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RESUMO

INTRODUCAO: A colonizagio precoce do intestino neonatal é influenciada pelas praticas
de alimentag@o. A diversidade da microbiota fecal durante a permanéncia em Unidade de
Terapia Intensiva de recém-nascidos (RN) alimentados com leite humano é pouco estudada.
OBJETIVO: Determinar as diferencas na microbiota fecal dos prematuros recém-nascidos
(PRN), considerando o uso de leite materno exclusivo e de formula lactea, ao longo dos
primeiros 28 dias de vida. METODO: Foram incluidos 62 PRN com IG < 32 semanas,
distribuidos em cinco grupos, conforme regime alimentar: 7 PRN com leite materno
exclusivo, 8 PRN com férmula lactea exclusiva, 16 PRN com alimenta¢do mista > 70% de
leite materno préprio, 16 PRN com alimentacdo mista > 70% de formula lactea, e 15 PRN
com alimentacdo mista 50% de leite materno proprio e 50% de formula lactea. Critérios de
exclusdo: infeccdes congénitas, malformacdes congénitas e RNs de mées usuarias de drogas.
As fezes foram coletadas semanalmente durante os primeiros 28 dias de vida. Todos 0s
espécimes fecais foram dissolvidos em glicerol 1:1 e imediatamente congelados a - 80 °C até
extracdo de DNA microbiano, para amplificacdo do gene 16 S rRNA e seu sequenciamento.
Os dados foram analisados por estatistica descritiva e analitica. RESULTADOS: Os grupos
foram semelhantes em dados perinatais e neonatais. Diferencas significativas na diversidade
da comunidade microbiana nos tratamentos foram encontradas (p <0,001), principalmente
entre 0 uso de leite materno exclusivo quando comparado a dieta com férmula lactea
exclusiva (33%) e a > 70% de férmula lactea (37%). A dieta por leite materno exclusivo
permitiu maior diversidade microbiana (média de 85 Operational Taxonomic Unit — OTUs),
enquanto a > 70% de formula lactea a menor diversidade (média de 9 OTUs). Demais grupos
apresentaram uma média da diversidade microbiana de 29 OTUs para dieta com formula
lactea exclusiva, 23 OTUs para > 70% de leite materno préprio, e 25 OTUs para 50% de leite
materno préprio e 50% formula lactea. A proporcdo média do género Escherichia foi sempre
maior em tratamentos contendo férmula lactea do que no tratamento com leite materno
exclusivo. CONCLUSAO: A microbiota fecal no periodo neonatal de PRN alimentados com
leite materno exclusivo possui maior diversidade bacteriana do que os alimentados com
formula lactea. Sugerimos que a microbiota fecal determinada pelo uso do leite materno

proprio pode ser protetora contra varias morbidades neonatais.

Palavras-chave: Recém-nascido. Microbiota. Alimentag&o.



ABSTRACT

BACKGROUND: Early colonization of neonatal gut is influenced by feeding practices. Fecal
diversity during NICU stay of newborns fed with human milk is poorly studied. OBJECTIVE:
To determine the differences in preterm infants” stool microbiota considering the use of exclusive
own’s mothers milk and formula feeding along the first 28 days of life. METHODS: We
included newborns with GA < 32 weeks divided in 5 group according the feeding regimen: 7
exclusive own’s mother milk, 8 exclusive preterm formula, 16 mixed feeding with >70% own’s
mothers milk, 16 mixed feeding with >70% preterm formula, and 15 mixed 50% own’s mother
milk and preterm formula. Exclusion criteria: congenital infections, congenital malformations and
newborns of drug addicted mothers. Stools were collected weekly during the first 28 DOL. All
specimens were mixed with glycerol 1:1 and immediately frozen at — 80 °C until microbial DNA
extraction, 16 S rRNA amplification and sequencing. RESULTS: All groups were similar in
perinatal and neonatal and neonatal data. There were significant differences in microbial
community among treatments. Those differences were further confirmed by the permutational
multivariate analysis of variance. Approximately 33% and 37% of the variation in distance
between microbial communities could be explained by the treatment with maternal milk only
compared to diets based exclusively or preferentially in formula, respectively. Alpha diversity
measurements indicated significant differences (p <0.001, Krusual-Wallis test) among the
diversity of OTUs within treatments. The diet Composed by maternal milk only allowed for
greater microbial diversity (average of 85 OTUSs). The formula based group presented the smallest
diversity (average of 9 OTUSs). Those diets based in exclusive formula and preferably maternal
milk presented an average of 29 and 23 OTUs respectively; and the diet based in a mixture of
formula and maternal milk presented an average of 25 OTUs. The mean proportion of the genus
Escherichia was always greater in treatments containing formula than in the treatment with
maternal milk only. CONCLUSIONS: Fecal microbiota in the neonatal period of preterm infants
fed with exclusive own’s mother milk has increased diversity and a genus composition different
from those fed with formula. We suggest that fecal microbiota determined by use of own’s mother

milk may be protective against several neonatal morbidities.

Keywords: Newborn. Microbiota. Feeding.
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1 INTRODUCAO

Os fetos sdo essencialmente estéreis durante a gestagdo, mas, durante e apds o
nascimento, a superficie corporal, incluindo boca, pele e intestino, tornam-se hospedeiros para
uma variedade de micrdbios, bactérias, fungos e virus. (MORGAN et al., 2012). Tal visdo
tem sido questionada nos ultimos anos gragas as descobertas recentes de bactérias ou DNA
bacteriano no sangue do cord@o umbilical, placenta e meconio, sugerindo exposi¢édo in utero a
bactérias. (MARTIN et al., 2016)

A microbiota intestinal tem papel importantissimo no desenvolvimento das funcbes
gastrointestinais pés-natais dos seres humanos. Pesquisas tém apresentado resultados
significativos no que se refere as complexas relagdes existentes entre a microbiota, a barreira
intestinal, o sistema imunoldgico e o eixo intestino-cérebro, principalmente no tocante ao
recém-nascido. (FANARO et al., 2003)

Microbiota € o conjunto de todos os microrganismos (incluindo bactérias, archaea,
eucariontes e virus) que colonizam um hospedeiro em varias regides, como o trato digestorio.
(SOMMER et al., 2013) A microbiota intestinal se instala no individuo ao nascimento,
permanecendo até sua morte. Dentre as fungbes da microbiota, estdo: moldar os genes
envolvidos na fortificacdo da barreira da mucosa, promover a angiogénese e contribuir para a
maturacdo intestinal pos-natal. Outra funcdo importante da microbiota consiste na sua
capacidade imunomoduladora, pois atinge uma variedade de vias de sinalizacdo de modulacéo
das respostas imunes, inflamatérias e alérgicas. Sob circunstancias normais, esses
microrganismos auxiliam na digestdo e manutencdo do sistema imune; entretanto, uma
disfuncdo na microbiota humana tem sido associada a condi¢cdes que variam desde doencas

inflamatdrias a infeccdes resistentes a antibidticos. (MORGAN et al., 2012)
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No recém-nascido, a microbiota apresenta grande variabilidade interindividual e se
desenvolve rapidamente logo ap6s o nascimento, sendo dependente de diversas condicdes,
como tipo de parto, grau de imaturidade, uso de antibiéticos pela mae, oferta de leite materno
ou formula lactea, uso de antibidtico para tratamento da sepse neonatal precoce, entre outras
possiveis situacdes que promovem essa variabilidade. (TURNBAUGH et al., 2007; MADAN
etal., 2012)

A microbiota é essencial para um desenvolvimento normal do trato gastrointestinal
(GI) e tem um papel importante no funcionamento da barreira da mucosa intestinal e na
homeostase local. Acredita-se que, no recém-nascido, uma microbiota saudavel é aquela que
proporciona uma reducdo do risco de infec¢do e envia sinais adequados ao intestino para a
maturacdo imunoldgica, ou seja, o estabelecimento de uma microbiota saudavel possui um
efeito profundo sobre o futuro bem-estar do recém-nascido. Existem varias situacdes que
podem influenciar esse processo, entre eles, o tipo de alimentacdo. Um dos fatores
conhecidos, com importante papel no estabelecimento da microbiota intestinal, é o leite
materno (ARBOLEYA et al., 2012).

O processo de colonizacdo e formagdo da microbiota intestinal pode ser dividido em
fases (SATOKARI et al., 2009). A primeira fase comeca com 0 nascimento e as primeiras
horas de vida; a segunda fase se refere ao periodo do inicio da alimentacdo, (amamentacéo
com leite materno ou férmulas lacteas); e a terceira fase diz respeito a introducao de alimentos
solidos na dieta da crianca (desmame) (LANGHENDRIES et al., 2006).

A microbiota intestinal pode ser afetada pelo tipo de dieta, porque ela possui diferentes
substratos destinados a fermentacdo bacteriana. Verificou-se que existe relacdo entre a
composicdo da microbiota intestinal e a incidéncia de infeccdes entre criancas amamentadas

ou que receberam férmulas lacteas (PARRACHO et al., 2007).
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Um equilibrio dindmico existente entre a microbiota Gl e a dieta, a qual influencia na
aquisicdo inicial do ecossistema intestinal, além do seu desenvolvimento e estabilidade
(MSHVILDADZE et al., 2010a). No nascimento, o recem-nascido vai ser exposto a uma
avalanche de novos micrébios e o intestino comeca a ser gradualmente colonizado. Os
primeiros microbios colonizadores sdo anaerdbios facultativos, como as enterobactérias,
coliformes, lactobacilos e estreptococos, seguidos no segundo/terceiro dia de vida por
anaerdbios, como as bifidobactérias, bacteroides, clostridios e eubactérias. As bifidobactérias
mais comumente presentes nas fezes infantis sdo B. longum, B. infantis e B. breve (ROGER et
al., 2010a; ROGER et al., 2010b).

A colonizacdo intestinal é modulada ndo apenas por bactérias do ambiente, mas
também pelo tipo de dieta. O leite materno contém microrganismos vivos, especialmente
bifidobactérias e bactérias produtoras de &cido lactico, e um espectro de substancias bioativas.
ApoOs o desmame, a microbiota intestinal continua a se desenvolver em direcdo ao padréo
adulto-like. Este processo ¢é afetado por habitos alimentares, estado de saude e condicGes
sanitarias (COLLADO et al., 2012). A microbiota das criancas amamentadas € menos
complexa quando comparadas aos lactentes que receberam formulas lacteas, com
predominancia das bifidobactérias (até 90% da total populacdo bacteriana) e membros da
familia Enterobacteriaceae (ORRHAGE et al., 1999). Para aqueles alimentados com
formulas lacteas, verifica-se o predominio de colonizacdo semelhante ao do adulto (adulto-
like), com maior frequéncia e niveis mais elevados de Enterobacteriaceae e enterococos
(HARMSEN et al., 2000).

Embora varios autores analisem as comunidades bacterianas em criancgas, 0s estudos
com a microbiota neonatal sdo limitados, o que se deve, em parte, ao fato de que as técnicas
classicas utilizadas no passado sé permitiam a identificacdo de um namero restrito de

bactérias (HARMSEN et al., 2000; SCHWIERTZ et al., 2003; COLLADO et al., 2012).
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Atualmente, a classificacdo taxondmica e a identificacdo do perfil molecular dos
microbiomas sdo possiveis por meio do sequenciamento do gene 16S, que é altamente
conservado na subunidade pequena do gene do RNA ribossomal (rRNA) bacteriano,
possibilitando a identificacdo de microbios anteriormente indetectaveis. Tal abordagem
permite uma imagem mais completa da composicéo intestinal da microbiota humana (WANG
et al., 2009).

Os padrdes da colonizacdo entérica em neonatos prematuros se diferem em ambiente
de cuidados intensivos, quando comparados ao padrdo da colonizacdo de recém-nascidos a
termo saudaveis amamentados (WESTERBEEK et al., 2006; PENDERS et al., 2006). PRN
apresentam padrbes de colonizagdo microbiana imunes e modestos que podem estabelecer
bases para riscos de doencas imunoldgicas para toda a vida. Os processos infecciosos
maternos ocorridos no parto e, como ocorre em algumas situacoes, a seriedade consideravel
da doenca apds o nascimento prematuro, seguidamente, promovem o uso de antibidticos
precoces e de grande espectro no PRN (CLARK et al., 2006; COTTEN et al., 2009;). A
administracdo e a demora no inicio da alimentacdo enteral podem interferir no tipo e na
quantidade de microrganismos que colonizam o trato GI (WESTERBEEK et al., 2006;
DETHLEFSEN et al., 2008; COTTEN et al., 2009;). Os resultados a curto e longo prazo de
alteracdes do microbioma intestinal em desenvolvimento em PRN sdo muito desconhecidos,
mas existem chances significativas para modificar e regularizar o microbioma intestinal e,
assim, diminuir o risco de doencas por meio de terapias pré e probioticas, entre outras praticas
(HSIEH et al., 2008; MARTIN et al., 2008).

Ao se investigar o desenvolvimento do microbioma bacteriano intestinal em PRN de
baixo peso com risco para sepse, com 0 uso do pirosequenciamento 454, independente de
cultura, se observou que os PRN de baixo peso ao longo do tempo realcaram os padrbes de

colonizacdo anteriores a sepse tardia, resultados esses que promovem a correlacdo entre os
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padrdes de colonizagdo e as mudancas na diversidade com fatores clinicos. Outra constatacao
se refere & de que o meconio ndo é estéril e que possui baixa diversidade desde o nascimento
em bebés que desenvolveram sepse tardia. Por fim, verificou-se que o uso de antibioticos
empiricos e prolongados reduz a diversidade microbiana intestinal e promove uma microbiota
suscetivel a doencas (MADAN et al., 2016).

Apesar de existirem poucos dados de pesquisa em humanos, estudos em animais
sugerem que a microbiota intestinal durante o periodo neonatal tem um profundo efeito sobre
0 estado nutricional, o desenvolvimento do trato gastrointestinal (GI) e a manutencdo da
integridade da superficie da mucosa intestinal ( HOOPER et al., 2001; CAICEDO et al.,
2005; DETHLEFSEN et al., 2016). Em estudo prévio, no qual dados sobre a composicao da
microbiota intestinal em criangas prematuras nascidas com 32 semanas de IG foram
investigados, os resultados, amparados em técnicas de ndo cultura mostraram que a
microbiota em prematuros apresenta grande variabilidade interindividual, que se desenvolve
muito rapidamente ap0s o nascimento. As primeiras amostras de fezes apresentaram uma
diversidade bacteriana diferente conforme a IG no parto, 0 uso de antibiotico na gestante,
ruptura prolongada das membranas, e, também, ao tipo de alimentacdo (leite materno contra
formula lactea) (MSHVILDADZE et al.,, 2010a). Ndo foram encontradas diferencas
significativas em amostras iniciais entre cesarea e parto normal (HUURRE et al., 2008;
MSHVILDADZE et al., 2010a). Na comparacdo da microbiota fecal dos lactentes antes do
desenvolvimento de processos inflamatorios, tais como enterocolite necrosante (ECN) ou
sepse, com pirosequenciacdo 454, apareceram diferencas no padrdo de colonizacdo. Um dos
resultados que utiliza tanto electroforese em gel de gradiente deshaturante (DGGE) e
pirosequenciacdo 454 é a acentuada variabilidade de composicdo microbiana entre
lactentes, no entanto, persistiu ao longo do tempo uma tendéncia para 0 aumento da

diversidade. Nas amostras coletadas antes do inicio dos sintomas da doenca e analisadas por
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alto rendimento de sequenciamento de rRNA 16S, foram encontradas correlagbes entre a
presenca/auséncia de grupos de bactérias especificas e o estado da doenca no futuro. Cada
recém-nascido prematuro desenvolveu uma composicdo da microbiota diferente da de outros,
mesmo em gémeos (MSHVILDADZE et al., 2010a). Outra constatacdo diz respeito a
tendéncia para menos diversidade nas primeiras fezes de recém-nascidos cujas maes
receberam antibidticos, diferenca esta que diminuiu ao longo do tempo. O efeito dos
antibiéticos po6s-natais ndo pbde ser determinado porque a maioria dos prematuros recebeu
antibiéticos nos primeiros dias de vida pos-natal (MSHVILDADZE et al.,, 2010a;
MSHVILDADZE et al., 2010b). O uso rotineiro de antibioticos no prematuro foi
recentemente associado a uma maior chance de desenvolver ECN (MSHVILDADZE et al.,
2010 b; TORRAZZA et al., 2013).

Nos primeiros 6 meses de vida, o aleitamento materno é considerado a melhor nutri¢éo
para recém-nascidos (GARTNER et al., 2005). Nas unidades de terapia intensiva neonatal
(UTIN), para fornecer aos recém-nascidos os beneficios do leite materno, tem se tornado cada
vez mais comum oferecer o leite materno de doador (LDM), quando o leite da propria mae
(MOM) néo esta disponivel ou em falta, para que eles recebam um pouco dos beneficios
fornecido pelo leito materno (TULLY et al., 2000). Existe uma pluralidade de compostos
bioativos no leite materno, cuja quantidade e composicdo sdo dependentes dos fatores
genéticos e ambientais, que podem sofrer alteracdes ao longo do periodo de lactacdo. Quando
0 leite materno € modificado (pasteurizado), ele age como protetor do recém-nascido
recebedor contra os agentes patdgenos (SPRINGER et al., 1997; SPRINGER et al., 2000;
HUMAN MILK BANKING ASSOCIATION OF NORTH AMERICA. GUIDELINES, 2009;
GROVSLIEN et al., 2009; CAROLIN, 2013).

Os RN se beneficiam, em diversos graus, dos oligossacarideos existentes no leite

humano, pois esses constituem um grupo de compostos bioativos do leite (KUNZ et al., 2000;
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NEWBURG et al.,, 2005); sdo prebidticos e antimicrobianos, atuam como agentes
modeladores da constituicdo da microbiota intestinal, e, ainda, podem agir em parceria direta
com as células epiteliais do intestino do recém-nascido (ANGELONI et al., 2005; KUNTZ et
al., 2008; KUNTZ et al., 2009); e também articular as respostas imunes celulares (BODE et
al., 2004; EIWEGGER et al., 2004), tal como fornecer ao RN o &cido sialico, nutriente
indispensavel para o progresso do encéfalo e da cognicdo (WANG et al., 2009). Os
oligossacarideos, ap6s a lactose e os lipideos, sdo os elementos que existem em maior
quantidade no leite materno humano (CAROLIN et al., 2013).

O leite materno tem sido largamente e gradativamente recomendado para a
alimentacdo de prematuros na UTIN, mas os seus beneficios para a saide nem sempre sdo
comparaveis a dos RNs que recebem leite materno oriundos da prépria mde. Ha uma
diferenca significativa na composicdo OLG do leite materno de doador e do leite materno das
mées com recém-nascidos na UTIN. Tais diferencas possibilitam a existéncia de implicac6es
significativas no que se refere aos resultados da saude de recém-nascidos a termo e pré-
termo (CAROLIN et al., 2013).

Diversos fatores podem afetar a colonizacdo do intestino neonatal, dentre eles, o tipo
de dieta. Uma colonizacdo intestinal anormal nas primeiras semanas de vida pode modificar
as funcdes da barreira imunologica do hospedeiro e, consequentemente, aumentar o risco a
doenca. Um melhor entendimento sobre a colonizacdo microbiana do trato GI no periodo
neonatal é essencial, principalmente para os recém-nascidos pre-termo, pois interacdes entre a
microbiota e o0 seu hospedeiro tém consequéncias importantes para a saude futura

(SAAVEDRA et al., 2012).
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2 REVISAO DA LITERATURA

O corpo humano possui milhdes de microrganismos que funcionam em parceria com
as nossas proprias células a fim de influenciar a qualidade de nossa saude ao longo da vida
(ZEISSIG et al., 2014; HOUGHTELING et al., 2015). Tais microrganismos sao denominados
de microbiota ou microbioma, e suas agdes contribuem para a formacdo do sistema
imunolégico, enddcrino e neural dos seres humanos. Apesar de uma grande variedade de
microrganismos florescer na pele, na cavidade oral e no trato urogenital, os que estdo no
intestino s8o os mais diversificados e abundantes, e suas fungdes sdo as mais bem
compreendidas (YANG et al., 2016).

A microbiota intestinal € muito importante para 0 metabolismo, desenvolvimento e
comportamento dos seres humanos (HMPC, 2012; CABREIRO et al., 2013; BACKHED et
al., 2015). Estudos que abordam esta tematica e sua relacdo com doencas de alta
complexidade (HMPCS, 2012; LI et al., 2014; BACKHED et al., 2015) restringiram-se
apenas a sua enumeracdo de microbiota baseada em cultura, perfilhamento genético (16S)
e/ou utilizacdo de amostras pequenas, 0 que deixa claro que os fatores que formam a
microbiota intestinal ndo foram examinados a contento (DOMINGUEZ et al., 2010;
SUBRAMANIAN et al., 2014; BACKHED et al., 2015).

O desenvolvimento da microbiota dos recém-nascidos (RN) depende de fatores
médicos e dietéticos (LA ROSA, et al., 2014; BACKHED et al., 2015), mas ndo se sabe ainda
como eles influenciam a sua composicdo geral e a sua cooperagio entre si (BACKHED et al.,
2015). Os estudos baseados em amostras fecais de lactentes e suas maes contribuem para o
acompanhamento de cada estagio cronoldgico e funcional no decorrer do primeiro ano de vida

(BACKHED et al., 2015; GREGORY et al., 2016).
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A constituicdo do microbioma intestinal infantil é influenciada por fatores como o tipo
de nascimento, ingestdo de antibidticos, ambiente de cuidados e exposi¢des nutricionais, e,
por fim, amamentacdo, que merece destaque (DOMINGUEZ-BELLO et al., 2010; BROOKS
et al., 2014; ARDESHIR et al., 2014; GREGORY et al., 2016; BOIX-AMOROS et al.,
2016).

Além desses fatores, nos PRN, a IG ao nascimento e a idade pés-natal também
contribuem para o desenvolvimento do microbioma intestinal. RN a termo possuem bactérias
especificas que favorecem a sua salde, as chamadas bactérias "pioneiras" (LA ROSA et al.,
2014; HOUGHTELING et al., 2015).

A influéncia do leite materno versus formula lactea na formacdo da microbiota,
sobretudo sobre os genes enterocitarios, contribui para a protecdo e o desenvolvimento do
hospedeiro, em que o verdadeiro impacto do leite materno na composicdo do microbioma
intestinal do prematuro ainda € desconhecido (HOUGHTELING et al., 2015).

O microbioma intestinal infantil do prematuro sofre a influéncia de fatores como
tempo pos-natal, IG, peso ao nascer e exposi¢cdes nutricionais (KHODAYAR-PARDO et al.,
2014; HOUGHTELING et al., 2015; CABRERA-RUBIO et al., 2016; YASMIN et al., 2017).
No caso especifico da alimentacdo com leite materno, este parece encobrir a influéncia do
peso ao nascer, o que sugere uma funcdo protetora contra a imaturidade intestinal do recém-
nascido prematuro em seu inicio de vida (HOUGHTELING et al., 2015). Essas descobertas
sugerem ndo apenas a existéncia de um mecanismo microbiano subjacente ao conjunto de
evidéncias que elucidam que o leite materno propicia a salde intestinal do recém-nascido
prematuro (CACHO et al., 2017), mas, inclusive, a interacdo dindmica dos fatores
hospedeiros e dietéticos que ajudam na colonizacdo e no enriquecimento de microbios
especificos durante o estabelecimento da sua microbiota intestinal (HOUGHTELING et al.,

2015).
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Estudos com o leite materno identificaram um grupo em comum de nove espécies
bacterianas presentes em todas as amostras coletadas, mas com diferentes concentracGes entre
os individuos, demonstrando que cada individuo doador apresentou um Unico microbioma do
leite que era estavel ao longo do tempo, o que levou a conclusdo de que cada mae possui um
conjunto de micrébio especifico destinado a saide do seu recém-nascido (CAPORASO et al.,
2012; CACHO et al., 2017). Grande parte das maes de recém-nascidos muito prematuros
possui a capacidade de produzir, mesmo que em pequena quantidade, seu proprio leite, que,
apesar de ndo ser o suficiente para satisfazer as necessidades nutricionais diarias do
prematuro, ainda mantém os beneficios a saude desse (CAPORASO et al., 2012).

A microbiota Gl dos recém-nascidos consiste no reflexo mais proximo do leite de suas
mées do que de médes ndo aparentadas, o que indica que os microbios do leite humano
provavelmente colonizam o trato GI de forma precoce e podem compor a base do microbioma
Gl infantil (PANNARAJ et al., 2017; PANNARAJ et al., 2018). Tal relagdo é importante,
pois se desenvolve por meio da ingestdo do leite humano pelo recem-nascido, visto que
possui a capacidade ndo apenas de transferir bactérias, mas também virus (LY, et al., 2016;
COLUMPSI, et al., 2016). Diante disso, os viromas do leite humano e fezes infantis de uma
coorte de pares mae-filho foram mapeados com o objetivo de: caracterizar o viroma do leite,
identificar semelhancas e diferencas na diversidade do virus no leite e nas fezes infantis,
decifrar se o leite e os viroides das fezes infantis sdo similares em seus taxon e, por fim,
estabelecer em que medida os virus podem ser transmitidos para o trato Gl da crianca por
meio do leite (PANNARAJ et al., 2017). O estudo identificou diferencas significativas na
microbiota bacteriana em diferentes superficies corporais, porém o leite e as fezes infantis
apresentaram algumas das diferencas mais significativas na constituicdo dos viromas

observados (PANNARAJ et al., 2018).
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A predominancia relativa de Siphoviridae nas fezes dos lactentes se relacionada com a
predominancia de Myoviridae no leite foi significativa. Mesmo que as caracteristicas
taxondmicas representem diferencas de estilo de vida entre as populagdes virais, em que 0s
virus no leite tém estilos de vida mais predominantemente liticos quando comparados com
estilos de vida mais lisogénicos nas fezes infantis, tais diferencas também podem representar
as diferencas na taxonomia bacteriana, em que Bacteroidese Veillonella foram predominantes
nas fezes infantis e que podem ter sido mais propensas a ter virus da familia Siphoviridae.
Diante disso, os dados apresentados reforgcam que o leite materno pode contribuir com parte
dos virus encontrados no trato Gl da crianga, 0 que aumenta ainda mais o potencial complexo
do microbioma intestinal no desenvolvimento infantil, pois foi identificado um viroma unico
no leite que pode ser transferido ao recém-nascido (PANNARAJ et al., 2018).

Em outro estudo, foram explorados os padrdes diarios do microbioma intestinal em
recém-nascidos prematuros em UTIN (Unidade de Terapia Intensiva Neonatal), e se
investigou a relacdo entre os fatores clinicos (demografia infantil, tipo de parto, tipo de
alimentacdo, antibidtico uso, e condicdes de saude) e os tipos de colonizagdo microbiana do
intestino infantil. Ao sequenciar e analisar as amostras fecais de 29 prematuros nascidos entre
28 e 32 semanas de gestacao, foram constatados padrdes dindmicos de desenvolvimento de
colonizacdo microbiana Gl nos primeiros 30 dias de vida, que diferiram entre homens e
mulheres lactentes e entre recém-nascidos alimentados com leite materno proprio (MBM) e
aqueles alimentados com leite humano e/ou formula lactea (ndo MBM). A analise da relacéo
entre os tipos de alimentacdo e o microbioma intestinal infantil, a alimentacdo com MBM
esteve associada a maior diversidade do microbioma intestinal dos recém-nascidos se
comparada a alimentacdo ndo MBM, incluindo leite humano e/ou formula lactea. Os recém-
nascidos alimentados por ndo MBM desenvolveram comunidades menos complexas nos

primeiros pontos de amostragem e a taxa crescente de diversidade foi lenta ao longo do
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tempo. Os padrdes do microbioma intestinal de pré-termo variaram significativamente entre
os recém-nascidos e Proteobacteria foi o filo mais abundante. Verificou-se que as criancas
alimentadas com MBM tiveram um microbioma intestinal relativamente mais diversificado e
com maior abundéncia de Clostridiales e Lactobacillale do que aqueles alimentados com né&o
MBM (leite de doador humano e/ou formula lactea). Ja as criancas alimentadas com ndo
MBM desenvolveram um tipo diferente de comunidade de microbioma intestinal em que
predominou Enterobacteriales durante os primeiros 30 dias de vida precoce. Tais diferencas
foram encontradas mesmo entre o0s recém-nascidos do grupo MBM que receberam leite ou
formula lactea doadora durante o estudo (CONG et al., 2016).

Alem de contribuir para o aumento da microbiota, o leite materno também favorece a
prevencdo da sepse, enterocolite necrosante (ECN) e outras doencas (FALLANI et al., 2011;
CAPORASO et al., 2012; LEMAS et al., 2016; STEARNS et al., 2017).

A ECN consiste em uma das principais causas de morbidade e mortalidade em
unidades de terapia intensiva neonatal, com a maioria dos casos ocorrendo entre prematuros
(LEMAS et al., 2016; STEARNS et al., 2017). O equilibrio de toda a comunidade microbiana
intestinal pode ser crucial para o desenvolvimento de uma microbiota local saudavel no
recém-nascido, capaz de protegé-lo contra ECN, mostrando uma associacao entre a ECN e as
distorcdes no desenvolvimento normal da microbiota (STEARNS et al., 2017).

O conhecimento do nimero total de bactérias no leite permite o melhor entendimento
do comportamento bacteriano em situacdes de protecdo ou de infeccBes, por exemplo, o0 que
facilitaria o desenvolvimento de mecanismos para a deteccdo de problemas existentes nos
lactentes (HARMSEN et al., 2000; STEARNS et al., 2017) como ja descreveram estudos
realizados (FALLANI et al., 2011; CAPORASO et al., 2012; EDGAR et al., 2013; PYLRO et

al., 2014; HOUGHTELING et al., 2015; STEARNS et al., 2017).
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O microbioma intestinal encontrado no leite materno (MOM) contribui, a curto e
longo prazo, para a prevencdo da colonizagdo por agentes patogénicos, pois estimula a
producdo de anticorpos reativos e estabelece um microbioma intestinal saudavel capaz de
prevenir morbidades em longo prazo, como obesidade, diabetes tipo 2, cronica inflamacéo
intestinal, distdrbios autoimunes, alergia, sindrome do intestino irritavel e gastroenterite
alérgica (RDCT, 2008; CAPORASO et al., 2012; GRITZ et al., 2015; MURPHY et al., 2017,
PAMMI et al., 2017). Muitas médes de recém-nascidos prematuros ndo conseguem produzir a
quantidade suficiente de leite materno para atender totalmente as necessidades nutricionais do
seu recém-nascido (CAPORASO et al., 2012).

Outro estudo se propds a determinar a associacdo entre o leite materno, a pele areolar e
as comunidades bacterianas intestinais, a partir de um estudo prospectivo e longitudinal, que
identificou a composicdo com o sequenciamento do gene do RNA 16S ribossémico no leite
materno, pele areolar e amostras de fezes infantis de 107 pares mée-recém-nascido saudaveis,
em que constataram que os lactentes amamentados receberam 27,7% das bactérias intestinais
do leite materno e 10,4% da pele areolar durante o primeiro més de vida. A diversidade
bacteriana e as alteracGes da composicdo foram associadas a propor¢do de ingestdo diaria de
leite materno de forma dependente da dose, mesmo apds a introducdo de alimentos solidos.
Os resultados deste estudo indicam que as bactérias no leite materno contribuem para o
intestino do lactente, ressaltando a importancia da amamenta¢do no desenvolvimento do
microbioma intestinal infantil (PANNARAJ et al., 2017).

Desde o nascimento, a microbiota intestinal apresenta trés fungdes essenciais: protetor,
em que 0S microrganismos intestinais servem como barreira que afasta a proliferacdo dos
organismos patogénicos; metabdlico, ja que desempenham um papel importante na digestao e
no metabolismo do colostro, do leite materno, da formula lactea, de alimentos do desmame

em lactentes e de uma grande variedade de alimentos em adultos, na quebra de toxinas e de
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drogas, na sintese de vitaminas e na absorcdo de ions; e, por fim, tréfico, pois incluem o
crescimento e a diferenciacdo das células epiteliais que revestem o lamen intestinal e a
manutencdo homeostatica do sistema imunoldgico, incluindo a tolerancia aos antigenos
alimentares (GUARNER; YANG et al., 2016).

Acreditava-se que o intestino de um recém-nascido era estéril e que o processo de
colonizagdo iniciava apenas ap6s 0 nascimento a partir da microbiota materna, da dieta e do
meio ambiente (ARRIETA et al., 2014; MUNYAKA et al., 2014). Tal visdo tem sido
questionada nos ultimos anos gracas as descobertas recentes de bactérias ou DNA bacteriano
no sangue do cordao umbilical, placenta e mecdnio, sugerindo exposicao in Utero a bacterias.
A composi¢do da microbiota evolui ao longo do tempo, que & o resultado do impacto
combinado de diferentes eventos (ou seja, diferentes tipos de alimenta¢do, modo de entrega e
uso de antibidticos). Esses achados podem sugerir que essas bactérias sdo transitorias no
intestino infantil, e podem desempenhar um papel fundamental no amadurecimento do
sistema imunoldgico nos primeiros meses de vida (MARTIN et al., 2016).

Os fatores que influenciam a composicdo da microbiota intestinal estdo sendo objeto
de multiplos estudos, para que, uma vez conhecidos e entendidos, novas estratégias possam
ser desenvolvidas para a manutencdo do estado de equilibrio (CAPORASO et al., 2012;

EDGAR et al., 2013; STEARNS et al., 2017; CACHO et al., 2017).
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3 JUSTIFICATIVA

H& evidéncias crescentes mostrando que a aquisi¢do precoce, o desenvolvimento e a
manutencgdo de populacBes de bactérias especificas sdo essenciais para a salde humana, e uma
melhor compreenséo destes oferece grandes oportunidades para intervengdo (WALKER et al.,
2008).

A microbiota constitui um ecossistema extremamente complexo que interage com o
hospedeiro e afeta profundamente o trato Gl e as fungBes imunolégicas sistémicas. Padrbes
microbianos especificos estdo associados com criancas e adultos saudaveis, e esses padroes
estdo relacionados a aquisicdo de bactérias e ao desenvolvimento de comunidades
microbianas intestinais no periodo perinatal. (FANARO et al., 2003)

As fezes sdo representantes da microbiota de grande parte do intestino distal (do ileo
até regido anal), podendo, inclusive, prover uma abordagem confiavel da microbiota de sitios
mais proximais do trato digestivo. (FANARO et al., 2003) Nosso projeto é inovador na
medida em que estamos utilizando o estado da arte 16S rRNA baseada em tecnologia de
sequenciamento (MORGAN et al., 2012) para avaliar a microbiota intestinal dos recém-
nascidos pré-termo. N&o foram localizados estudos avaliando a microbiota intestinal nesse
grupo de recém-nascidos de acordo com todos o0s tipos de dieta recebida, quando esta
pesquisa foi realizada (2014-2016).

Os fatores que influenciam a composicdo da microbiota intestinal estdo sendo objeto
de multiplos estudos, para que, uma vez conhecidos e entendidos, novas estratégias possam
ser desenvolvidas para a manutencdo do estado de equilibrio. O conhecimento da microbiota
intestinal de acordo com o tipo de alimentacdo recebida pelo recém-nascido pré-termo podera

inaugurar futuras possibilidades terapéuticas direcionadas a flora intestinal conhecida.
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4 OBJETIVO

Determinar as diferencas na microbiota fecal dos prematuros recém-nascidos (PRN),
considerando o uso de leite materno exclusivo e de formula lactea, ao longo dos primeiros 28

dias de vida.
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5 HIPOTESE DE TRABALHO

A hipotese deste estudo é de que a microbiota intestinal dos recém-nascidos pré-termo
apresenta diferencas de acordo com o tipo de alimentacdo recebida, se leite materno ou

formula lactea.
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6 METODOLOGIA

6.1 DELINEAMENTO

Estudo de coorte prospectivo com amostra de conveniéncia.

6.2. POPULACAO A SER ESTUDADA

Foram estudados recem-nascidos pré-termo com IG menor ou igual a 32 semanas,
nascidos no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e internados na Unidade de

Tratamento Intensivo Neonatal dessa mesma instituigdo, entre o periodo de 2014 a 2016.

6.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

a)  recem-nascidos admitidos na neonatologia provenientes de outro hospital;
b)  presenca de malformagdes congénitas ou sindromes genéticas;

c) infeccBes congénitas, maes portadoras do virus HIV.

6.4 LOGISTICA

Ao ocorrer um nascimento pré-termo com IG menor ou igual a 32 semanas no Centro
Obstétrico no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), preenchendo critérios de
inclusdo; a familia foi contatada para solicitar autorizacdo para inclusdo na pesquisa, € um
nimero de inclusdo foi gerado para iniciar protocolo de coleta de dados (APENDICE A). Um

termo de consentimento livre e esclarecido foi lido e fornecido para autorizar a inclusdo do
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filho ou tutelado na pesquisa, com todas as questdes de duvidas esclarecidas pelo pesquisador
principal Adriana Zanella (AZ).

Apos a autorizacdo concedida, a primeira eliminagdo de mec6nio do recém-nascido foi
obtida por meio de coleta estéril e, a seguir, armazenada em tubo estéril com glicerol na
diluicdo 1:1. As amostras foram imediatamente congeladas e armazenadas em botijéo
criogénico até serem transportados para o laboratério, no qual foi feita a extracdo do DNA
microbiano e a posterior analise da composi¢cdo da comunidade microbiana. A primeira
coleta, obrigatoriamente, ocorreu antes do recém-nascido receber todo e qualquer tipo de
alimentacéo por via enteral, pois as tecnicas sugerem diferencas na colonizagdo microbiana de
criancas alimentadas com leite materno se comparadas aquelas alimentadas com formula
lactea. (ROESCH et al., 2007)

Apos alimentacdo enteral, novas amostras de fezes foram coletadas com intervalos de
cinco a sete dias, durante toda a permanéncia hospitalar do recém-nascido. Todas as amostras
de fezes foram imediatamente congeladas a -80°C em frascos com tampa rosca adequados
para ndo ocorrer derramamentos até o0 momento da extracdo de DNA e a posterior analise da

composicdo da comunidade bacteriana.

6.4.1 Andlises laboratoriais da microbiota intestinal

Ha diversas etapas nesse processo: técnica de extracdo do DNA, amplificacdo do gene
16S rRNA e sequenciamento.

Técnica para extracdo do DNA

O DNA microbiano total foi extraido a partir de amostras de 200-300mg de fezes
usando o kit QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA) seguindo o protocolo

recomendado pelo fabricante modificado pela inclusdo de uma etapa adicional de lise



34

mecanica. A pureza do DNA gendmico total foi analisada com auxilio de espectrofotémetro
tipo NanoVue™ por meio da medicdo da razdo entre absorbancia a 260 e 280nm. A
concentracdo do DNA total foi quantificada com o uso de fluordmetro tipo Qubit® 2.0. Em
posse da concentracdo de DNA total, todas as amostras foram diluidas de acordo com aquela
de menor concentragdo para que cada amostra contenha a mesma concentracdo de DNA. O
DNA foi congelado a -80°C até o momento da amplificacdo do gene 16S e sequenciamento.

Amplificagdo do gene 16S rRNA e sequenciamento

A diversidade, abundancia e estrutura das comunidades microbianas foram estimadas
com base na metodologia proposta por Roesch e colaboradores. (ROESCH et al., 2007)

Conforme Fulthorpe e colaboradores (FULTHORPE et al., 2008), o sequenciamento
do gene 16s foi realizado por meio da plataforma PGM™ ION TORRENT. Para cada amostra
de DNA microbiano, foi amplificado o gene 16S a partir dos oligonucleotideos iniciadores
universais, recomendados pelo Human Microbiome Project, 515F
(GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) e B806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT), para
amplificacdo de microrganismos do dominio Bacteria e Archaea.

Os oligonucleotideos iniciadores foram sintetizados juntamente com os adaptadores
A-Key (5’CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG’3) e P1-Key
(5’CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT’3) para a obtengdo de uma sequéncia de
oligonucleotideos iniciadores Unica (primer fusion). Mdltiplas amostras foram analisadas em
uma Unica utilizagdo do instrumento PGM™ e, para tanto, foram adicionados, a regido 5° dos
oligonucleotideos iniciadores, 10 bases conhecidas (cddigo de barras) que serviram para
posterior identificacdo da origem de cada sequéncia segundo metodologia proposta por
Hamady et al. (HAMADY et al., 2008)

O codigo de 10 bases foi adicionado ao oligonucleotideo iniciador 806R e o

sequenciamento unidirecional foi feito a partir do adaptador A-key. Uma reacdo de PCR foi
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feita para cada DNA isolado das amostras com um diferente codigo de barras por reacdo. As
condicdes utilizadas na reacdo foram: 94°C por 3 minutos, 35 ciclos a 94°C por 45s para
desnaturacdo, 50°C por 1min. para o anelamento dos oligonucleotideos iniciadores, e 72°C
por 1,5 min. para extensdo; seguidos por 72°C por 10 minutos de extensdo final. O produto
final das reac6es de PCR foi purificado com kit para purificagdo de PCR AgencourtAMPure
XP (BeckmanCoulter, Inc.).

A concentracdo final do DNA produto da PCR foi quantificada por meio do uso do
Bioanalyzer e do kit Agilient High Sensitivity (GE) seguindo as recomendacdes do fabricante.
Finalmente, as reacdes foram combinadas em concentracdo equimolar para criar uma mistura
composta por fragmentos do gene 16S amplificado de cada amostra de DNA. Esta amostra
composta foi, entéo, sequenciada utilizando o chip Ion 316™,

Preparacao dos dados para analise

As sequéncias de nucleotideos obtidas pelo método descrito acima foram analisadas
por meio da utilizagdo de um conjunto de ferramentas de bioinformatica sumarizadas no
programa computacional PANGEA desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa e disponivel
para download no site http://pangea-16s.sourceforge.net/. (HAMADY et al., 2008) Também
foi utilizado, para a complementacdo das andlises, os scripts disponibilizados no pacote
QIIME (GIONGO et al.,, 2010) ou Mothur (CAPORASO et al., 2010) de acordo com a
necessidade da aplicacéo.

Os passos adotados para a analise foram baseados nas recomendacfes propostas por
Lemos e colaboradores. (LEMOS et al., 2011) As sequéncias obtidas foram inicialmente
avaliadas quanto a qualidade das bases sequenciadas. As bases localizadas na parte terminal
da sequéncia que apresentarem escore Phred menor ou igual a 25 foram removidas.

Também foram removidas do banco de dados aquelas sequéncias que apresentarem

tamanho inferior a 200 bases e aquelas cujo valor médio do Phred score for menor que 27 (em
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uma janela de 50 bases). As sequéncias de boa qualidade foram posteriormente separadas em
diferentes grupos de acordo com o cddigo de 10 bases, sendo criado um novo arquivo para as
sequéncias provenientes de cada amostra.

Toda a técnica para extracdo do DNA, amplificacdo do gene 16S rRNA e
sequenciamento, assim como a classificacdo filogenética dos genes do 16SrRNA, foi
realizada no Laboratério de Biologia Molecular da UNIPAMPA, sob a responsabilidade do

Dr. Luiz Roesh.

6.5 VARIAVEIS DO ESTUDO

6.5.1 Variavel dependente

a) analise da microbioma intestinal.

6.5.2 Variaveis independentes

a) IG: variavel continua (dias) e avaliada pela data da ultima menstruacéo confiavel
ou ultrassom obstétrico precoce, realizado nas primeiras 12 semanas da gestacéo
e confirmada pelo exame clinico neonatal,

b)  Peso nascimento: variavel numérica continua, que foi estratificado em faixas de
peso;

c)  Sexo: masculino/feminino;

d)  Escore de Apgar;
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e) Classificagdo quanto a IG: em Pequeno (PIG) ou Adequado a idade gestacional
(AIG), de acordo com as curvas de crescimento intrauterinas empregadas na
rotina da Neonatologia;

f)  Dados maternos e obstétricos: tipo de parto, idade materna, presenca de bolsa
rota superior a 18 horas, infec¢do urindria materna, corioamninite, descolamento
de placenta;

g) Morbidades e intercorréncias do recém-nascido: presenca de doenca da
membrana hialina, neutropenia, sepse neonatal precoce e tardia, enterocolite
necrosante, convulsdes, asfixia neonatal, hemorragia peri-intraventricular, alta
ou Obito. Diagnostico de sepse precoce foi determinado pela presenca de
hemocultura positiva nas primeiras 72 horas de vida e de sepse tardia,
hemocultura positiva apos 72 horas de vida, acompanhadas de sinais clinicos de
infeccdo;

h)  Tipo de alimentacdo enteral recebida: leite materno/formula lactea/mista (leite

materno e formula lactea).

Todas essas variaveis foram obtidas pela revisdo de prontuarios e, longitudinalmente,
durante o acompanhamento do recém-nascido na Neonatologia, com o devido registro em

ficha protocolo individual (APENDICE A).

6.6 SELECAO DA AMOSTRA

Este estudo baseou-se em uma estratégia de amostragem de conveniéncia com

pacientes recrutados na Secdo de Neonatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

(HCPA), no Brasil.
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Os grupos foram separados de acordo com o tipo de alimentacdo: leite materno
exclusivo (LME), formula lactea exclusiva (FLE), prevaléncia de leite materno (PLM),
prevaléncia de formula lactea (PFL), e misto (formula lactea e leite materno (FM)). Os recém-
nascidos que foram alimentados com aleitamento materno exclusivo receberam apenas o leite
materno sem adicionar nenhum outro tipo de liquido. Os que foram alimentados com formula
lactea exclusiva receberam somente algum tipo de formula lactea infantil, sem nenhum tipo
de outro alimento. As prevaléncias de leite materno foram para recém-nascidos que receberam
os dois tipos de leite, 0 materno e algum tipo de formula lactea infantil, prevalecendo 70% de
leite materno. J& na prevaléncia de formula lactea, receberam os dois tipos de leite, 0 materno
e algum tipo de formula lactea infantil, prevalecendo 70% de férmula lactea infantil. No
grupo dos mistos, os recém-nascidos receberam os dois tipos de leite, 0 materno e algum tipo

de formula lactea infantil, num percentual de 40-50% de cada tipo.

6.7 CONSIDERACOES ESTATISTICAS

Foram digitados os dados no programa Excel e, posteriormente, exportados para o
programa SPSS v. 18.0 para analise estatistica. Foram descritas as variaveis categoricas por
frequéncias e percentuais. As variaveis quantitativas foram descritas pela média e pelo desvio
padrdo. Foram comparadas as varidveis categdricas pelo teste de Qui-quadrado e as
quantitativas pela Analise de Variancia (ANOVA) seguido do teste post-hoc de Tukey.

Foi considerado um nivel de significancia de 5% para as comparacdes estabelecidas.
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6.8 CONSIDERACOES ETICAS

Atendendo a Resolucdo 466/2012, que regulamenta a pesquisa com seres humanos, o
projeto de pesquisa foi submetido para avaliacdo quanto aos seus aspectos metodolégicos e
éticos pela Comissdo de Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Foi preenchido o Termo de Compromisso para Utilizacdo de Dados, que é fornecido
pelo Grupo de Pesquisa e Pds-Graduacdo do HCPA. Deste modo, foi assegurada a
confidencialidade das informagdes contidas nos bancos que possam identificar os individuos.

Também foi dado aos pais o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, para

solicitar a autorizagéo para a coleta de fezes e inclusdo no estudo (APENDICE B).
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8 ARTIGO ORIGINAL

INFLUENCIA DA NUTRICAO ENTERAL NA MICROBIOTA INTESTINAL
DO RECEM-NASCIDO PRE-TERMO

RESUMO

INTRODUCAO: A colonizagio precoce do intestino neonatal é influenciada pelas préticas
de alimentagdo. A diversidade da microbiota fecal durante a permanéncia em Unidade de
Terapia Intensiva de recém-nascidos (RN) alimentados com leite humano é pouco estudada.
OBJETIVO: Determinar as diferencas na microbiota fecal dos prematuros recém-nascidos
(PRN), considerando o uso de leite materno exclusivo e de formula lactea, ao longo dos
primeiros 28 dias de vida. METODO: Foram incluidos 62 PRN com IG < 32 semanas,
distribuidos em cinco grupos, conforme regime alimentar: 7 PRN com leite materno
exclusivo, 8 PRN com formula lactea exclusiva, 16 PRN com alimentacdo mista > 70% de
leite materno proprio, 16 PRN com alimentagdo mista > 70% de férmula lactea, e 15 PRN
com alimentacdo mista 50% de leite materno préprio e 50% de formula lactea. Critérios de
exclusdo: infeccdes congénitas, malformacdes congénitas e RNs de mées usuarias de drogas.
As fezes foram coletadas semanalmente durante os primeiros 28 dias de vida. Todos 0s
espécimes fecais foram dissolvidos em glicerol 1:1 e imediatamente congelados a -80 °C até
extracdo de DNA microbiano, para amplificacdo do gene 16 S rRNA e seu sequenciamento.
Os dados foram trabalhados por estatistica descritiva e analitica. RESULTADOS: Os grupos
foram semelhantes em dados perinatais e neonatais. Diferencas significativas na diversidade
da comunidade microbiana nos tratamentos foram encontradas (p <0,001), principalmente
entre uso de leite materno exclusivo quando comparado a dieta com férmula lactea exclusiva
(33%) e a > 70% de formula lactea (37%). A dieta por leite materno exclusivo permitiu maior
diversidade microbiana (média de 85 Operational Taxonomic Unit — OTUs), enquanto a >
70% de férmula lactea a menor diversidade (média de 9 OTUs). Demais grupos apresentaram
uma média da diversidade microbiana de 29 OTUs para dieta com formula lactea exclusiva,
23 OTUs para > 70% de leite materno proprio e 25 OTUs para 50% de leite materno préprio e
50% férmula lactea. A proporcdo média do género Escherichia foi sempre maior em
tratamentos contendo formula lactea do que no tratamento com leite materno exclusivo.
CONCLUSAO: A microbiota fecal no periodo neonatal de PRN alimentados com leite

materno exclusivo possui maior diversidade bacteriana do que os alimentados com férmula
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lactea. Sugerimos que a microbiota fecal determinada pelo uso do leite materno préprio pode
ser protetora contra varias morbidades neonatais.

Palavras-chave: Recém-nascido. Microbiota. Alimentag&o.

ABSTRACT

BACKGROUND: Early colonization of neonatal gut is influenced by feeding practices.
Fecal diversity during NICU stay of newborns fed with human milk is poorly studied.
OBJECTIVE: To determine the differences in preterm infants” stool microbiota considering
the use of exclusive own’s mothers milk and formula feeding along the first 28 days of life.
METHODS: We included newborns with GA < 32 weeks divided in 5 group according the
feeding regimen: 7 exclusive own’s mother milk, 8 exclusive preterm formula, 16 mixed
feeding with >70% own’s mothers milk, 16 mixed feeding with >70% preterm formula, and
15 mixed 50% own’s mother milk and preterm formula. Exclusion criteria: congenital
infections, congenital malformations and newborns of drug addicted mothers. Stools were
collected weekly during the first 28 DOL. All specimens were mixed with glycerol 1:1 and
immediately frozen at — 80 °C until microbial DNA extraction, 16 S rRNA amplification and
sequencing. RESULTS: All groups were similar in perinatal and neonatal and neonatal data.
There were significant differences in microbial community among treatments. Those
differences were further confirmed by the permutational multivariate analysis of variance.
Approximately 33% and 37% of the variation in distance between microbial communities
could be explained by the treatment with maternal milk only compared to diets based
exclusively or preferentially in formula, respectively. Alpha diversity measurements
indicated significant differences (p <0.001, Krusual-Wallis test) among the diversity of OTUs
within treatments. The diet Composed by maternal milk only allowed for greater microbial
diversity (average of 85 OTUs). The formula based group presented the smallest diversity
(average of 9 OTUs). Those diets based in exclusive formula and preferably maternal milk
presented an average of 29 and 23 OTUs respectively; and the diet based in a mixture of
formula and maternal milk presented an average of 25 OTUs. The mean proportion of the
genus Escherichia was always greater in treatments containing formula than in the treatment
with maternal milk only. CONCLUSIONS: Fecal microbiota in the neonatal period of
preterm infants fed with exclusive own’s mother milk has increased diversity and a genus

composition different from those fed with formula. We suggest that fecal microbiota
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determined by use of own’s mother milk may be protective against several neonatal
morbidities.
Keywords: Newborn. Microbiota. Feeding.

INTRODUCAO

A microbiota intestinal € muito importante para 0 metabolismo, desenvolvimento e
comportamento dos seres humanos.™? Apesar de vérios estudos sobre o tema e a sua relacéo
com doencas de alta complexidade™®®, eles restringiram-se apenas & sua enumeragdo
baseada em cultura, perfilhamento genético (16S) e/ou utilizacdo de amostras pequenas, 0 que
deixa claro que os fatores que formam a microbiota intestinal ndo foram examinados a
contento.™*® Sabe-se que o desenvolvimento da microbiota dos recém-nascidos depende de

fatores médicos e dietéticos(*”

, mas ndo se sabe ainda como eles influenciam a sua
composicdo geral e a sua cooperacdo entre si.”) Os estudos baseados em amostras fecais de
lactentes e suas mées contribuem para o acompanhamento de cada estagio cronologico e
funcional no decorrer do primeiro ano de vida. ®

O corpo humano possui milhGes de microrganismos que funcionam em parceria com
as nossas proprias células a fim de influenciar a qualidade de nossa satide ao longo da vida.®
A constituicdo do microbioma intestinal infantil é influenciado por fatores como o tipo de
nascimento, a ingestao de antibioticos, o ambiente de cuidados e as exposi¢des nutricionais, e,

8101112 Além desses

por fim, a amamentacdo, que merece destaque na formacdo dela.
fatores, nos recém-nascidos prematuros, também contribuem para o desenvolvimento do
microbioma IG ao nascimento e a idade pos-natal; se sabe que os recém-nascidos a
termo possuem bactérias especificas que favorecem a sua salde, as chamadas bactérias
“pioneiras”.("® Apesar de se conhecer a influéncia do leite materno versus formula lactea na
formacdo da microbiota, sobretudo sobre os genes enterocitarios que contribuem para a
protecdo e o desenvolvimento do hospedeiro, desconhece-se o verdadeiro impacto do leite
materno na composicdo do microbioma intestinal do prematuro. ©

O microbioma intestinal infantil do prematuro sofre a influéncia de fatores como o

5. 8131419 No caso

tempo pos-natal, a 1G, 0 peso ao nascer e as exposi¢cBes nutricionai
especifico da alimentacdo com leite materno, este parece encobrir a influéncia do peso ao
nascer, 0 que sugere uma funcdo protetora contra a imaturidade intestinal do recém-nascido
prematuro em seu inicio de vida.®) Essas descobertas sugerem ndo apenas a existéncia de um

mecanismo microbiano subjacente ao conjunto de evidéncias que elucidam que o leite
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materno propicia a satide intestinal do recém-nascido prematuro"®, mas inclusive a interagéo
dindmica dos fatores hospedeiros e dietéticos que ajudam na colonizagao e no enriquecimento
de micrébios especificos durante o estabelecimento da sua microbiota intestinal.®

Estudos com o leite materno identificaram grupo em comum de nove espécies
bacterianas presentes em todas as amostras coletadas, mas com diferentes concentracées entre
os individuos, demonstrando que cada individuo doador apresentou um unico microbioma
intestinal do leite que era estavel ao longo do tempo, o que levou a concluséo de que cada mae
possui um conjunto de micrébio especifico destinado & satide do seu recém-nascido.®*"
Grande parte das maes de recém-nascidos muito prematuros possui a capacidade de produzir,
mesmo que em pequena quantidade, seu proprio leite, que, apesar de ndo ser o suficiente para
satisfazer as necessidades nutricionais diarias do prematuro, ainda mantém os beneficios a
salide desse.”

Diante disso, pretende-se descrever a microbiota intestinal de recém-nascidos pré-
termo de acordo com o padrdo alimentar, estabelecer modificacdes da microbiota intestinal
conforme o tipo da dieta enteral administrada, bem como comparar o perfil da microbiota

intestinal do recém-nascido pré-termo.
MATERIAIS E METODOS

Este estudo baseou-se em uma estratégia de amostragem de conveniéncia com
pacientes recrutados na Secdo de Neonatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), no Brasil. Os critérios de inclusdo foram os recém-nascidos prematuros com IG de
<32 semanas (a I1G foi avaliada por ultrassom) e que tiveram o consentimento por escrito na
admissdo hospitalar para o parto. Os critérios utilizados para exclusdo das maes consistiram
em: (1) HIV ou infec¢bes congénitas, (2) dependéncia ou usuarias de drogas recreativas ou
alcool e (3) malformac6es congénitas no recém-nascido.

Os grupos foram separados de acordo com o tipo de alimentacdo: leite materno
exclusivo (LME), formula lactea exclusiva (FLE), prevaléncia de leite materno (PLM),
prevaléncia de formula lactea (PFL), e misto (férmula lactea e leite materno (FM)). Os recém-
nascidos que foram alimentados com aleitamento materno exclusivo receberam apenas o leite
materno sem adicionar nenhum outro tipo de liquido. Os que foram alimentados com férmula
lactea exclusiva receberam somente algum tipo de formula lactea infantil, sem nenhum tipo
de outro alimento. As prevaléncias de leite materno foram para recém-nascidos que receberam

0s dois tipos de leite, 0 materno e algum tipo de formula lactea infantil, prevalecendo 70% de
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leite materno. Ja na prevaléncia de formula lactea, receberam os dois tipos de leite 0 materno
e algum tipo de formula lactea infantil, prevalecendo 70% de formula lactea infantil. No
grupo dos mistos, os recém-nascidos receberam os dois tipos de leite 0 materno e algum tipo
de formula lactea infantil num percentual de 40-50% de cada tipo.

As fezes dos recem-nascidos foram coletadas de fraldas. A coleta foi realizada
semanalmente, comegando com as primeiras fezes (mecénio), apds essa primeira amostra com
o intervalo de cinco dias, foi coletada uma amostra por semana, até a quarta semana de vida.
Apos a coleta, todas as amostras foram imediatamente armazenadas em nitrogénio liquido até
a extragdo do DNA.

Os dados clinicos foram separados pela caracterizacdo da amostra e o desfecho. As
variaveis foram definidas por meio dos dados maternos e obstétricos como: idade materna
variavel continua (anos), avaliada pela data de nascimento; o tipo de parto normal ou
cesariana como variavel qualitativa nominal; o tempo de bolsa rota em dois tipos: por horas,
sendo uma variavel quantitativa e com um ponto de corte acima de 18h; o uso de antibidticos
durante a internacdo da mde antes do parto; se ocorreu pré-eclampsia que foi definida como
uma sindrome que ocorre na gravidez, com o aumento excessivo da pressao arterial, dores de
cabeca persistentes, proteinria, aumento excessivo do peso, e edema das pernas e dos pés na
gestacdo ou eclampsia, que é caracterizada por convulsdes relacionadas a hipertensao arterial;
se apresentou coriomionite, que € uma inflamacdo das membranas fetais (dmnio e corion)
devido a uma infeccdo bacteriana; e se a coleta de estreptococo foi positiva ou negativa nessas
mées; peso nascimento: variavel numérica continua; que podera ser estratificada em faixas de
peso; I1G: variavel continua (dias) e avaliada pela data da ultima menstruacdo confiavel ou
ultrassom obstétrico precoce, realizado nas primeiras 12 semanas da gestacdo e confirmada
pelo exame clinico neonatal; morbidades e intercorréncias do recém-nascido com enterocolite
necrosante; sepse, que é uma infeccdo generalizada que produz um conjunto de manifestacdes
graves em todo o organismo produzidas por uma infeccdo, a qual pode ser precoce: que foi
determinada pela presenca de hemocultura positiva nas primeiras 72 horas de vida ou sepse
tardia: hemocultura positiva apés 72 horas de vida, acompanhadas de sinais clinicos de
infeccdo; o uso de corticoide na gestante antes nascimento do recém-nascido, sendo
considerada/s uma ou mais doses; 0 uso de antibioticos no recém-nascido na primeira semana
de vida e na segunda; e 6bito sendo uma variavel quantitativa.

As considerac@es éticas atenderam a Resolucdo 466/2012, que regulamenta a pesquisa

com seres humanos; o projeto de pesquisa foi submetido e aprovado quanto aos seus aspectos
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metodoldgicos e éticos pela Comissdo de Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre.

Foi preenchido o Termo de Compromisso para Utilizacdo de Dados, que é fornecido
pelo Grupo de Pesquisa e Pds-Graduacdo do HCPA. Deste modo, foi assegurada a
confidencialidade das informagdes contidas nos bancos que possam identificar os individuos.
Também foi entregue aos pais 0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, para solicitar a
autorizacao para a coleta de fezes e incluséo no estudo.

Extracdo de DNA microbiano, preparacdo das bibliotecas do gene 16S e
sequenciamento

O DNA microbiano foi isolado a partir de amostras meconiais e fecais usando o
QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, Estados Unidos) conforme as
instrucdes do fabricante. A qualidade do DNA foi quantificada por espectrofotometria usando
o espectrofotdmetro NanoVue™ (GE Healthcare, Chicago, IL, Estados Unidos). Todas as
amostras de DNA foram armazenadas a -80 ° C até a sua utilizacdo. A regido V4 do gene
rRNA 16S foi amplificada e sequenciada utilizando o PGM lon Torrent (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos) com os oligonucleotideos iniciadores 515F e
806R™®. Mltiplas amostras foram amplificadas por PCR usando iniciadores codificados em
codigo de barras ligados a  sequéncia  do adaptador "A" (5'-
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG-3) e a sequéncia do adaptador "P1" (5'-
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT-3") para obter uma sequéncia iniciadora composta pelo
adaptador A-barcode-806R e P1-515F. A reacdo de PCR foi feita em 25 ulL e consistiu em 2U
de Platinum® Taqg DNA High Fidelity Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados
Unidos), 4 uL 10X High Fidelity PCR Buffer, 2 mM MgSO4, 0.2 mM dNTP's, 0,1 uM de
ambos os iniciadores descritos acima, 25 pg de UltraPure BSA (Invitrogen, Carlsbad, CA,
Estados Unidos) e, aproximadamente, 50 ng de DNA molde.

As condi¢cbes de PCR utilizadas foram: 95°C durante 5 min, 35 ciclos de 94°C por
45s; 56°C por 45s e 72°C por 1 min.; seguidos por 10 min. de extensdo final a 72°C. Os
produtos de PCR resultantes foram purificados com o Reagente Agencourt ® AMPure® XP
(Beckman Coulter, Brea, CA, Estados Unidos) e a concentracdo final do produto de PCR foi
quantificada usando o kit Fluorémetro Qubit (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos)
seguindo as recomendac@es do fabricante.

Por fim, as reacBes foram combinadas em concentragdes equimolares a fim de se criar
uma mistura composta por fragmentos amplificados do gene 16S de cada amostra. Tal

amostra composta foi utilizada para a preparacdo da biblioteca com o sistema lon
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OneTouch™ 2 usando o kit ION PGM™ Template OT2 400 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, Estados Unidos). O sequenciamento foi realizado usando o kit comercial lon
PGM™ Sequencing 400 no lon PGM ™ System usando lon 318 ™ Chip v2 com um maximo

de 40 amostras por microchip.

Processamento dos sequenciamentos para analise

Os arquivos Fastq exportados do sistema ION PGM ™ foram analisados com base nas
recomendaces do Projeto Microbioma Brasileiro®™. Em sintese, uma tabela de UTOs
(Unidades Taxondmicas Operacionais) foi elaborada utilizando-se o pipeline UPARSE®?, em
que as sequéncias foram cortadas a 200 bases e filtradas por qualidade usando um erro
maximo esperado de 0,5. As sequéncias foram reunidas em UTOs usando um critério de 97%
de similaridade para o agrupamento, e sequéncias quiméricas foram removidas®®. A
classificacéo taxondmica foi realizada utilizando o SINTAX®Y, contra o banco de dados do
Projeto Ribosomal Database (RDP)®?, com um limiar de confianca de 80%. O esforco de

amostragem foi estimado utilizando a cobertura de Good®.

Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados clinicos foi realizada da seguinte forma: as variaveis
quantitativas foram descritas por média e desvio padrdo ou mediana e amplitude
interquartilica. As variaveis categdricas foram descritas por frequéncias absolutas e relativas.

Para comparar médias, a Analise de Variancia (ANOVA), em conjunto com o teste de
Tukey, foi aplicada. Em caso de assimetria, o teste de Kruskall-Wallis, em conjunto com
Dunn, foi utilizado. Na comparacdo de proporcdes, o teste qui-quadrado de Pearson, em
conjunto com a analise dos residuos ajustados, foi aplicado. O nivel de significancia adotado
foide 5% (p<0,05) e as andlises foram realizadas no programa SPSS versdo 21.0.

A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk W (p > 0,05).
Variaveis quantitativas com distribuicdo normal foram descritas por medias/desvio padrédo e
comparadas pelo teste t de Student. As varidveis quantitativas com distribuicdo nao normal
foram descritas por meio da mediana/interquartil e comparadas pelo teste de Mann-Whitney.
As variaveis qualitativas foram descritas por frequéncias/percentis e comparadas com o Teste
Exato de Fisher.

Todas as bibliotecas de genes 16S rRNA foram normalizadas por reamostragem
aleatdria das sequéncias para 0 mesmo nimero de sequéncias encontradas na menor biblioteca

de acordo com as recomendagdes de Lemos et al.?¥. 0 arquivo BIOM foi importado para o



53

ambiente R® e uma matriz de dissimilaridade composicional foi gerada com base em
distancias binomiais entre amostras usando o pacote “phyloseq"®®.

A matriz foi utilizada em uma analise de variancia multivariada permutavel ndo
paramétrica®” com a funcdo Adonis disponivel no pacote vegan®® para detectar variaveis de
confusdo. Célculos de dominancia microbiana e indice de diversidade de Shannon foram
obtidos e plotados usando o pacote "phyloseq"@®.

O pacote estatistico STAMP v2 foi usado para determinar diferencas na abundancia
relativa de géneros microbianos entre tratamentos.*® As diferencas entre os tratamentos
foram avaliadas utilizando o teste t ndo paramétrico de White e os intervalos de confianca
foram calculados usando o método bootstrap. As unidades taxondmicas com uma diferenga

entre proporcdes abaixo de 1% foram excluidas da anélise.
RESULTADOS

Os grupos foram compostos por: leite materno exclusivo (07 pacientes, com 25
amostras); formula lactea exclusiva (8 pacientes, com 31 amostras); prevaléncia de leite
materno (16 pacientes, com 57 amostras); prevaléncia de formula lactea (16 pacientes, com 61
amostras); e, misto (férmula lactea e leite materno), com 15 pacientes, e 53 amostras. Um
total de 227 amostras de fezes de fraldas de 62 prematuros foi coletado semanalmente,
comecgando com as primeiras fezes (mecénio), sendo uma amostra por semana, até a quarta
semana de vida. Apés a coleta, todas as amostras foram imediatamente armazenadas em
nitrogénio liquido até a extracdo do DNA. Os dados clinicos foram separados pela
caracterizacdo da amostra e o desfecho conforme as tabelas abaixo.

Na Tabela 1, temos a caracterizacdo da amostra. Os cinco grupos foram separados e
analisadas as variaveis por meio dos dados maternos e obstétricos. Somente houve diferenca

significante na ocorréncia de corioamniote.
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Férmula LM Predominio
o LME lactea - de formula Misto
Variaveis (n=7) Exclusiva Predr(:r_nllgante lactea (n=15) p
(n=8) (n=16) (n=16)
Idade materna
) 24,0+ 28,0+
(anos) — média + 26,1+6,4 31,6+55 24674 0,052
91 7,5
DP
Parto cesarea —
7 (100) 6 (75) 13 (81,3) 11 (68,8) 12 (80) 0,556
n(%)
Tempo de bolsa
rota (h) — mediana 0(0-3) 0(0-0,4) 0,04 (0-37) 6,1(0-96,5) 0(0-3) 0,246
(P25-P75)
Tempo de bolsa
0 (0,0) 1(12,5) 4 (25) 7 (43,8) 2 (13,3) 0,062
rota >18h —n(%)
ATB durante
internacdo mae — 3(42,9) 5 (62,5) 11 (68,8) 14 (87,5) 8 (53,3) 0,188
n(%)
Pré-Eclampsia —
0,119
n(%)
Sim 5(71,4) 1(12,5) 7 (43,8) 6 (37,5) 4 (26,7)
Na 2 (28,6) 6 (75) 9 (56,3) 10 (62,5) H
do , ) ,
(73,0)
Eclampsia 0(0,0) 1(12,5) 0 (0,0 0 (0,0 0 (0,0
Coriomionite —
3(42,9) 6 (75)* 3(18,8) 1(6,3) 7 (46,7) 0,005
n(%)
Estreptococo —
) 1(14,3) 2 (25) 4 (25) 5(31,3) 6 (40) 0,944
n(%

*  Associagdo estatisticamente significativa pelo teste dos residuos ajustados a 5% de significancia.

*  Foram usados a média, o desvio padrdo mediana e a amplitude interquartilica, sendo usada a Analise de

Variancia.

(ANOVA) em conjunto com o teste de Tukey foi aplicada. Em caso de assimetria, o teste de Kruskall-Wallis, em
conjunto com Dunn, foi utilizado. As varidveis categoricas foram descritas por frequéncias absolutas e relativas.

Na comparagdo de propor¢des, utilizou-se o teste qui-quadrado de Pearson em conjunto com a andlise dos
residuos ajustados foi aplicado.

Ja na Tabela 2, temos os resultados dos desfechos entre os cinco grupos foram

encontradas diferencas significativas nas variaveis peso de nascimento entre os grupos PLM,

PFE E MISTO.
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Tabela 2 — Desfechos conforme grupo em estudo

Formula LM Predominio
. LME lactea . de férmula Misto
Variaveis (n=7) Exclusiva PredﬁTllgante lactea (n=15) p
(n=8) (n=16) (n=16)

Peso ao nascer

912,1+ b " " 1332 +
(PN) (g) — 1684 +430,1° 1460 + 5754 1459 + 4133 \ 0,021

_ 291,5° 372°
média + DP
Idade
estacional (IG 27,7+

J (16) 30,6 +1,7° 29,9 +2,4® 305+1,6° 294+1,7" 0,031
(semanas) — 2,7°
média + DP
ECN - n(%) 1(14,3) 0 (0,0) 1(6,3) 1(6,3) 2 (13,3) 0,778
Uso de
corticoide — 6 (85,7) 7 (87,5) 16 (100) 15 (93,8) 15 (100) 0,185
n(%)
Sepse precoce —

0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(6,7) 0,527
n(%)
Uso de
antibidticona1* 6 (85,7) 3(37,5) 12 (75) 13 (81,3) 8 (53,3) 0,110
semana — n(%)
Sepse tardia —

2 (28,6) 3 (37,5 7 (43,8) 5(31,3) 6 (40,0) 0,937
n(%)
Uso de
antibiéticona2® 7 (100) 5 (62,5) 10 (62,5) 10 (62,5) 41 (66,1) 0,396
semana — n(%)
Obito —n(%) 2 (28,6)* 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,00 0,003

* associacdo estatisticamente significativa pelo teste dos residuos ajustados a 5% de significancia
* Para 0 PN e IG, foram usados a média e o desvio padrdo. Comparamos as médias, por meio da Analise de
Variancia (ANOVA), em conjunto com o teste de Tukey. Em caso de assimetria, o teste de Kruskall-Wallis,
em conjunto com Dunn, foi utilizado.
*  As varidveis categoricas foram descritas por frequéncias absolutas e relativas. Na comparacéo, realizamos o

teste qui-quadrado de Pearson, em conjunto com a analise dos residuos ajustados.

Diferencas globais da comunidade microbiana entre dietas

As diferencas entre as comunidades microbianas no nivel OTU (97% de similaridade)

encontradas nas amostras fecais de recém-nascidos prematuros alimentados com cinco tipos

de dietas diferentes, durante um periodo de 28 dias, sdo apresentadas na Figura 1.
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Figura 1 - Comparac6es da diversidade beta entre as comunidades microbianas encontradas
em amostras fecais de alimentos para recém-nascidos prematuros com diferentes dietas
durante 28 dias. A) Coordenadas principais (PCoA) que representam agrupamentos de
comunidades microbianas. Cada ponto representa uma amostra individual, com cores
indicando tratamentos de alimentacdo. B) Medicdo da dispersdo multivariada para cada
tratamento conforme calculado pela distancia média dos membros do grupo ao centroide do
grupo em espaco multivariante. FLE = alimentacdo por formula lactea apenas; LME =
alimentacdo apenas pelo leite materno; MFLM = alimentacdo por formula lactea e leite
materno; PFL = preferencialmente alimentado pela formula lactea; PLM = alimentacéo
preferencial pelo leite materno.

A andlise de ordenacdo revelou diferencas significativas na estrutura da comunidade
microbiana entre os tratamentos, sugerindo que a alimentacdo usando diferentes dietas foi
responsavel pela montagem da comunidade que habitava o intestino dos prematuros. Essas

diferencas foram confirmadas pela analise multivariada de variancia permutativa (Tabela 3).
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As andlises globais indicam que, aproximadamente, 19% da variacdo nas distancias
entre os tratamentos foram explicadas pelas diferentes dietas fornecidas em cada um deles.

As comparacdes parciais revelaram que as dietas baseadas no leite materno reuniram
comunidades microbianas com grande variacdo dentro do grupo (por exemplo, maiores
diferencas entre as comunidades microbianas dos individuos alimentados com leite materno),
enquanto as dietas baseadas em formula lactea criaram comunidades microbianas semelhantes
(ver Figura 1B e Tabela 3).

Tabela 3 - Andlise de variancia permutativa multivariada

F R? P-valor ajustado
|
Todas as Amostras
I Dietas 19.24 0.311 0.001
Residuos 0.688
Total 1.000
Comparagéo por pares
PLM vs FLE 14.17 0.168 0.01
PLM vs LME 21.89 0.274 0.01
PLM vs MFLM 7.28 0.080 0.01
PLM vs PFL 16.14 0.146 0.01
FLE vs LME 18.85 0.331 0.01
FLE vs MFLM 10.82 0.146 0.01
FLE vs PFL 12.92 0.148 0.01
LME vs MFLM 18.88 0.270 0.01
LME vs PFL 36.76 0.372 0.01
MFLM vs PFL 14.78 0.145 0.01

F = valor F por permutacdo. R2 = mostra a porcentagem de variagdo explicada pelas dietas; Os valores de p
foram baseados em 999 permutacdes e foram ajustados pela correcdo de Bonferroni.

FLE = alimentar apenas por formula; LME = alimentagdo apenas por leite materno; MFLM = alimentar pela
formula e pelo leite materno; PFL = de preferéncia alimentado por férmula; PLM = preferencialmente
alimentado com leite materno.
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Além disso, as maiores varia¢Oes nas distancias entre os tratamentos foram observadas
nas comparagdes que envolvem apenas o uso de leite materno. Aproximadamente, 33% e 37%
da variacdo na distancia entre comunidades microbianas podem ser explicadas pelo
tratamento com leite materno somente em comparagdo com a dieta com base exclusiva ou
preferencialmente na formula lactea, respectivamente (Tabela 3).

As medidas de diversidade alfa indicaram diferencas significativas (p-valor <0,001 de
acordo com o teste de Kruskal-Wallis) entre a diversidade de UTOs nos tratamentos (Figura 2).

A dieta composta apenas pelo leite materno (LME) permitiu uma maior diversidade
microbiana (média de 85 UTOs). Por outro lado, a dieta preferencialmente baseada na
formula lactea (PFL) apresentou a menor diversidade (média de 9 UTOs) (Figura 2). O
ndmero médio de UTOs encontrado nas outras dietas foi semelhante. As dietas baseadas
apenas na formula lactea (FLE) e, preferencialmente, no leite materno (PLM), apresentaram
uma média de 29 e 23 UTOs, respectivamente, e a dieta baseada em uma mistura de férmula

lactea e leite materno apresentou uma media de 25 UTOs.
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Figura 2 - Diversidade de comunidades microbianas (nimero de Unidades Taxonbmicas
Operacionais — OTUs) medidas em amostras fecais de alimentos para recém-nascidos
prematuros com diferentes dietas durante 28 dias. As caixas abrangem o primeiro a terceiro
quartil; a linha horizontal dentro das caixas representa a mediana. As que se estendem
verticalmente das caixas indicam variabilidade fora dos quartis superiores e inferiores. O
conjunto de dados foi rarefeito com 0 mesmo nimero de sequéncias antes das medidas de
diversidade alfa. Os tratamentos foram significativamente diferentes de acordo com o teste de
Kruskal-Wallis (p-valor <0,001). FLE = alimentacdo por formula lactea apenas; LME =
alimentacdo apenas pelo leite materno; MFLM = alimentacdo por formula lactea e leite
materno; PFL = preferencialmente alimentado pela formula lactea; PLM = alimentacdo
preferencial pelo leite materno.
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Identificacdo das principais diferencas taxondmicas entre dietas

Uma vez que foram detectadas as diferencas globais entre as comunidades
microbianas encontradas em amostras fecais de prematuros com dietas diferentes durante 28
dias, seguiu-se a identificacdo dos taxos microbianas responsaveis por essa diferenca. Os filos
mais abundantes detectados em todas as amostras foram Bacteroides, Firmicutes e
Proteobacteria (Figura 3), mas ndo foi detectada diferenca entre os trés filos entre os
tratamentos, conforme medido pelo teste H de Kruskal-Wallis com uma probabilidade de erro
de 0,05. O filo Actinobacteria também foi abundante entre os tratamentos, mas ndo foi
encontrado em amostras fecais de recém-nascidos prematuros com uma dieta com base

preferencialmente na formula lactea (p-valor <0,001).

MM _

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Relative Abundance

Phylum [ Actinobacteria [Jl] Bactercidetes [Jl] Firmicutes [ Proteobacteria

Figura 3 - Abundancia relativa do phyla principal detectado nas amostras fecais de recem-
nascidos prematuros com dietas diferentes durante 28 dias. FLE = alimentac¢do por formula
lactea apenas; LME = alimentacdo apenas pelo leite materno; MFLM = alimentacdo por
formula lactea e leite materno; PFL = preferencialmente alimentado pela férmula lactea; PLM
= alimentacdo preferencial pelo leite materno.

Para detectar diferencas entre os tratamentos ao nivel do género, foi realizada a analise
de abundéancia diferencial aos pares baseada em um teste t de Welch bicaudal. Como o
tratamento com LME apresentou a maior diferenca na comunidade microbiana entre as dietas,

as comparacdes aos pares foram realizadas entre LME e as outras dietas (Figura 4).
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A proporcdo média do género Escherichia foi sempre maior nos tratamentos contendo
formula lactea (FLE, PLM, MFLM e PFL) do que no tratamento com apenas leite materno
(Figura 4). Particularmente, a dieta baseada no leite materno apresentou uma maior
abundancia de Bradyrhizobium, Paenibacillus, Acinetobacter, Burkholderia, Sphingomonas,
Faecalibacterium e o género ndo identificado da familia Microbacteriaceae em comparacédo
com os outros tratamentos. Em comparacdo com a dieta baseada no leite materno, a dieta
preferencialmente baseada no leite materno (PLM) e a dieta composta por uma mistura de
formula lactea e leite materno aumentaram a abundéancia de Clostridium e Escherichia. As
amostras fecais de recém-nascidos alimentados com uma dieta preferencialmente baseada em
formula lactea (PFL) apresentaram maior abundancia de Pseudomonas, Escherichia,
Salmonella, Enterococcus e o0 género nao classificado da familia Enterobacteriaceae quando
comparado ao tratamento com LME (Figura 4).
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Figura 4 - Abundancia microbiana diferencial entre as comunidades microbianas detectadas
em amostras de recém-nascidos prematuros alimentados com diferentes dietas durante 28
dias. Os valores de P foram obtidos pelo teste t de Welch de dois lados seguido pela correcéo
de Bonferroni. Um valor de p <0,05 foi combinado com filtro de tamanho de efeito (diferenca
entre tamanho de efeito de propor¢des <1,00) foi aplicado para determinar os taxos mais
importantes que diferem entre os tratamentos.
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DISCUSSAO

Os fatores que influenciam a composi¢cdo da microbiota intestinal estdo sendo objeto
de multiplos estudos, para que, uma vez conhecidos e entendidos, novas estratégias possam
ser desenvolvidas para a manutencdo do estado de equilibrio.®®"3% Neste estudo, s&o
encontradas diferencas globais da comunidade microbiana entre os tipos de dietas
(LME,FLE,PLM,PFL,MLMF) administradas nos recém-nascidos prematuros, evidenciando
que a maior diversidade se encontra nos que receberam leite materno exclusivo ou prevalente.
Essas diferencas foram confirmadas pela analise de variancia permutativa multivariada.
Aproximadamente, 33% e 37% da variagdo na distancia entre comunidades microbianas
podem ser explicadas pelo tratamento com leite materno somente em comparacdo com dietas
baseadas exclusivamente ou preferencialmente na formula lactea, respectivamente.

O conhecimento do numero total de bactérias no leite permite o melhor
entendimento do comportamento bacteriano em situacdes de protecdo ou de infeccbes, por
exemplo, o que facilitaria 0 desenvolvimento de mecanismos para a deteccdo de problemas

1339 como ja descreveram estudos realizados.®*"***Y No nosso

existentes nos lactentes
estudo, as amostras fecais de prematuros alimentados com diferentes tipos de dietas foi
decisivo na diversidade da comunidade microbiana durante o periodo de 28 dias. Todos os
recém-nascidos eram prematuros e foram separados conforme o tipo de dieta alimentada, o
que evidenciou que o leite materno apenas permitiu maior diversidade microbiana (média de
85 OTUs). O grupo baseado em formulas lacteas apresentou a menor diversidade (média de 9
OTUs). Essas dietas baseadas em férmula lactea exclusiva e, de preferéncia, leite materno
apresentaram uma média de 29 e 23 OTUs, respectivamente; e a dieta baseada em uma
mistura de formula lactea e leite materno apresentou uma média de 25 OTUs. A proporcao
média do género Escherichia foi sempre maior em tratamentos contendo formula lactea do
gue no tratamento apenas com leite materno. Uma possivel explicacdo para os resultados
encontra-se na propria transmissao realizada da mée para o filho e no ambiente externo apos o
nascimento, como ja tém indicado estudos realizados®*=?).

Apesar de varios estudos sobre o tema e a sua relacdo com doencas de alta
complexidade®™®?, eles restringiram-se apenas & sua enumeracdo baseada em cultura,
perfilhamento genético (16S) e/ou utilizacdo de amostras pequenas, 0 que deixa claro que os
fatores que formam a microbiota intestinal ndo foram examinados a contento.®*®). Sabe-se
que o desenvolvimento da microbiota dos recém-nascidos depende de fatores médicos e

dietéticos™”, mas ndo se sabe ainda como eles influenciam a sua composicdo geral e a sua
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cooperacdo entre si.) Os estudos baseados em amostras fecais de lactentes e suas maes
contribuem para o acompanhamento de cada estagio cronoldgico e funcional no decorrer do
primeiro ano de vida.**?

Além de contribuir para 0 aumento da microbiota, o leite materno também favorece a
prevencdo da sepse, enterocolite necrosante (ECN) e outras doencast*’*%31*3) A ECN consiste
em uma das principais causas de morbidade e mortalidade em unidades de terapia intensiva

neonatal, com a maioria dos casos ocorrendo entre prematuros©®**?

, por isso, em outro estudo
nosso, ao inves de concentrar os esforgos de pesquisa na descoberta de patdgenos individuais
relacionados ao desenvolvimento de ECN, se optou por compreender o equilibrio de toda a
comunidade microbiana, ja& que esta pode ser crucial para o desenvolvimento de uma
microbiota intestinal saudavel no recém-nascido, capaz de proteger da ECN; com isso,
fornecemos provas de uma associacdo entre a ECN e as distor¢cbes no desenvolvimento
normal da microbiota®®. Por isso, constatamos, a partir da microbiota fecal no periodo
neonatal de recém-nascidos alimentados com leite materno exclusivo, que esta possui maior
diversidade e uma composicdo de género diferente da alimentada com formula lactea, o que
sugere que a microbiota fetal determinada pelo uso do leite materno proprio pode proteger
contra diversas morbidades neonatais, como a ECN, por exemplo.

Outros estudos ressaltam a influéncia da dieta de acordo com as caracteristicas étnicas
e/ou geograficas como fatores que influenciam no desenvolvimento para a microbiota
intestinal do recém-nascido®****® No nosso estudo, tais questdes ndo foram abordadas por
ndo se tratarem do foco desse, deixando em aberto perspectivas para novos estudos.

O microbioma encontrado no leite materno (MBM) contribui, a curto e longo prazo,
para a prevencdo da colonizacdo por agentes patogénicos, pois estimula a producdo de
anticorpos reativos e estabelece um microbioma intestinal saudavel capaz de prevenir
morbidades em longo prazo, como obesidade, diabetes tipo 2, inflamacéo intestinal crénica,
disturbios autoimunes, alergia, sindrome do intestino irritdvel e gastroenterite
alérgica."*839) Nosso estudo confirma que a microbiota intestinal dos recém-nascidos pré-
termo apresenta diferencas de acordo com o tipo de alimentacdo recebida, se leite materno ou
formula lactea e ressalta a importancia do leite materno na diversidade da microbiota do
recém-nascido.

Entretanto, algumas situacGes perpassaram a pesquisa, como a perda de amostras
fecais; a dificuldade das médes em amamentar os prematuros com leite materno exclusivo
devido a dificuldades socioeconémicas, por exemplo; e o baixo volume fecal produzido pelos

prematuros.
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O que se percebeu é que, apesar de varios estudos se dedicarem ao aleitamento
materno e a sua influéncia na constituicdo da microbiota dos recém-nascidos, esse é um
campo que ainda necessita de muita pesquisa, pois, cada vez mais, novas demandas surgem.
Por isso, € importante que estudos nessa area continuem sendo realizados, pois esse se trata de
um campo de larga abrangéncia, ja que pode abranger desde a prematuridade até os primeiros

anos de vida das criancas/dos bebés.

CONCLUSAO

Diversos estudos tém se dedicado a temética do aleitamento materno,
principalmente no tocante a microbiota dos recém-nascidos, a fim de identificar os seus
beneficios para o desenvolvimento e a prevencao de doencas ao longo da vida desses. Diante
da importancia do tema, este estudo buscou descrever a microbiota intestinal de recém-
nascidos pré-termo de acordo com o padrdo alimentar, com o intuito de estabelecer
modificagdes dessa segundo o tipo da dieta enteral administrada, além de comparar o perfil da
microbiota intestinal do recém-nascido pré-termo.

A partir dos dados levantados, nota-se que sdo encontradas diferencas globais da
comunidade microbiana entre os tipos de dietas administradas nos recém-nascidos
prematuros, evidenciando que a maior diversidade se encontra naqueles que receberam leite
materno exclusivo ou prevalente. Isso nos leva a pensar que essa flora diversificada produz
menores riscos a saude e diminui o contagio de doencas, uma vez que ja foram expostas em
relacdo aos que receberam algum tipo de férmula lactea e que se mantiveram com uma flora
restrita.

Devido a isso, os fatores que influenciam a composicdo da microbiota intestinal estdo
sendo objeto de multiplos estudos, para que, uma vez conhecidos e entendidos, novas praticas
possam ser desenvolvidas para a manutencdo do estado de equilibrio. Assim, o conhecimento
da microbiota intestinal de acordo com o tipo de alimentacdo recebida pelo recém-nascido
pré-termo podera inaugurar futuras possibilidades terapéuticas direcionadas a flora intestinal

conhecida.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Muitos estudos tém se dedicado a questdo do aleitamento materno, principalmente no
tocante a microbiota dos recém-nascidos, a fim de identificar os seus beneficios para o
desenvolvimento e a prevencdo de doencas ao longo da vida desses. Diante da importéancia da
tematica, este estudo buscou descrever a microbiota intestinal de recém-nascidos pré-termo de
acordo com o padrdo alimentar, a fim de estabelecer modificacGes dessa segundo o tipo da
dieta enteral administrada, além de comparar o perfil da microbiota intestinal do recém-
nascido pré-termo.

A partir dos dados levantados, percebe-se que sdo encontradas diferencas globais da
comunidade microbiana entre o0s tipos de dietas administradas nos recém-nascidos
prematuros, evidenciando que a maior diversidade se encontra nos que receberam leite
materno exclusivo ou prevalente. 1sso nos leva a pensar que essa flora diversificada causa
menores riscos a saude e reducdo do contagio de doencgas, uma vez que ja foram expostas em
relacdo aos que receberam algum tipo de férmula lactea e que se mantiveram com uma flora
restrita. Por isso, os fatores que influenciam a composi¢do da microbiota intestinal estdo
sendo objeto de multiplos estudos, para que, uma vez conhecidos e entendidos, novas
estratégias possam ser desenvolvidas para a manutencdo do estado de equilibrio. O
conhecimento da microbiota intestinal de acordo com o tipo de alimentacdo recebida pelo
recém-nascido pré-termo podera inaugurar futuras possibilidades terapéuticas direcionadas a

flora intestinal conhecida.
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APENDICE A - PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS

N CODIGO RN PRONT.:

SEXO: (1) masc (2) femininoDN: __ /_ /  DATAALTA: / /
PRE-ECLAMPSIA (1) sim (2) ndo

DADOS MATERNOS:

Idade materna:__anos N° gestacOes: _Pré-termos anteriores: (1) sim (2) ndo
N° consultas pré-natal:

DMG/ DM: (1) sim (2) ndo (9) ignorado

ITU/Inf. ovular: (1) sim (2) ndo (9) ignorado

HAC: (1) s(2) n (9) ignorado BR: horas (1) [J18h (2) [J 18h (9) ignorado
LA: (1) alterado (2) claro/normal (9) ignorado Cultura de estrepto B: (1) positiva (2)
negativa (8) néo fez

Corticoide: (1) sim completo (2) ndo (3) sim incompleto (9) ignorado

DADOS DA INTERNACAO HOSPITALAR:

Tempo de internagdo: __ dias IGO: sem Ecocom___ sem IG final:____sem
PN: g Comp: cm PC: cm IGP (Ballard, sem): sem
Classif. IG/P: (1) AIG (2) PIG Percentil <3: (1) ndo (2) sim TAX na

admisséo:

Tipo de parto: (1) vaginal (2) cesariana (9)ignorado Indicacgéo:
Apgar 1’: Apgar 5’: SNAPPE II:
Reanimacdo em sala de parto: (1) ndo precisou (2) O2 inalatorio (3) VPP mascara

(4) VPP TET (5) MCE (6) drogas (7) CPAP em SP  (9)ignorado
Surfactante sala de parto:(1) sim (2) ndo (9)ignorado Surfa outro momento: (1) sim (2)
ndo (9)ignorado Horas de vida na primeira dose: horas
Surfa nimero total de doses:

Surfactante: (1) profilatico (2) terapéutico (3) profilatico e terapéutico (8) ndo usou
surfactante (9) ignorado

Sistema Respiratorio:
DMH: (1) sim (2) ndo (9) ignorado Hipertensdo pulmonar: (1) sim (2) ndo (9) ignorado

BCP congénita: (1) sim (2) ndo (9) ignorado  BCP adquirida: (1) sim (2) ndo (9)
ignorado Pneumotorax: (1) sim (2) ndo (9) ignorado TTRN: (1) sim (2) ndo (9)

ignorado

VMAF: (1) sim (2) ndo (9) ignorado iNO: (1) sim (2) ndo (9) ignorado

Hemorragia pulmonar: (1)sim (2) ndo (9) ign Adaptacdo Respiratéria: (1) sim (2) ndo
(9) ignorado

Tempo VM: dias VM ndo invasiva dias TCPAPN: dias
Oxigenioterapia: dias

DBP: (1) sim (2) ndo Corticoide para displasia broncopulmonar: (1) sim  (2) ndo

Apneias: (1) trat. ¢/ xantinas (2) xantinas e doxapram (8) ndo teve apneias  (9) ignorado
Suspenso tratamento com: dv ( IG corrig) (9) ignorado
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Suporte nutricional:

NPP AA nas 24h dv: (1) sim (2) ndo  (9) ignorado Tempo de NPT: dias
Inicio da nutri¢do enteral: dv (_/_/ ) Enteral plena (150ml/kg/d): dv
(/120 )

Peso minimo: g Peso minimo: dv (_/ /200 )
Recuper. PN: dv(_/ /20 )

NPT plena (3g/kg/dia de AA) com 5dv: (1)sim (2)ndo (8) ndo usou NPT(9) ignorado

Acessos vasculares:

Epicuténeo (PIC): (1) sim (2) ndo (9) ignorado Disseccdo (flebo): (1) sim (2) ndo (9)
ignorado  Cateterismo (umbilical): (1) sim (2) ndo (9) ignorado

Infecgdes:

Sepse precoce: (1) sim - dx clinico (2) sim — HMC positiva Germe: (8) néo teve
sepse precoce

Sepse hospitalar: (1) sim — dx clinico (2) sim — HMC positiva Germe: (8) néo teve

sepse tardia
Uso de antibidticos:

Data: Esquema: Data: Esquema:
_1120_ [ 120_
_1120_ [ 120_
_1120_ [ 120_
_1120_ [ 120_
_1120_ [ 120_

Meningite neonatal: (1) sim (2) ndo (9)ignorado Germe:
ECN: (1) sim (2) ndo (9)ignorado Necessidade de intervencéo cirdrgica: (1) sim  (2) ndo

Sistema Nervoso:

Convulsdes neonatais: (1) sim (2) ndo (9)ignorado

HPIV: (0) ndo teve (1) grau | (2) grau 1l (3) grau 11l (4) grau IV (8) ndo fez eco
cerebral

LPV: (1) sim (2) ndo (8) ndo fez eco

Ciclo sono-vigilia: (1) ausente (2) imaturo (3) desenvolvido

Sistema Cardiovascular:

PCA: (1) dx ecocardio (2) dx clinico (8) ndo teve PCA (9)ignorado

Indometacina: (1) profilatica (2) tratamento (3) profilatico e tratamento (8) ndo usou (9)
ignorado

Ibuprofeno: (1) profilatica (2) tratamento (3) profilatico e tratamento (8) ndo usou (9)
ignorado

Fez cirurgia para PCA: (1) sim (2) ndo

Drogas vasoativas nas primeiras 72 horas: (1) sim (2) ndo

Quais:
Uso de CTC para choque: (1) sim (2) ndo

Outros:

Osteopenia (nivel + alto de FA): Tratamento: (1) sim (2) ndo (3) néo teve
(9)ignorado
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Transfuséo de CHAD: (numero de transfusdes) Data da Gltima transfuséo:
_ /1200 _
Hipoglicemia: (1) sim (2) ndo (9)ignorado EIM: (1) sim (2) ndo (9)ignorado

Incompatibilidade ABO: (1)sim (2)ndo (9)ignorado Exsanguineo transfusdo: (1) sim (2)
ndo (9)ignorado
Uso de imunoglobulina para incompatibilidade ABO: (1) sim (2) ndo  (9)ignorado

DADOS DA ALTA HOSPITALAR:

ROP: (0) ssm ROP  (1)ROP 1 (2) ROP 2 (3) ROP 3 (4) ROP 4 (5) ROP5 (8) ndo fez
avaliacdo

Fez cirurgia para ROP: (1) sim (2) ndo (9) ignorado

OEA: (1) alterado unilateral (2) alterado bilateral (3) normal (8) ndo fez OEA

Exame neurolégico: (1) alterado (2) normal (8) néo realizado  (9)ignorado
Alta hospitalar com oxigénio: (1) sim (2) néo
Peso: g Comp: cm  PC: cm PT: cm PB: cm

Alimentacdo: (1) SM exclusivo (2) Aleitamento misto (3) Formula lactea exclusiva
Teste do pezinho: (1) normal (2) alterado (8) nédo foi feito (9) ignorado

Momento da coleta de fezes:

Primeiro mec6nio horas de vida
FEZES Il horas de vida (12 semana)
FEZES Il horas de vida (22 semana)
FEZES IV horas de vida (32 semana)
FEZES V horas de vida (42 semana)
FEZES VI horas de vida (52 semana)
Exemplo: Controle Diario (até o final da internacéo)
Dia Data | Peso Quantidade Quantidade | Quantid NPT NPT
Int. de FL de LM ade Solucéo Lipidios
(mL/Kg/ (mL/Kg/ SM/dia | (mL/Kg/ (mL/Kg/
dia) dia) dia) dia)
01
02
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos convidando seu filho ou tutelado a participar do projeto de pesquisa:
Influéncia da nutrigdo enteral na microbiota intestinal do recém-nascido pre-termo.

O presente estudo busca avaliar bactérias (germes) que habitam o intestino de recém-
nascidos prematuros e saber se existe associagdo com o tipo de leite recebido durante a
internacdo na UTI Neonatal (leite da mée ou formula lacteas).

Para isso, € necessario retirar as primeiras fezes das fraldas dos recém-nascidos para
exames, e ainda, outras amostras serdo coletadas 1 x semana durante o tempo de internagédo do
recém-nascido. Nenhuma intervencdo aplicada diretamente ao recém-nascido ocorrera
com a finalidade do desenvolvimento dessa pesquisa.

A participagdo no estudo também néo trard beneficios para seu filho ou tutelado,
porém, pode ajudar para o aumento do conhecimento sobre influéncia da nutri¢cdo enteral na
composicao de bactérias (germes) que habitam o intestino do recém-nascido pré-termo.

A participagdo no estudo é totalmente voluntaria, e vocé possui liberdade para retirar
seu filho ou tutelado do estudo se acreditar necessario. Caso ndao concorde em participar do
estudo, ndo havera prejuizo a assisténcia do recem-nascido.

Informamos também que a participacdo no estudo ndo prevé custos para 0S
participantes, bem como ndo prevé qualquer tipo de remuneragéo.

Os pesquisadores se comprometem em manter os dados em sigilo, e os resultados serdo
divulgados de maneira agrupada, sem a identificacdo dos individuos que participam do estudo.

Vocé podera esclarecer qualquer davida durante o periodo de realizacdo da pesquisa,
através do contato com o pesquisador responsavel Dra. Rita de Céassia Silveira, no servi¢co de
neonatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, através do telefone 33591-8794. O
Comité de Etica em Pesquisa podera ser contatado para esclarecimento de dividas, no
segundo andar do HCPA, sala 2227, ou através do telefone: 3359-7640, das 8h as 17h, de
segunda a sexta.

Este Termo De Consentimento Livre E Esclarecido é elaborado em duas vias, sendo

uma destinada ao participante e outra fica em posse do grupo de pesquisa.

Nome do Participante

Pesquisador Assinatura

Responsavel Assinatura

Local e data




