Grupos CCE (preto), CPE (azul), CPC (verde) e CPP
(mostarda). CCE: submetidos a colostroterapia com colostro cru, sendo as primeiras 24
horas de terapia exclusiva sem dieta via enteral; CPE: submetidos a colostroterapia com
colostro pasteurizado, sendo as primeiras 24 horas de terapia exclusiva sem dieta via
enteral; CPC: submetidos a colostroterapia com colostro pasteurizado acompanhado de
dieta via enteral, sendo a dieta predominante de colostro pasteurizado; CPP: submetidos
a colostroterapia com colostro pasteurizado acompanhado de dieta via enteral, sendo a
dieta predominante de leite humano pasteurizado.

Outra andlise com base na matriz de distancia UniFrac foi construida com o
objetivo de avaliar o quao semelhantes sdo as amostras de acordo com o tempo (Figura
3). O resultado da analise ndo ponderada indica que as amostras S1 e S3 tendem a

formar clusters independentes, e S2 ndo apresentam tendéncia a agrupamento (Figura
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3A). Da mesma maneira, as analises ponderadas nao indicam um cluster das amostras

S2 (Figura 3B). Estes resultados indicam que as amostras S2 possuem um perfil de

comunidade distinto dos outros tempos, independente da abundancia na comunidade,

relacionado a transicao entre os tempos de 2 (S1) a 22 (S3) dias de estudo.
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Figura 3 — PCoA com base nas distancias da UniFrac para as amostras. Analises nao
ponderadas (A) e ponderadas (B). Amostras S1 (azul), S2 (verde) e S3 (laranja). CCE:
submetidos a colostroterapia com colostro cru, sendo as primeiras 24 horas de terapia
exclusiva sem dieta via enteral; CPE: submetidos a colostroterapia com colostro
pasteurizado, sendo as primeiras 24 horas de terapia exclusiva sem dieta via enteral;
CPC: submetidos a colostroterapia com colostro pasteurizado acompanhado de dieta via
enteral, sendo a dieta predominante de colostro pasteurizado; CPP: submetidos a
colostroterapia com colostro pasteurizado acompanhado de dieta via enteral, sendo a
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dieta predominante de leite humano pasteurizado; S1: 1-3° dia de vida; S2: 7° dia de
vida; S3: 22° dia de vida.

5.5 Quantificacdo bacteriana

Através da técnica de PCR em tempo real, foi possivel realizar a quantificag¢do
de bactérias totais e do género Bifidobacterium (Gréafico 7). Os resultados da
quantificagdo mostram que os grupos CCE, CPE e CPC apresentam aumento de
bactérias totais ao longo dos primeiros 22 dias de vida, tendo ainda os niveis em cada
tempo analisado muito proéximos entre os grupos (Grafico 7A). Os niveis de bactérias
totais no grupo CPP se mantiveram semelhantes nos trés tempos analisados, sendo que
as amostras S1, correspondentes ao 1-3° dia de vida do RNPT, tendem a terem maiores

niveis de bactérias totais em comparagao aos outros grupos de estudo (Grafico 7A).

Assim como os resultados observados para bactérias totais, os grupos CCE, CPE
e CPC apresentaram aumento nos niveis de Bifidobacterium ao longo do tempo
(Grafico 7B). No grupo CPP, observa-se que os niveis para este género bacteriano
tendem a serem maiores em S1 comparado aos outros grupos estudados (grafico 7B).
Neste mesmo grupo, nota-se um aumento na quantidade de bifidobactéria ao 22° dia de
vida, terceiro tempo analisado (grafico 7B). Nao houve presenca do género
Bifidobacterium durante o periodo estudado em apenas um RNPT incluido no estudo,

este pertencente ao grupo CCE.



43

wn
5] . .
E‘ Bactérias totais W SI
% 10_ * * . Sz
P S3
&Z eF 2 . T
2 o
< 6
2
=
g 41
wn
&
‘s 21
3
5]
% 0- L ' ] ' L ' 1 ' L ! ] ' L ! ]
gﬂ CCE CPE CPP CPC
-]
A
g
E Bifidobacterium spp.
2 10-
L0
g s
=
=
< 6
2
- T T
g4 |1 .
7]
<
i “
S
P
% 0- L ' 1 ' L ' 1 ' L ' 1 ! L ! ]
gﬂ CCE CPE CPP CPC
(=)
B

Grafico 7 — Quantificagdo bacteriana por real time PCR. Quantificacdo de bactérias
totais (A) e género Bifidobacterium (B) ao longo do tempo nos grupos estudados. CCE:
submetidos a colostroterapia com colostro cru, sendo as primeiras 24 horas de terapia
exclusiva sem dieta via enteral; CPE: submetidos a colostroterapia com colostro
pasteurizado, sendo as primeiras 24 horas de terapia exclusiva sem dieta via enteral;
CPC: submetidos a colostroterapia com colostro pasteurizado acompanhado de dieta via
enteral, sendo a dieta predominante de colostro pasteurizado; CPP: submetidos a
colostroterapia com colostro pasteurizado acompanhado de dieta via enteral, sendo a
dieta predominante de leite humano pasteurizado; S1: 1-3° dia de vida; S2: 7° dia de
vida; S3: 22° dia de vida. * P<0,005.
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6. DISCUSSAO

Durante a gestagao, o feto recebe diversos fatores bioativos presentes no liquido
amniotico, fatores os quais o leite materno possui a capacidade de continuar a fornecer,
protegendo o RN e auxiliando no desenvolvimento no periodo pos parto (WAGNER;
TAYLOR; JOHNSON, 2008). Em RNPT, o aleitamento materno logo ap6s o parto
muitas vezes nao ocorre em decorréncia de varias intercorréncias que acometem o
RNPT no inicio da vida (CORPELEIIN et al., 2011; FANARO, 2013). E comum que o
RNPT receba dieta via sonda, deixando de ter contato orofaringeo com os fatores
bioativos presentes no leite humano (GAROFALO; CAPLAN, 2019). Uma alternativa
para garantir que o RNPT se desenvolva sem complicagdes e continue a receber fatores
protetores € ofertar o colostro materno por via orofaringea, em pequenas quantidades
(GAROFALO; CAPLAN, 2019; RODRIGUEZ et al., 2010). Fatores bioativos
ingeridos pelo bebé, através do liquido amnidtico ou pelo colostro do leite humano, sdo
absorvidos pelas mucosas e podem gerar efeito sisttmico (GAROFALO; CAPLAN,
2019).

A colostroterapia tem sido bem tolerada até aos menores RNPT e possui
resultados clinicos promissores (GEPHART; WELLER, 2014; RODRIGUEZ et al.,
2010). A caracterizagdo da microbiota intestinal de RNPT submetidos a colostroterapia
¢ mais um resultado que mostra os beneficios desta pratica, podendo contribuir para a
implantacao desta imunoterapia oral em outras UTIN e consequentemente melhorando o
bem-estar dos RNPT. O perfil da microbiota intestinal entre os grupos se mostrou
diferente e desta maneira pudemos observar a modulagdo do colostro cru comparado ao

colostro pasteurizado.

Sabe-se que RN a termo e em amamentagcdo exclusiva possui um perfil de
microbiota intestinal diferente de RNPT, apresentando alta prevaléncia de
Proteobacteria ao nascimento, que tende a diminuir a medida que a diversidade da
microbiota aumenta nas semanas subsequentes ao parto (BRANDT et al., 2012). Um
estudo desenvolvido por Dahl e colaboradores mostrou que RNPT em amamentagdo
exclusiva possuem abundancia de Proteobacteria aos dez dias de vida, e posteriormente
abundancia de Firmicutes (DAHL et al., 2018). No presente estudo, observamos alta

abundancia e prevaléncia de bactérias dos filos Firmicutes e Proteobacteria nos
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primeiros dias de vida na microbiota dos trés grupos de RNPT que realizaram
colostroterapia com colostro pasteurizado. Outro estudo também observou nos
primeiros dias de vida uma abundancia dos filos Firmicutes e Proteobactéria na
microbiota intestinal de RNPT, os quais que recebiam uma dieta mista a base de leite

materno e LHP (CONG et al., 2018).

A presenga de géneros do filo Proteobacteria pode ser potencialmente
patogénica em bebés prematuros em ambiente hospitalar (ZOU et al., 2018). Bactérias
do género Enterococcus ou da familia Enterobacteriaceae sao comumente encontradas
no trato gastrintestinal (PENDERS et al., 2006), assim como também foram observadas
nos RNPT submetidos a colostroterapia com colostro pasteurizado. No entanto, estas
mesmas bactérias ja foram relacionadas a contaminacdo ambiental hospitalar, podendo

oferecer risco ao RNPT (MORA et al., 2016).

Casos de sepse neonatal ja foram relacionados com bactérias presentes na
microbiota do RN, e a mesma cepa isolada nas fezes do RN e na hemocultura ja foram
reportadas, sugerindo uma possivel translocagdo bacteriana (CARL et al., 2014;
MOLES et al., 2015; SHAW et al., 2015). Nos casos de sepses com confirmagao por
isolamento, foram identificados o fungo C. dubliniensis e a bactéria E. coli como
causadoras. Sabendo que pode ocorrer translocacdo bacteriana da microbiota para a
corrente sanguinea, desta maneira levando a uma septicemia, olhamos o perfil da
microbiota intestinal dos RNPT de maneira isolada. Poucos dias apds o isolamento da
bactéria E. coli na hemocultura, a microbiota do bebé apresentava alta abundancia do
género Escherichia-Shigella. Em um recente estudo realizado por nosso grupo de
pesquisa, foi observada a relagdo entre casos de sepses em RNPT e diminui¢do da

diversidade bacteriana (FEFERBAUM et al., 2017).

Além de bactérias comuns do trato gastrintestinal, como membros da familia
Enterobacteriaceae, a sepse neonatal tardia ¢ comumente causada por Staphylococcus
coagulase negativa (CARL et al., 2014; SHAW et al., 2015). Um estudo conduzido por
nosso grupo de pesquisa também ressaltou possiveis relagdes entre bactérias de alta
abundancia na microbiota intestinal de RN e a ocorréncia de sepse neonatal
(FEFERBAUM et al., 2018). Sabemos que no presente estudo contamos com apenas
dois casos de sepse neonatal tardia com hemocultura positiva, entretanto o caso da E.

coli poderia ser mais um de translocacdo bacteriana da microbiota intestinal para a
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circulacao, hipotese que poderia ser confirmada ou descartada com a identificacao da
cepa isolada. Esta mesma espécie ja foi relacionada anteriormente com translocag¢do por

outros pesquisadores (CARL et al., 2014).

Neste estudo, o género Clostridium sensu stricto foi mais abundante nos grupos
que realizaram colostroterapia com colostro pasteurizado € a0 mesmo tempo recebiam
dieta via enteral. Este género, também chamado de cluster I, inclui mais de 20 espécies
de Clostridium, contendo alguns conhecidamente como potencialmente patogénicos,
como C. perfringens, porém outras espécies comensais também foram descritas
(WIEGEL; TANNER; RAINEY, 2006). A enterocolite necrosante, a qual afeta
principalmente RNPT, ¢ comumente relacionada a infecgdes por espécies do género
Clostridium (CASSIR et al., 2015; HOURIGAN et al., 2016), entretanto, nenhum caso
foi reportado nos RNPT incluidos neste trabalho. Trabalhos também ja mostraram a
presenca de bactérias da familia Clostridiaceae em RNPT sob amamentagdo exclusiva
ou com dieta mista a base de leite materno e leite pasteurizado (CONG et al., 2018;
DAHL et al., 2018). A espécie C. butyricum, incluida neste género, ¢ capaz de utilizar

vias de quinases que resultam na producio de butirato (RIVIERE et al., 2016).

Diversos estudos foram realizados com o objetivo de caracterizar a microbiota
do leite humano, utilizando desde técnicas de cultura-dependente a técnicas moleculares
(JOST et al., 2015). Bactérias do género Clostridium foram encontradas em amostras de
leite humano em alguns trabalhos publicados na literatura (COLLADO et al., 2009;
JOST et al., 2014). Entretanto, bactérias do género Clostridium nao foram isoladas em
métodos de cultura-dependente, talvez por fatores antimicrobianos, como componentes
bioativos e pH do leite humano, que reduzem a viabilidade destas bactérias (JOST et al.,
2014). Esta dificuldade em isolar bactérias deste género no leite humano, impossibilita
o estudo de provavel transmissdo vertical do leite para o RN. Mesmo sabendo que a
presenca deste género possa ter relacdo com o aleitamento materno, nossos resultados
relacionaram o Clostridium sensu stricto aos grupos que receberam o colostro

pasteurizado.

O género Bacteroides ¢ um dos mais dominantes na microbiota intestinal no
iniclo da vida de RN sob amamentacdo exclusiva, juntamente com o género
Bifidobacterium (JOST et al., 2015). Pudemos observar que o género em questdo foi

caracteristico do grupo que realizou colostroterapia com o colostro fresco, sendo
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altamente abundante na microbiota intestinal ao longo dos primeiros dias de vida.
Espécies deste género sdo capazes de interagir com o epitélio intestinal, promovendo
maturagdo do sistema imunologico e podendo reduzir respostas inflamatdrias sistémicas
(MAZMANIAN; KASPER, 2006). A espécie Bacteroides fragilis possui mecanismo
com efeitos probidticos, capazes de inibir a coloniza¢do de bactérias patogénicas (LI et
al., 2017; ROUND et al., 2011). Sabendo que o ambiente de UTIN e uso de antibioticos
sdo alguns fatores negativos para a colonizacdo do RNPT, neste estudo mostramos que
a administracdo do colostro materno como uma imunoterapia oral nas primeiras 24
horas de vida, pode ter sido capaz de proteger o RNPT através da modulagao da
microbiota intestinal. Com a colostroterapia houve presenca de géneros importantes
para a prote¢do do RNPT por pelo menos até sua alta hospitalar e ida para a casa. Neste
mesmo grupo que realizou a colostroterapia com colostro cru, nao houve intercorréncias

clinicas, como a sepse neonatal.

O leite humano ¢ uma fonte de bactérias, oligossacarideos, citocinas e proteinas
importantes para o desenvolvimento neonatal. Bactérias presentes em grande
abundancia no leite sio comumente encontradas na microbiota intestinal do lactente, € a
presenca dos oligossacarideos no leite tem papel fundamental como substrato para a
prevaléncia de bactérias benéficas, como Bifidobacterium e Bacteroides (BIAGI et al.,
2017; JOST et al., 2015). Além disso, a presenca dos oligossacarideos impede a adesao
de bactérias potencialmente patogénicas na mucosa intestinal, como S. pneumoniae, H.
influenzae e H. pylori, contribuindo para a diminuicao de infecgdes (JOST et al., 2015).
A pratica da colostroterapia com colostro pasteurizado, em casos onde o colostro fresco
nao estd disponivel, pode ter um papel como prebidtico natural, ou seja, substrato para a

prevaléncia de bactérias benéficas.

A utilizag¢do do leite humano doado em RN ¢ recomendada pela OMS quando o
leite materno ndo esta disponivel, sendo a pasteurizagdo do leite um processo necessario
para a inativagdo de microrganismos. Com base nessa recomendacdao e sabendo os
beneficios da colostroterapia, foi estabelecido no protocolo de colostroterapia do
Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros que para os RNPT em que o colostro
fresco nao estivesse disponivel seria ofertado o colostro pasteurizado, doado ao BLH da

unidade. Os RNPT receberam CP ou LHP pasteurizados a partir do método de Holder.
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Estudos apontam que apds o processo de pasteurizagdao do leite humano por esta
metodologia, alguns componentes presentes podem perder suas concentragdes iniciais,
como as imunoglobulinas IgA, IgM e IgG (ESCUDER-VIECO et al., 2018; PEILA et
al., 2016). Alguns estudos mostraram também diminuicdo de leptina, adiponectina e
insulina, enquanto outros apontam nao haver diminuicao, sugerindo que sao necessarios
mais estudos para compreender o efeito da pasteurizagdo Holder sob os hormonios
presentes no leite humano (CHANG; CHEN; FANG, 2013; ESCUDER-VIECO et al.,
2018; LEY et al., 2011). Entretanto, a pasteurizagdo pelo método de Holder, ndo
interfere na concentragdo original de oligossacarideos, fornecendo ao neonato todos os
beneficios dos oligossacarideos do leite humano para a saide neonatal (BERTINO et
al., 2008; MARX et al., 2014). A presenga de Bifidobacterium spp. observada na grande
maioria dos RNPT e ao longo do tempo, reforca nossa idéia de que o perfil da
microbiota intestinal observado nos grupos que receberam colostro pasteurizado, pode
estar sendo influenciado pela presenca dos oligossacarideos presentes no leite

pasteurizado.

Pesquisadores da Universidade da Florida, nos Estados Unidos, apontam que
algumas bactérias do leite humano, como as bactérias acido-lacticas, podem sobreviver
e proliferar quando inoculadas no leite pasteurizado (CACHO et al., 2017). Neste
estudo, os RNPT receberam dieta mista, ou seja, por mais que a deita predominante
tenha sido o LHP, em algum momento estes bebés também receberam o leite materno
fresco, ocorrendo transferéncia da microbiota do leite para o trato gastrintestinal do

mesmo.

A detecgao de bifidobactérias pode ser dificultada dependendo da metodologia
aplicada e ja se sabe que a amplificagdao da regido V4 do gene /6S rRNA possui esta
limitagdo (BRANDT et al., 2012). Por este motivo € com o objetivo de estudar a
presenga do género Bifidobacterium nos RNPT submetidos a colostroterapia, foi
empregado a metodologia de PCR em tempo real, possibilitando a quantificagdo deste
género bacteriano. O ambiente hospitalar em conjunto com o uso de antibidticos sao
fatores desfavoraveis para a permanéncia das bifidobactérias no ambiente intestinal
(ZOU et al., 2018), entretanto, mesmo com estes fatores houve a presenca continua

deste género nos RNPT deste trabalho submetidos a colostroterapia.
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Abundancia e prevaléncia de Bifidobacterium na microbiota intestinal do RN
normalmente sdo associadas a uma microbiota saudavel ¢ ideal (WALKER, 2010).
Espécies pertencentes a este género, como B. breve € B. longum, possuem alta
capacidade de metabolizacdo de uma variedade de oligossacarideos, tornando este
género uma importante fonte de producao de AGCC (BOTTACINI; VAN SINDEREN;
VENTURA, 2017). Estas bactérias possuem também efeitos imunoldgicos e sao
capazes de estimular a produg¢do de IgA, contribuindo para a diminui¢cdo de doengas

atopicas em criangas (WALKER, 2010).

Estudos apontam que a microbiota intestinal de RN em amamentacdo exclusiva
tende a ser menos diversa comparada a RN sob administracao de formula, entretanto, a
microbiota intestinal tende a se diversificar em longo prazo, como a partir dos trés
meses de idade (PANNARAJ et al., 2017; WANG et al., 2015). Esta baixa diversidade
no inicio da vida ¢ necessaria para que ocorra a sucessao de bactérias anaerdbias
facultativas para as anaerobias estritas (PALMER et al., 2007). Em RNPT submetidos a
colostroterapia ha estabilidade na diversidade da microbiota intestinal entre o 7° e 22°
dia de vida. Quando administrado o colostro fresco na pratica da colostroterapia,
observa-se que os niveis de diversidade sdo menores em comparacao a microbiota do

RNPT que recebem o colostro pasteurizado.

Na administracdo de colostro pasteurizado como imunoterapia oral, a
comunidade intestinal tende a apresentar maior dominancia, sendo que no grupo CPP,
acreditamos que o aumento nos indices de dominancia observados ao 22° dia de vida
possa ser relacionado ao género Clostridium sensu stricto, prevalente e abundante neste
grupo e periodo. Os indices de riqueza também indicam a tendéncia destes grupos a
apresentarem uma comunidade mais rica, comprado ao grupo que recebeu colostro
fresco. Entre os indices de diversidade, o indice de riqueza foi o unico o qual
observamos diferencgas entre os grupos de colostro pasteurizado. A administra¢do do
colostro pasteurizado como dieta predominante revela que a microbiota intestinal deste

grupo tende a ser mais diversa em todo o periodo analisado.

Em relagdo ao ganho de peso do RN ou RNPT quando recebe leite materno,
LHP ou férmula, os estudos sdo controversos. Estudos ja apontaram que o LHP pode
atrasar o ganho de peso de quando comparado a dieta com leite materno ou férmula,

porém, outros estudos ndo encontraram diferencas no ganho de peso (BROWNELL et



50

al., 2018; CONNOR et al., 2016; HOBAN et al., 2019; MADORE et al., 2017). Em
nosso estudo, ndo observamos diferenga estatistica no ganho de peso entre os grupos até
0 22° dia de vida, mas pudemos observar a tendéncia dos grupos CPC e CPE a
ganharem mais peso entre o nascimento ¢ o 22° dia de vida, quando comparados aos
outros grupos. Entretanto, nosso estudo conta com as limitagdes: curto periodo de
tempo para avaliacdo do peso e baixa quantidade de leite materno oferecido. Desta
maneira, ndo pudemos avaliar se a administragdo do colostro cru ou pasteurizado

influencia no ganho de peso do RNPT.

Neste estudo, além de compararmos a modulagao do colostro cru e pasteurizado
na microbiota intestinal de RNPT a partir da colostroterapia exclusiva, pudemos estudar
se o colostro pasteurizado desempenha um papel diferente que o leite humano
pasteurizado na microbiota do RNPT. Entre os grupos nota-se que existe diferenca na
comunidade através das analises de abundancia relativa, assim como os resultados da
beta diversidade, que mostram separagdo das amostras pertencentes aos grupos CPC e
CPP. Além disso, a forte presenga de bifidobactérias e aumento continuo ao longo dos
primeiros dias de vida ¢ um resultado que pode ser utilizado para reforgar o uso do leite
pasteurizado na auséncia do leite fresco, mostrando que o mesmo pode favorecer a

prevaléncia de géneros benéficos para a microbiota intestinal do RNPT.
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7. CONCLUSOES

- A administragdo de colostro fresco oral logo ap6s o nascimento, antes da
introducdo da dieta enteral, foi capaz de favorecer bactérias do género Bacteroides na

microbiota intestinal do RNPT.

- A administrag@o de colostro, cru ou pasteurizado, antes da introducdo da dieta
enteral, teve uma correlagdo positiva com maiores abundancias de Bifidobacterium aos

7 e 22 dias de vida.

- Maiores abundancias e Proteobacteria foram encontradas nos grupos que

receberam colostroterapia com colostro pasteurizado, independente da dieta.

- O colostro pasteurizado foi capaz de favorecer a prevaléncia de bactérias

benéficas para a microbiota intestinal.
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ANEXOS

Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo

USP - FACULDADE DE
CIENCIAS FARMACEUTICAS GRBram
DA UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

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

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 76151717.0.0000.0067

Instituicio Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sio Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.542 854

Apresentacio do Projeto:

A colonizagBo inicial da microbiota intestinal humana & de suma imporidncia, desempenhando papel
fundamental no desenvolvimento imunalégico, nutricional, metabolico e neurologico. Recém-nascidos
prematuros e de baixo peso muilas vezes precisam permanecer internados em unidades de terapia
intensiva, & frequentemente a dieta enteral tréfica é limitada em consequéncia da imatundade do sistema
digesiivo ou estado clinico de recém-nascido. Dentro desie conlexto, a celostroterapia € uma pratica segura,
vidvel e bemn tolerada até mesmo pelos menores prematuros. Evidéncias preliminares defendem o efeito da
colostroterapia em reduzir o tempo de alimentagio enteral total. Sendo assim, o objetivo deste projeto &
avaliar 0 estabelecimento da microbiota intesiinal em neonatos premaluros submefidos a colostroterapia.
Para iss0, sera realizado um ensaio clinico, longitudinal, onde serdo recrutados 30 neonatos pramaturos,
onde 15 serdo alocados no grupo que receberd colostro de origem direta (cru) e 15 serfio alocados no grupo
que receberd colostro proveniente do banco de leile (pasteurizado). Serdo coletadas amosiras de fezes dos
neonatos, colostro malemo e colostro do banco de leite no periodo de estudo (3 a 4 semanas). para andlise
metagendmica das fezes e do leile e melatranscriptdmica das fezes, além de dosagem de dcidos graxos de
cadeia curta & IgA nas fezes e no colostro. Para analise eslatistica, sera utilizado o teste linear geral (GLM),
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Cantirscio do Parecor: 1 54T 554

no software SPSS, com significdncia de 5%. A hipétese do presente estudo & que a microbiota intestinal de
prematuros graves que receberem colostro materno cru apresentard diferencas. ou seja, serd melhor
modulada, quando comparados com premaluros graves gue receberem colosiro pasieurizado.

Objetive da Pesquisa:

O presente esiudo tem como objetivo avaliar o estabelecimenio da microbiotla intestinal em neonatos
prematuros submetidos & colostroterapia de origem direta (cru) e neconalos premaluros submetidos &
colostrolerapia proveniente do bance de leite (pasleurizado).

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riiscos:

A colostrolerapia & uma rotina j& realizada, & ndo implica em riscos para o recém-nascido. A pesquisa de
microbiota em pacientes submetidos & colostroterapia terd risco minimo.

Beneficios:

Qs resultados da pesquisa poderdio evidenciar os beneficios da colostroterapia na microbiota de neonatos
prematuros. Desla forma, novas préticas lerapéulicas poderfio ser difundidas em centros neonatais, com
objetivo de modular positivamente a microbiota intestinal

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa & impenante, pois 0s resultados poderiio contribuir para a implementacio de terapias acessorias
no acompanhamento de recém-nascidos prematuros, objetivando a diminuigio de intercorr@ncias clinicas
COmo a sepse,

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

C TCLE foi cormgido conforme indicagio e os termos substituidos por outros mais simples. Foi incluido o
termo “riscos minimos” conforme exigéncia da legislacio e as anuéncias e outros documentos estdo
corretos e inclusos na Plataforma.

Recomendagdes:
Sem recomendagies e pendéncias.

Conclusdes ou Pendéncias ¢ Lista de Inadequagdes:
O proponenie cumpriu as exigéncias anteriores, logo considero o projeto aprovado.

Endersgo: Av, Prof, Lineu Presies, S8, Bloco 134, saky 112

Bairro:  Butanth CEP: 05.508-000
WF: 5P Municipio: SAQ PAULD
Telefone: (11)3091.3822 Fax: [11)3031-8885 E-mail: ceplciusp br

Priging O3 de 04

62



63

USP - FACULDADE DE
CIENCIAS FARMACEUTICAS “GRBram o
DA UNIVERSIDADE DE SAO

Cantirscio do Parecor: 1 54T 554

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Este CEP entende que o projeto estd em conformidade com a legislacio.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixe relacionados:

Tipe Documento Arquivo Postagem Autor Situwacio

Informagbes Basicas| PB_INFORMAGOES_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 Aceilo

Assentimento | 20:59:07 |Castro Neves

Justificativa de

Auséncia

Qutros Carta_resposta.pdf 08/03/2018 |Carla Taddei de Aceito
20:58:28 | Castro Meves

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

Assentimento 19:40:42 |Castro Neves

Justificativa de

Auséncia

Qutros Equipe.pdf 28M11/2017 |Carla Taddei de Aceilo
08:37:46 | Castro Meaves

Declaracio de Panicipacac_Andrea. pdf 06/09/2017 |Carla Taddei de Aceilo

| Pesquisadores 15:46:15 | Castro Neves

Outros Anuencia2_leonor. pdf 05/00/2017 |Carla Taddei de Aceito
19:42:00 | Casiro Neves

Qutros Anuencial_leonor.pdf 08/08/2017 |Carla Taddel de Aceito
19:41:20 | Castro Neves

Declaracio de Paricipacac_Ramaon.pdf 23/08/2017 |Carla Taddei de Aceilo

Pesquisadores 14:34:48 | Caslro Neves

Declaracio de Panticipacac_Luana.pdf 23/08/2017 | Carla Taddei de Aceilo

Pesquisadores 14:30:55 | Castro Neves

Qutros Anuencia_dep.pdf 23/08/2017 |Carla Taddei de Aceito
14:28:35 | Castro Maves

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

Brochura 14:26:50 |Castro Neves

Lnvestigador

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

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:
Nao

Endersgo: Av, Prof, Lineu Presies, S8, Bloco 134, saky 112

Bairro;  Butanth CEP: 05.508-000
UF: 5P Municipio:  SAD PAULD
Telefone: (11)3091.3622 Fax: (11)3031-8588 E-mail:  ceplciusp br
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Anexo 2 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Maternidade Leonor

Mendes de Barros

HOSPITAL MATERNIDADE
LEONOR MENDES DE w
BARROS - UGA IV

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigio Coparnicipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

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

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 76151717.0.2001.0082

Instituicio Proponente: Hospital Maternidade Lecnor Mendes de Barros

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 2 558,782

Apresemtacao do Projeto:

Projeto de pesquisa dentro dos padries habituais de estilo.

Objetive da Pesquisa:

O presente estudo tem como objetivo avaliar o estabelecimenio da microbiota

intestinal em neonatos prematuros submetidos & colostrolerapia de onigem direta (cru) e

neonatos prematures submetidos & colostrolerapia proveniente do banco de leite

(pasteurizada).

Avaliagio dos Riscos @ Beneficios:

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

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante para a comunidade académica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Este projelo de pesquisa enconira-seé com alguns ilens fallantes ou fora do padrio, porlanto iNSermos nas

recomendach bai Ig alteragies que poderiam melhorar o aspecto final do projeto.

Recomendagdes:
1 - Inserir os dados do CEP Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros no TCLE.
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2 - inserir no TCLE o tempo de duraclo da coleta das amostras @ especificar quanias vezes Serdo

coletadas.

3 - Na metodologia nfio consta que a pesquisa durara irés anos, como esid escrito no TCLE.

4 - incluir na metodologia que serdo comparados os resultados das coletas entre 05 dois grupos.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Projeto aprovada,

Consideragbes Finais a critério do CEP:

SOLICITAMOS O ENVIO A ESTE CEP DE RELATORIOS SEMESTRAIS, DURANTE A REALIZAGAC DA
PESQUISA, E O RELATORIO FINAL COM OS RESULTADOS OBTIDOS, CONFORME DETERMINA A

RESOLUGAD N° 48812, ITEM |l, SUBITENS 11.18 E 11.20,

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixe relacionados:

Tipo Documento Arguive Postagem Autor Situagho
TCLE / Termos de | TCLE_final pdf 08/03/2018 |Carla Taddei de Aceilo
Assentimento [ 20:59.07 | Castro Neves
Justificativa de
Augnﬂ
Outros Carta_resposta.pdf 08/03/2018 |Carla Taddei de Aceito
20:58:28 | Caslro Neves

TCLE ! Termos de | TCLELecnorModeloFCF. pdf 07/03/2018 |Carla Taddel de Aceito

Assentimento f 19:40:42 |Castro Meves

Justificativa de

| Auséncia

Qutros Equipe.pdf 28M1/2017 |Carla Taddei de Aceilo
08:37:46 |Castro Neves

Qutros Anuencia2_leonor. pdf 05/08/2017 |Carla Taddei de Aceito
18:42:08 | Castro Neves

Outros Anuencial_leonor.pdf 05/08/2017 |Carla Taddei de Aceilo
19:41:20 | Castro Neves

Qutros Anuencia_dep.pdf 230872017 |Carla Taddei de Aceito
14:28:36 | Castro Neves

Projeto Detalhado /| P_colostro pdf 23/08/2017 |Carla Taddei de Aceilo

Brochura 14:26:50 |Castro Neves

Linvestinadar

Sitvacdo do Parecer:

Aprovado

Enderego:  Av. Celso Garcia 2477

Bairro:  Belenzinho CEP: (3.015-000
UF: SP Municipio:  5A0 PAULD
Telefone: (11)2262.4188 Fax: (11)2683-4738 E-mail:

cep leanon@gmail com
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HOSPITAL MATERNIDADE

LEONOR MENDES DE €3

BARROS - UGA IV

Cantiruscio do Parecor: 3 558 TEX

Necessita Apreciagio da CONEP:
Niio

SA0 PAULO, 23 de Margo de 2018

Assinado por:
Lucio Omar Carmignani
(Coordenador)
Enderego:  Av. Celso Garcia 2477
Bairro; Belenzinho CEP: 03.015-000
UF: 5P Municipéo: SAD PAULD
Telelone: (11)2282-4188 Fax: (11)2683.4735 E-mail:  cep leanor@gmail com
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