UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
DOUTORADO EM SAUDE DA CRIANCA E DO ADOLESCENTE

ANA CAROLINA TERRAZZAN

CRESCIMENTO DE RECEM-NASCIDOS PREMATUROS BAIXO PESO E A
POSSIVEL RELACAO COM A MICROBIOTA DO MECONIO

Porto Alegre
2019



ANA CAROLINA TERRAZZAN

CRESCIMENTO DE RECEM-NASCIDOS PREMATUROS BAIXO PESOE A
POSSIVEL RELACAO COM A MICROBIOTA DO MECONIO

A apresentacdo desta tese € requisito
parcial para titulo de doutordo Programa
de Pés-Graduacdo em Saude da Crianca
e do Adolescente, da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul.
Orientadora: Professora Dra Rita
de Cassia Silveira

Coorientador:  Professor Dr Renato
Procianoy

Porto Alegre
2019



CIP - Catalogacao na Publicagao

Terrazzan, Ana Carolina

CRESCIMENTO DE RECEM-NASCIDOS PREMATUROS BAIXO PESO
E A POSSIVEL RELACAO COM A MICROBIOTA DO MECONIO / Ana
Carolina Terrazzan. -- 2019.

138 £

Orientador: Rita de Cassia Silveira.

Coorientador: Renato Soibelmann Procianoy.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, , Porto Alegre, BR-RS, 2019.

1. Prematuridade. 2. Microbioma. 3. Mecdnio. 4.
Recém-Nascido. 5. Prega Cutdnea. I. Silveira, Rita de
Céssia, orient. 1II. Procianoy, Renato Soibelmann,
coorient. III. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




ANA CAROLINA TERRAZZAN

CRESCIMENTO DE RECEM-NASCIDOS PREMATUROS BAIXO PESOE A
POSSIVEL RELACAO COM A MICROBIOTA DO MECONIO

Porto Alegre, 21 de Marco de 2019.

BANCA EXAMINADORA:

A apresentacdo desta tese € requisito
parcial para titulo de doutordo Programa
de P4s-Graduacdo em Saude da Crianca
e do Adolescente, da Universidade

Orientadora: Professora Dra Rita
de Cassia Silveira

Coorientador:  Professor Dr Renato
Procianoy

Professora Dra Franceliane Jobim Benedetti

Universidade Franciscana de Santa Maria (RS)

Professora Dra Cristina Helena Targa Ferreira

Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre — UFCSPA

Professora Dra Juliana Rombaldi Bernardi

Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS



DEDICATORIA
Dedico esta tese ao meu filho, Luiz Eduardo,
gue por tantas vezes nao teve minha
presenca, meu abrago, meu “boa noite”, e
ainda assim continua demonstrando seu
amor incondicional, sempre com brilho no

olhar e o0 sorriso no rosto.



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus orientadores, Dra. Rita de Céassia Silveira e Dr. Renato
Procianoy, pelos ensinamentos e confiangca a mim depositados. Vocés sdo parte
muito importante na minha trajetoéria profissional.

Ao Programa de P6s-Graduacdo em Saude da Crianca e do Adolescente da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul pela oportunidade de crescimento e
qualificacdo profissional.

Aos membros da Banca Examinadora pela disponibilidade e por
compartilharem comigo seus conhecimentos.

Aos pacientes e familiares que aceitaram participar deste trabalho.

A equipe multiprofissional do Centro Obstétrico e Neonatologia responsavel
pela coleta, processamento e armazenamento do meconio.

Ao Professor Luiz Fernando Roesch e sua equipe, pelas andlises da
microbiota.

A equipe do Ambulatério de Follow up HCPA, minha eterna admirac&o.
Obrigada por compartilharem comigo muitas manhas nos ultimos anos

As secretarias Eliane Rosa e Rosane Blanguer, sempre prestativas e
atenciosas, muito obrigada.

Barbara Riboldi e Vania Naomi Hirakata muito obrigada pelas consultorias
estatisticas

Agradeco a todas as minhas amigas, que entenderam minhas auséncias, mas
também foram essenciais para os momentos de descontracéo e apoio.

Agradeco a familia. Aos meus pais, Eduardo e Derli, por serem a inspiracéo
para que eu continue buscando novos desafios. Felipe, meu irmdo, que mesmo
longe se faz presente nos momentos mais importantes.

Ao meu marido, Luiz Alberto, pelo carinho e pelo incansavel incentivo nos
altimos anos. Obrigada por ser meu porto seguro.

Ao meu filho, Luiz Eduardo, por ser a crianga mais compreensiva, amorosa e

carinhosa. Com certeza vocé é a forga que me move.



RESUMO

Introducdo: A microbiota intestinal desempenha um papel benéfico na
formacéo e desenvolvimento do hospedeiro. Prematuros estdo propensos a disbiose
desde o periodo intrauterino e esta predispde o neonato a morbidades relevantes.
Objetivos: Artigo 1. Verificar se ha associacdo entre a composicédo da microbiota do
meconio e adequacédo do peso para idade gestacional e momento de catch up do
perimetro cefalico. Artigo 2: Comparar crescimento e adiposidade de criancas
nascidas prematuras de baixo peso a de criangas nascidas a termo, no primeiro ano
de vida. Materiais e Métodos: Estudo de acompanhamento e avaliacdo nutricional
de criancas prematuras de baixo peso (grupo caso) e criangas nascidas a termo,
saudaveis (grupo controle). Ambos o0s grupos estavam incluidos no estudo
Associagdo entre microbiota fetal, prematuridade e morbidades do recém-nascido
pré-termo (aceito no CEP n°40009), no qual, foram feitas coletas de mecbnio para
sequenciamento genético do microbioma. Ao término da coleta de dados para o
projeto supracitado, os participantes foram convidados a participar do projeto de
seguimento intitulado influéncia da microbiota intestinal no periodo perinatal no
crescimento de criangas prematuras de baixo peso (aceito no CEP n°1.1139.066). O
presente estudo trata de uma coorte prospectiva, com prematuros baixo peso e um
grupo de recém-nascidos a termo, saudaveis. Avaliados peso, comprimento,
perimetro cefalico, perimetro braquial, dobra cuténea tricipital e subescapular, os
respectivos escores-z. O banco de dados do microbioma foi utilizado em
combinacdo ao banco de dados antropométricos. Excluidas criangcas com
malformacBes e erros inatos do metabolismo, filhos de mée HIV+. Resultados:
Acompanhados 63 prematuros, sendo 30 (47,6%) meninos, com idade gestacional
média de 30+2,3 semanas. Grupo controle composto por 29 nascidos a termo,
sendo 15 (51,7%) meninos com idade gestacional média 39,5+1,2. Polinucleobacter
(p=0,0163), Gp1l (p=0,018) e Prevotella (p=0,038) apareceram em maior abundancia
no mecodnio de prematuros com peso adequado para idade gestacional ao nascer.
Salmonellala (p<0,001), Flavobacterium (p = 0,026) e Burkholderia (p = 0,026) eram
mais abundantes em mecdnio no grupo de recém-nascidos prematuros que
alcancaram o catch up até o 6° més de idade corrigida. Ndo houve diferenca
significativa para as variaveis antropométricas aos 2 e 4 meses. Aos 10 meses
menores para peso (p=0,004), comprimento (p<0,001) e perimetro cefélico
(p=0,002), e, aos 12 meses menores em comprimento (p=0,041), perimetro cefalico
(p=0,0021) e dobra cutéanea tricipital (p=0,025). Dobra cutanea tricipital apresentou
correlacdo positiva com peso, dobra cutdnea subescapular e perimetro braquial e
seus respectivos escores-z aos 12 meses em ambos os grupos. Concluséo:
Criancas nascidas prematuras apresentam padrédo de crescimento diferente
daqueles nascidos a termo, IMC e dobra cutanea tricipital se mostraram uteis para
serem utilizados na avaliagdo do padrdao de crescimento de prematuros. A
abundéancia de unidades operacionais taxonémicas no mecoénio difere entre criancas
gue atingem o perimetro cefalico até o sexto més de idade corrigida ou apds esse
periodo.

Palavras-chave: Prematuridade. Adiposidade. Crescimento. Antropometria. Crianga.

Prega cutanea. Mec6nio. Microbioma. Recém-nascido



ABSTRACT

Introduction: The microbiome is a determining factor for proper growth and
development. Early in life, the intestinal microbiota plays a beneficial role. Premature
infants are prone to dysbiosis since the intrauterine period, and this predisposes the
neonate to relevant morbidities. AIM: Paper 1: Investigate if there is an association
between the composition of the meconium microbiota and the adequacy of weight for
gestational age and the moment of catch up moment for head circumference. Paper
2: Perform anthropometric assessment, compare growth and adiposity of children
born prematurely with low weight to children born at term, healthy during the first year
of life. Materials and Methods: Prospective cohort study with preterm infants low
birth weight and a control group of healthy, term infants. Conducted 16S rRNA
sequencing using PGM lon Torrent in fecal samples from the first feces (meconium)
of preterm infants for microbiota analysis. Measured weight, length, head
circumference, tricipital and subscapular skinfold thickness, the respective z-scores,
and calculated BMI at 2, 4, 6, 8, 10 and 12 months of. Excluded children with
malformations and inborn errors of metabolism. Statistical analysis included
frequency analysis, Student t test, Chi Square and Pearson correlation. Level of
significance p<0.005. Approved by the institution's ethics committee. Results: A total
of 63 premature infants were followed up, being 30 (47.6%) boys with mean
gestational age 30+2.3 weeks. The control group consisted of 29 full-term newborns,
15(51.7%) boys with mean gestational age 39.5+1.2. Polynucleobacter (p = 0.0163),
Gpl (p = 0.018) and Prevotella (p = 0.038) appeared in greater abundance in
meconium of premature infants with adequate birth weight for GA. Salmonellala
(p<0.001), Flavobacterium (p=0.026) and Burkholderia (p=0.026) were found to be
more abundant in meconium in the group of newborns who achieve catch up until the
6th month of corrected age.There was no significant difference for the anthropometric
variables at 2 and 4 months. At 6 and 8 months preterm infants were shorter in
length. At 10 months preterm infants were smaller for weight (p=0.004), length
(p&lt;0.001) and head circumference (p = 0.002). At 12 months preterm infants had a
shorter length (p=0.041 head circumference (p=0.0021) and triceps skin fold
(p=0.025). Tricipital skinfold presented positive correlation with weight, subscapular
skinfold and brachial perimeter and their respective z-scores at 12 months for
premature and full term. Conclusion: Children born prematurely do not achieve
growth equivalent to full-term infants even when assessed with corrected age. BMI
and tricipital skinfold are valid for the assessment of preterm infants. Microbial
abundance of meconium seems to be related to adequacy of birth weight for GA and
weight evolution in the perinatal period in preterm infants. Abundance of taxonomic
operational units on meconium differs between children who achieve head
circumference catch up until the sixth month of corrected age or after this period.

Keywords: Prematurity. Adiposity. Growth. Anthropometry. Infant. Skinfold.
Meconium. Microbiome. Newborn.
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1 INTRODUCAO

A prematuridade € um dos principais determinantes da mortalidade e
morbidade neonatal, tendo consequéncias diversas que podem ser expressas a
curto, médio e longo prazo. Criangas nascidas prematuras tém taxas mais altas de
paralisia cerebral, déficits sensoriais e de aprendizagem; bem como tém maiores
chances de atraso no crescimento, alteracbes metabdlicas e maior propensao ao
desenvolvimento doencas crénicas quando comparadas as criancas nascidas a
termo (RUGOLO, 2005; SALT E REDSHAW, 2006; BARKER, 2007; GREER, 2007;
BECK, 2010).

O crescimento € um dos melhores indices para saude infantil. Em especial,
monitorar o crescimento do prematuro, que apresenta imaturidade fisiol6gica
associada as necessidades nutricionais aumentadas é fundamental para identificar
seu prognostico, no sentido de alcancar uma vida saudavel e semelhante aos
demais (SILVEIRA; PROCIANOQY, 2010). Os determinantes para crescimento e
desenvolvimento adequados sdo multifatoriais, permeando pelas adversidades da
prematuridade, genética e nutricdo adequada (SILVEIRA; PROCIANQY, 2018;
VOGEL et al.,2018).

Para a monitorizacdo do crescimento, as medidas antropométricas sédo de
grande valia. Dentre todas as medidas antropométricas, o perimetro cefélico apds a
alta hospitalar tem sido considerado como o melhor preditor independente para
desfechos cognitivos em prematuros (LIDZBA, et al., 2016). Além disto, a relevancia
em observar a evolugdo do comprimento tem chamado a atencdo, uma vez que esta
medida também foi associada ao melhor neurodesenvolvimento (SIMON et al.,2018).

Avaliar ganho de peso é sabidamente essencial, visto que o0 peso € a medida

gue mais facilmente reflete distarbios agudos ou crénicos, bem como a eficacia da
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terapia nutricional. Contudo, avaliar o peso de forma isolada ndo reflete
necessariamente o crescimento de Orgaos, tampouco a composi¢cado corporal que
vem sendo amplamente estudada, visto sua relacdo saude metabdlica futura
(FRONDAS-CHAUTY, et al.,, 2017). Recém-nascidos prematuros, principalmente
agueles pequenos para idade gestacional, tém maior risco de aumento da
adiposidade, um fator de risco para o desenvolvimento da sindrome metabdlica
(GIANNI et al.,, 2009). Por outro lado, aqueles com maior percentual de massa
magra tém, além de menores chances de alteracbes metabdlicas, melhores
desfechos neurolégicos (RAMEL et al., 2016).

O microbioma também ¢é fator determinante para crescimento e
desenvolvimento adequados.No inicio da vida, a microbiota intestinal desempenha
um papel benéfico na formacéo e desenvolvimento do hospedeiro saudavel. Para
tanto, é necessario que haja equilibrio no ecossistema e uma proporcionalidade
entre as comunidades microbianas patogénicas e nao patogénicas (ANGELAKIS;
RAOULT, 2018).

O recém-nascido prematuro tem maior chance de desequilibrio no
ecossistema, sendo mais propenso a disbiose. S&o diversos os fatores que
influenciam para a disbiose: uso de antibiético pela mae durante o periodo pré-natal,
uso de antibiético no periodo perinatal, imaturidade e tempo prolongado de
internacao séo alguns deles (DIGGIKAR, 2019). A disbiose do microbioma intestinal
em prematuros predispbe o0 neonato a morbidades relevantes, que interferem
diretamente para o crescimento e desenvolvimento, incluindo: enterocolite
necrotizante, sepse, alteracdo na permeabilidade da mucosa e absorcdo de
nutrientes (GROER et al., 2014), além de estar relacionada a desfechos

neuroldgicos adversos (LU; CLAUD,2018).
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Tendo em vista 0 exposto, faz-se necessario averiguar as possiveis relacoes

entre microbiota intestinal e crescimento na primeira infancia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PREMATURIDADE

A Organizacdo Mundial da Saude define parto prematuro como aquele que
antecede as 37 semanas de gestacdo (WHO, 1977), e ressalta ser esta a principal
causa de morte em todo o mundo, para criangas menores de 5 anos de idade
(CHAWANPAIBOON, 2018). Este mesmo 6rgdo define também a classificacdo do
prematuro de acordo com a idade gestacional ao nascimento: extremamente
prematuro (<28 semanas), muitoprematuro (28 - <32 semanas) e prematuro
moderado (32 - <37 semanas completas de gestacéo) (WHO, 2012).

O numero de nascidos prematuros, em 2014, foi de 14,84 milhdes em todo o
mundo. No Brasil, este nimero estd em 339.239 mil, representando 11,2% dos
nascimentos prematuros e colocando o pais dentro da lista dos 10 paises com
maiores indices de nascimentos prematuros do mundo (LIU etal.2016;
CHAWANPAIBOON et al., 2018).

Nascer prematuro pode acarretar diversas morbidades, de curto, médio e
longo prazo.Os riscos para esses desfechos adversos sdo especialmente altos para
criancas muito prematuras ou muito baixo peso ao nascer (idade gestacional <32
semanas ou peso ao nascer <1500g), e ainda mais graves para o0 prematuro
extremo e extremo baixo peso (idade gestacional <28 semanas ou peso ao nascer
<1000g) (DOYLE & ANDERSON, 2010; LEMOLA, 2015). Sendo complicacdes
comuns: sindrome do desconforto respiratorio, displasia broncopulmonar,
enterocolite necrosante, sepse, leucomaldcia periintraventricular, convulsées,
hemorragia intraventricular, paralisia cerebral, infec¢des, dificuldades de alimentacao

e falhas de crescimento (PLATT, 2014).Criancas nascidas prematuras tém risco
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aumentado paraalteracdes metabdlicas, de crescimento e desenvolvimento que
podem se manifestar a curto, médio e longo prazo (TERRAZZAN, SILVEIRA
&PROCIANQY, 2014; GIABICANI et al.,2018).

Os disturbios de crescimento estdo entre os problemasmais comuns que 0s
prematuros podem apresentar ao longo da vida. A prematuridade e as complicacdes
associadas sdo responsaveis por elevada morbidade e comprometimento da
nutricdo e do crescimento nos primeiros anos de vida (GADDLIN, 2011). Nas Gltimas
décadas, os avancos na assisténcia neonatal levaram a um aumento substancial na
sobrevida entre os prematuros. Contudo, mesmo com a continuacdo melhorias nos
cuidados com prematuros, mais de 50% terdo alta com falha grave de crescimento
pés-natal (HORBAR et al.,2015). Assim, especial atencao deve ser dada ao follow
up de prematuros, tendo em vista 0 aumento damorbidade do neurodesenvolvimento
e falhas do crescimento, relacionados a interacdo entre as experiéncias estressantes
da prematuridade (AAP, 2002).

Segundo a Academia Americana de Pediatria, todos os recém-nascidos de
alto risco devem ser acompanhados em programas de follow up especializado (AAP,
2002). Silveira (2012) ressalta que todo programa de seguimento da crianca de alto
risco, devera ser iniciado ainda durante a internacdo hospitalar e mantido de forma
interdisciplinar. Os programas de acompanhamento neonatal sdo as melhores
ferramentas disponiveis para uma avaliacdo adequada do neurodesenvolvimento e
acompanhamento de criancas de alto risco (SOBAIH, 2012).

O acompanhamento multidisciplinar do lactente de alto risco pode ser
benéfico para os bebés e suas familias, por meio da identificacdo e intervencao
precoces de problemas de salde e desenvolvimento. A intervengcédo precoce nao é

importante apenas para melhores desfechos para a crianca, mas também
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desempenha um papel importante para estabelecimento de vinculo entre pais e

filhos e no bem-estar dos pais (ORTON et al., 2018).

2.2 CRESCIMENTO DE RECEM-NASCIDOS PREMATUROS

Enquanto para criancas nascidas a termo ja estad claro que o padrao de
crescimento no primeiro ano de vida € preditor de estado nutricional durante a
infancia (LUDINGTON-HOE et al.,2013),para prematuros ainda ndo ha consenso
sobre como deve ser o monitoramento do padrdo de crescimento e nem qual seria o
padrdo de crescimento ideal, a partir do momento em que estas criancas atingem a
idade termo equivalente, principalmente, para aqueles nascidos antes das 32
semanas de gestacao (FENTON et al., 2017; VILLAR et al.,2018).

Atualmente, estdo disponiveis as curvas INTERGROWTH: padrdes de
crescimento poés-natal para prematuros e podem ser utilizados para avaliar
prematuros até 64 semanas de idade pds-menstrual (6 meses de idade corrigida).
Este periodo seria equivalente ao tempo em que se sobrepdem, sem a necessidade
de qualquer ajuste, aos padrbes de crescimento infantil da Organizacdo Mundial da
Saude, para recém-nascidos a termo (VILLAR et al., 2018). No entanto, ao migrar
para as curvas da Organizacdo Mundial da Saudeé recomendadomanter avaliacéo a
partir da idade corrigida, até os 24 meses, com intuito de garantir avaliacdo mais
precisa e compativel com o prematuro (AAP, 2002; RUGOLO, 2005; D’AGOSTINO,
2009).

Vale salientar que associado ao grau de prematuridade o recém-nascido deve
ser classificado quanto a adequacdo do peso para idade gestacional. Esta
classificacdo pode ser realizada através das curvas de crescimento fetal de

Alexander e colaboradores(1996), de acordo com as diferentes idades gestacionais,
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usando-se o0 critério de percentis.E, especificamente, para recém-nascidos
prematuros, utiliza-se a curva de Fenton et al. (2013), também a partir dos critérios
de percentis.

A classificagdo conforme a adequacdo do peso para idade gestacional
€:Adequado para idade gestacional (AIG) — recém-nascido classificado entre o
percentil 10 e 90 da curva; Pequeno para idade gestacional (PIG) — recém-nascido
classificado abaixo do percentil 10 da curva; Grande para idade gestacional (GIG) —
recém-nascido classificado acima do percentil 90 da curva (FENTON et al.,2013).

Pequeno para idade gestacional e restricdo de crescimento intrauterino
(RCIU) sao frequentemente interpretados erroneamente como sinénimo (ROGGERO
et al., 2011; COOKE, 2016). O termo PIG refere-se a adequacéo do peso para idade
gestacional, enquanto o termo RCIU sugere um padrdo de velocidade de
crescimento diminuido durante a vida uterina. Uma crianca que nasceu pequena
para idade gestacional ndo necessariamente sofreu RCIU.Criangas nascidas ap0s
um curto periodo de RCIU ndo sdo necessariamente PIG.Ser PIG torna o prematuro
mais propensos a retardo de crescimento entre nascimento e alta hospitalar, tendo
em vista que ndo possuem reserva proteico energética. Ja, RCIU é uma definicdo
clinica e se aplica a neonatos nascidos com caracteristicas clinicas de desnutri¢céo e
retardo do crescimento intrauterino, independentemente do percentil do peso ao
nascer. Além disso, as causas de RCIU sao diversas e consequéncias posteriores a
restricdo podem diferir entre diferentes grupos de pacientes
(BEUKERS,CRANENDONK & De VRIES, 2013; SHARMA, 2016, MALHOTRA et
al.,2019).

Independentemente da presenca de restricdo de crescimento ao nascimento,

0s prematuros sdo vulneraveis a infec¢des extrauterinas, restricdo de crescimento



20

durante a permanénciana unidade de terapia intensiva neonatal e apds a alta,
relacionadas a déficits de energia. O manejo nutricional de recém-nascidos
prematuros - incluindo muito baixo peso ao nascer (<1500 g) ou peso extremamente
baixo ao nascer (<1000 g) - tem como objetivo resultar em padrdes de crescimento
aproximar os padrdes de crescimento fetal intrauterino (EHRENKRANZ, 2010).

Avaliar os parametros de crescimento do prematuro se faz essencial para
determinar a conduta nutricional, bem como para que seja possivel identificar déficits
ou falhas e promover recuperacdo precoce.E recomendado uso da idade corrigida
para peso, comprimento e perimetro cefalico até 24 meses de idade (AAP, 2002;
RUGOLO, 2005), uma vez que avaliagcdo a partir da idade ajustada aumenta a
capacidade de precisdo em reconhecer atrasos fidedignos em oposicdo a atrasos
compativeis com a idade cronolégica (D’AGOSTINO, 2009).

Tendo como base algumas modificagdes na composicédo corporal durante o
processo de crescimento e desenvolvimento infantil, a avaliacgdo do estado
nutricional deve utilizar medidas corporais que possam refletir estas mudancas. Para
realizar avaliacao nutricional de recém-nascidos, as medidas antropométricas sédo de
grande valia, uma vez que sdo simples, factiveis e tém concordancia com métodos
mais elaborados de avaliacdo. As medidas mais utilizadas séo: peso, comprimento e
perimetro cefélico, sendo que é indicado também fazer calculo do indice de massa
corporal; ainda, aferir dobras cutaneas tricipital e subescapular pode complementar a
avaliacdo nutricional (CARDOSO; FALCAO, 2007; FALCAO, 2008; SILVEIRA,
2012).

O crescimento de recém-nascidos prematuros apresenta uma variacao
chamada catchup, representada por quatro periodos: periodo de perda de peso

(fase inicial, quando o bebé comeca a se adaptar ao meio extra uterino), periodo
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minimo de crescimento (fase em que a oferta proteico energética ja deve estar
adequada, e as condic¢des clinicas estabilizadas), periodo de maior crescimento
(fase de crescimento acelerado) e periodo de normalizacédo do crescimento (quando
0 recém-nascido cresce de acordo com seu potencial genético (MORO et al.,2015).

Prematuros e agueles nascidos com restricdo de crescimento intrauterino
apresentam crescimento aquém daqueles nascidos a termo, porém é esperado uma
recuperacdo dos parametros de crescimento, sendo crescimento de perimetro
cefélico até os 12 meses, seguido do comprimento e peso (RUGOLO, 2005;
COOKE, 2006; BATISTA et al., 2012).

Para criancas nascidas baixo peso é esperado que um crescimento acelerado
aconteca no periodo neonatal (OMS, 2011). Toftlund e colaboradores(2018),
realizaram estudo de follow up com prematurosem aleitamento materno na alta
hospitalar (leite humano fortificado ou ndo), e observaram crescimento acelerado
principalmente no periodo pés alta imediato, independente do tipo de alimenta¢éo no
periodo.

Entretanto, ainda nédo esta claro se 0 momento ideal para catch up em bebés
prematuros € durante a internacdo, em periodos precoces ou tardios na infancia
(TOFTLUND et al., 2012). Contudo, sabe-se que catch up acelerado também pode
estar ligado a desfechos desfavoraveis quando avaliadas secrecdo hormonais e
composicao corporal a longo prazo (UTHAYA et al.,2005; MATHAI et al., 2013). O
crescimento acelerado no periodo neonatal pode proteger a crianca de problemas
cognitivo-comportamentais, contudo, pode estar associado a maior adiposidade

infantil (BLOOMFIELD et al., 2018).
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2.2.1 Peso

Em relacdo ao crescimento intrauterino, o 3° trimestre de gestacdo parece ser
0 mais critico e importante para o ganho de peso fetal. Consequentemente, criancas
prematuras perdem parte deste ganho. O peso expressa a dimensdo da massa
organica e inorganica das células, dos tecidos de sustentacdo, 6rgdos, musculos,
0Ss0s, gordura e agua. O peso € uma medida composta, que reflete de maneira
geral o conteddo de musculos, pele, ossos e desenvolvimento dos 6rgaos internos.
O peso de nascimento é considerado um dos melhores parametros para avaliacao
do crescimento perinatal, sendo que qualquer alteracdo no mesmo pode refletir
distarbios agudos ou crénicos, bem como pode mostrar a eficacia ou ndo da terapia
nutricional (FALCAO, 2003)

Peso adequado é determinado para aquelas criancas com peso ao nascer
superior a 2.500 gramas, enquanto recém-nascido de baixo peso ao nascer é
definido como todo recém-nascido com peso inferior a 2.500 gramas e muito baixo
peso sdo aqueles recém-nascido com peso de nascimento inferior & 1.500gramas,
todos independentemente da idade gestacional (WHO, 1961). Sharma (2016)
salienta que o baixo peso ao nascer ndo deve ser confundido com RCIU ou PIG,
uma vez que sua definicdo € baseada no peso ao nascer (menos de 2.500 g),
independentemente da idade gestacional, sexo, raca e caracteristicas clinicas.

Durante o follow up, avaliar ganho de peso é sabidamente essencial, visto
gue o peso € a medida que mais facilmente reflete disturbios agudos ou crénicos,
bem como a eficacia da terapia nutricional. Contudo, avaliar o peso de forma isolada
ndo reflete necessariamente o crescimento de 6rgdos, tampouco a composi¢ao
corporal que vem sendo amplamente estudada, visto sua relacdo saude metabdlica

futura (FRONDAS-CHAUTY, et al., 2017). A avaliacdo da composic¢ao corporal € util



23

para monitorar a qualidade do crescimento. A composi¢cdo corporal foi proposta
como um indicador melhor para a qualidade do crescimento do que o monitoramento

do ganho de peso isolado (SAUER, 2007).

2.2.2 indice de massa corporal

O indice de massa corporal (IMC) é utilizado para avaliar a proporcionalidade
corporal e oferecer informacbes importantes sobre padrdo de crescimento na
primeira infancia (DE CUNTO, et al., 2014). Tendo em vista que 0 crescimento
infantii n&o ocorre isoladamente, faz-se necessario observar medidas
complementares. Ha evidéncias de que trajetérias distintas de indice de Massa
Corporal durante a infancia podem contribuir para futuros riscos e consequéncias
adversas para a saude futura (BARKER, 1995; LIU et al., 2017). De Cunto et al.
(2014), avaliaram criancas nascidas a termo e apontam que o IMC esta associado a
adiposidade em recém-nascidos e criancas e ainda sugerem que é uma medida
mais adequada que o indice ponderal.

Grupos de trajetéria de IMC altamente estaveis e acelerados apresentaram
maiores probabilidades de obesidade mais tarde na vida. Trajetérias de IMC podem
capturar o processo fisiologico dindmico do corpo humano. Sendo assim, é
importante entender os determinantes potenciais para as trajetorias do IMC durante
a infancia (JONES-SMITH, FERNALD e NEUFELD, 2007; LlUet al., 2017; LIU et
al.,2018).

Ludington-Hoe e colaboradores (2013) avaliaram criancas nascidas a termo e
verificaram que a evolucdo do IMC durante o primeiro ano de vida foi preditora do

estado nutricional aos 5 anos. As criangas com sobrepeso, obesidade e obesidade
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morbida aos 5 anos tiveram IMC durante o primeiro ano de vida significativamente
maior do que aquelas com peso adequado aos 5 anos.

Liu et al.(2017) também realizaram estudo observando padrdo do IMC no
primeiro ano de vida e encontraram maior chance de obesidade aos 6 anos de idade
para aquelas criancas cujo a curva do IMC nos primeiros anos era mais
elevada.Mais recentemente, os mesmos autores (LIU et al.,2018) constataram que
criancas nascidas prematuras também estao dentre os grupos de risco com maiores

chances de manter padréo acelerado para aumento do IMC no primeiro ano de vida.

2.2.3 Dobra cutanea

A espessura da gordura subcutadnea € especifica para o tecido adiposo e
pode ser medida de forma nao invasiva, sendo uma importante ferramenta e um
valido indicador antropométrico de gordura corporalinfantil (FUSCH, 2002; BEDOGNI
et al; 2013; SCHMELZL). Dobras cutdneas subescapular e supra iliaca refletem
gordura central, enquanto dobra cutanea tricipital e bicipital refletem gordura
periférica (RODRIGUEZ et al.,2004)

A afericdo das dobras cutaneas é uma ferramenta valiosa e fidedigna para
estimar adiposidade e, embora exija profissional treinado, é factivel para uso
ambulatorial, de baixo custo e segura (WENDEL et al.,2016). Outra vantagem, € que
dados das medidas de dobras cutaneas podem ser utilizados brutos, expressos
como escore-z e avaliados a partir devalores de referéncia da populagdo a ser
estudada (Horan et al.,2014).

Chen et al. (2017), afirmam que as dobras cutaneas tém melhor poder
preditivo do que outras medidas antropométricas para composicdo corporal

neonatal. Pecoraro et al. (2003), relataram a validade da dobra cutanea tricipital
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como indicador de adiposidade na primeira infancia, ao avaliarem criancas de 6 anos
de idade, verificando a correlacdo entre medidas de dobras cutaneas, IMC e
bioimpedancia.

Ha boa correlacdo do peso ao nascer com massa gorda total em recém-
nascidos. E a medida das dobras cutaneas também demonstra boa correlacdo com
a massa gorda total em recém-nascidos. A relevancia da utilizacdo das dobras
cutdneas na pratica clinica, é enfatizada pelo fato de que o estado nutricional tem
um impacto consideravel no desfecho neonatal precoce e tardio (OLUTEKUNBI et
al.,2018). Ainda, alguns autores relatamassociagéo entre maior percentual de massa
magra em criancas prematuras a melhores escores cognitivos aos 12 meses de
idade corrigida (RAMEL et al.,2016) e 4 anos de idade (PFISTER et al.,2018),
trazendo a tona a importancia em se avaliar a composi¢cdo corporal desde os

periodos mais precoces.

2.2.4 Comprimento

A medida de comprimento reflete as diferencas do potencial genético do
crescimento e sofre menor influéncia da nutricdo fetal. Ao contrario do peso, 0
comprimento nado € influenciado pelo estado hidrico e nem sofre variacdo negativa.
O comprimento € o indicador do tamanho corporal e do crescimento linear da
crianga. Vale lembrar quepara recém-nascidos, o ideal € usar o termo comprimento,
uma vez que esta medida é aferida com a crianca deitada (FIGUEIRA, 2004).

A avaliagdo do crescimento do recém-nascido prematuro, especialmente
daquele pequeno para a sua idade gestacional, é importante para identificar sua

condicdo de saude e seu progndstico. Problemas resultantes da prematuridade,

como anemia, doenga pulmonar crénica, doencgas neurologicas e desordens no
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desenvolvimento podem interferir no crescimento dos recém-nascidos prematuros,
portanto, € essencial dar atencdo a medida do comprimento, para poder relacionar
qualquer déficit deste com o possivel desenvolvimento de patologias que possam

interferir no mesmo (RUGOLO, 2005; SILVEIRA, 2012).

2.2.5 Perimetro cefélico

A medida do perimetro cefalico tem relacdo direta com o tamanho do
encéfalo, e consequentemente, seu aumento proporcional indica crescimento
adequado e melhor progndstico neurologico. O perimetro cefdlico € a medida
antropomeétrica menos afetada por uma nutricdo inadequada e a a primeira que
cresce ao se atingir uma oferta proteico-calorica ideal. Estes autores ainda sugerem
que o crescimento cefélico esperado é de 1 cm por semana (FALCAO, 2002;
FALCAO, 2008).

Em recém-nascidos prematuros, existe uma estreita relacdo entre o
crescimento de perimetro cefalico e o desfecho do neurodesenvolvimento. Os
esforcos para melhorar os resultados neurocognitivos devem se concentrar em
fatores associados a recuperacdo do perimetro cefalico (GHODS et al.,2011). Lidzba
e colaboradores (2016), Cooke e colaboradores (2018), afirmam, ainda, que dentre
todas as medidas antropométricas, o crescimento do perimetro cefalico entre alta e a
idade escolar é o melhor preditor independente para o desfecho cognitivo em

prematuros de muito baixo peso.

2.3 MICROBIOTAINTESTINAL

O termo microbiota intestinal refere-se a uma variedade de micro-organismos

vivos responsaveis pela colonizacdo intestinal, sendo considerado como um dos
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ecossistemas mais complexos (PAIXAO; CASTRO, 2016; TANAKA; NAKAYAMA,
2017). A diversidade do microbioma representa um processo evolucionario de
equilibrio entre imunidade do hospedeiro e crescimento microbiano (DISHAW et
al.,2014).

O microbioma intestinal € a maior de todas as comunidades
microbianasencontradas no organismo humano, sendo o0 mais amplamente
estudado.Consiste em trilhBes de diferentes tipos de bactérias e milhdes de genes
vivendo em comensalismo. A microbiota intestinal normal é estimada em até 100
trilhndes de microrganismos, compreendendo entre 500 e 3.000 espécies, e quase 5
milhdes de genes unicos, que € 100 vezes mais genes do que o humano genoma
(GROER et al.,2014). As espécies especificas que colonizam o intestino, interacdes
dentro da comunidade microbiana e com o hospedeiro, bem como outros fatores
relacionados ao ambiente, molda a composi¢do taxondmica da microbiota. Isso pode
explicar a alta variabilidade composicional observada entre os sujeitos (GOSALBES
et al.,2012).

O hospedeiro humano requer uma microbiota benigna e benéfica para
manutengcdo de processos nutricionais, de desenvolvimento, defensivos e
fisiologicos, resultando, em Ultima instancia, em tolerancia imunolégica a antigenos
alimentares e bacterianos, protecdo contra patdgenos e maturacdo do epitélio
gastrointestinal (GROER et al.,2014). Torrazza e Neu (2011) corroboram o exposto,
afirmando que amicrobiota benéfica € fundamental para o organismo humano,
auxiliando para a manutencao das principais fun¢cdes imunolégicas, crescimento e
desenvolvimento, bem como processos psiquicos. Ha evidéncias que sugerem que

consequéncias dos eventos relacionados a modulacdo precoce do microbioma



28

estendem-se ao longo da vida, sendo protetores ou predisponentes a doencas
(BLANTON et al.,2016; ROBERTSON et al.,2018).

O microbioma neonatal compreende todos 0s organismos que vivem dentro
ou na superficie dos recém-nascidos. A colonizacdo do trato gastrintestinal do
recém-nascido sofre influéncia das mudancas alimentares, estilo de vida e saude
materna desde o periodo pré gestacional e durante a gestacéo. Situacfes adversas,
principalmente na gestacdo, podem gerar alteracdes importantes e determinantes
para o microbioma fetal e consequentemente refletir em alteracbes para o
microbioma durante a primeira infancia (MACPHERSON et al.,2017). A colonizagao
microbiana do trato digestivo configura um extenso desafio para a maturacdo do
sistema imunoldgico do recém-nascido. Esta colonizacdo desempenha um papel-
chave no estabelecimento da homeostase e manutencdo da funcédo de barreira da
mucosa intestinal (HOOPER; MACPHERSON, 2010)

De acordo com o conceito “Utero estéril” os microbios sdo adquiridos tanto
verticalmente (da mae), quanto horizontalmente (de outras pessoas ou do ambiente)
durante e apdés o nascimento (FUNKHOUSE; BORDENSTEI, 2013). Entretanto,
estudos nas Ultimas décadas tém questionado o conceito de esterilidade do liquido
amnidético e suportam a hipétese de que o microbioma intestinal fetal € derivado da
degluticdo do liquido amnidtico contendo bactérias (JIMENEZ et al.,2008;
MSHVILDADZE et al.,2014). Aagard et al. (2014), detectaram microorganismos
comensais pertencentes aos filos Firmicutes, Bacteroidetes, Fusobacteria,
Proteobacteria, e Tenericutes na placenta, liquido amnidtico, corddo umbilical, e
mecobnio fetal que se assemelha a microbiotaoral de neonatos.Mshvildadzeet
al.(2010), identificaram DNA microbiano no meconio de recém-nascidos prematuros,

sugerindo origem intrauterina, e supondo que o micrébios estariam presente no
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liquido amnidtico engolidos pelos fetos. Contudo, ainda héa falta de entendimento
acerca dos mecanismos pelos quais acontece a formacéo da microbiota via placenta
e liquido amnidtico (JIMENEZ et al.,2005).

Mais recentemente, Shi et al.(2018), ressaltaram queembora haja evidéncias
de colonizacdo ainda no periodo intrauterino, as pesquisas atuais sugerem que a
maior colonizacédo se dé apos o nascimento, quando a crianga entra em contato com
microbios do meio extrauterino.

A via de nascimento também temse mostrado determinante para o inicio da
modulacdo microbiana. Diversos estudos elucidam que recém-nascidos por via
vaginal sédo rapidamente colonizados pelos organismos da flora entérica, da vagina e
da pele materna, apresentando maior abundancia de Lactobacillus, Bifidobacterum,
Prevotella e Sneathia. O parto vaginal expde 0s 0 neonato aos microbios que estéo
colonizando canal vaginal materno, sendo uma forma direta de transmissdo da
heranca microbiana, resultando em recém-nascidos commicrobiota semelhante a de
sua propria mae (DOMINGUEZ-BELLO, 2010; PRINCE et al.,2014;
CHONG,BLOOMFIELD; O’SULLIVAN , 2018) Os recém-nascidos por cesariana
demoram mais para ter contato com bactérias do organismo materno e apresentam
maior numero de Staphylococcus, Clostridium difficile, Propionibacterium e
Corynebacterium. (DOMINGUEZ-BELLO, 2010; ARRIETA et al.,2014; PRINCE et
al.,2014; ROSENBERG e TREVATHAN, 2018).

Chu e colaboradores (2017) realizaram estudo observando as mudancas na
microbiota de recém-nascidos eressaltam, no entanto,que o microbioma infantil
passa por uma reorganiza¢ao importante nas primeiras 6 semanas de vidae esta é

norteada primariamentepelo local do corpo e néo pelo tipo de parto.
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O estabelecimento da microbiota saudavelpassa porduas grandes etapas na
infancia. A primeira etapa é considerada a transi¢cao logo ap6s o nascimento, onde o
recém-nascido passa a receber leite materno epassa a ter uma maior dominancia da
microbiota intestinal por Bifidobacterium. A segundaetapa é associada ao periodo da
alimentacdo complementar, onde além do leite materno a crianca passa a receber
outros alimentos, que vao influenciar de maneira distinta a formacdo microbiana
(TANAKA; NAKAYAMA, 2017). Sao diversos os fatores influenciadores do
estabelecimento microbiota, sendo que a composi¢cdo microbiana do intestino da
crianca aumenta em numero e diversidadea medida que o tempo passa, chegando
ao apice ainda na primeira infancia. Entre 12 e 36 meses de vida a diversidade e
complexidade de composicdo microbiana ja se assemelha a microbiota intestinal
anaerdbica de adultos (PAIXAO; CASTRO, 2016; TANAKA; NAKAYAMA, 2017).

A microbiota neonatal € um ecossistema diversificado e especializado, que
ajuda no desenvolvimento de enterécitos gastrointestinais, angiogénese, funcéo
imune, desenvolvimento de células T intestinais e GALT. Espera-se que haja
interacdo entre sistema imunolégico do hospedeiro e microbiota, conhecido como
simbiose, que determina equilibrio entre micrébios residentes, producdo de
compostos imunomoduladores e subsequente regulacdo da resposta imune
(WLAKER et al.,2017)

O intestino e o sistema imunolégico regulam a comunidade microbiana. No
entanto, este equilibrio pode ser rapidamente interrompido apods perturbacbes
ambientais; tais como: parto prematuro, estresse e infeccdo (JASAREVIC et
al.,2015).

Lu et al.(2018), realizaram estudo transfundindo microbiota de recém-nascido

prematuro associada a um fendtipo de déficit de crescimento para camundongos
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germ-freeem estado de prenhez.Como resultado encontraram na prole inflamacao
sistémica e neuroinflamacdo, evidenciados por mediadores pré inflamatorios
elevados na circulacéo e no cérebro, corroborando as hipéteses de que ha relagéo
direta entre colonizacdo microbiana, sistema imunologico e atividade cerebral.

Hoban et al.(2016), em estudo experimental com camundongos germ-
freeidentificaram comprometimento da formacgdo da barreira hematoencefélica e
mielinizacéo, sugerindo um papel essencial da microbiota no desenvolvimento neural
estrutural e funcional. Estes dados evidenciam a capacidade da comunidade
microbiana intestinal em regular ndo somente a permeabilidade da mucosa
intestinal, mas, também atividade de moléculas de ativacdo do sistema neurolégico.

Quando a interacdo entre hospedeiro e microbioma entra em desequilibrio,
temos um estado de Disbiose, caracterizado por uma maior quantidade de
organismos patogénicos e menordiversidade microbiana, levando o organismo do

hospedeiro a ser menos resistente a doencas, mais predisposto a processos

inflamato6rios (ROBERTSON et al.,2019).

2.4 MICROBIOTA INTESTINAL E PREMATURIDADE

O processo de estabelecimento da microbiota em prematuros € desafiador.
Sdo diversos os fatores interferentes, sendo os principais: idade gestacional,
imaturidade dos 6rgaos e sistemas, uso frequente de antibiéticos, longo tempo de
internacdo e nutricdo (GRIER et al.,2017; DIGGIKAR, 2019). A fisiologia
gastrintestinal imatura, propiciamaiortranslocacdo bacteriana e consequente
inflamacéo sistémica, podendo evoluir para sepse e sendo relacionada também com

enterocolite necrosante (CHERNIKOVA et al.,2018).
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Recém-nascidos prematuros sao vulneraveis a disbiose inutero.Infecdes
maternas determinam contato precoce com antibigticos, que muitas vezes continuam
a ser administrados no periodo perinatal. Aadministracdode antibiéticos durante a
gravidez altera a microbiologia vaginal antes do nascimento, com potenciais efeitos a
longo prazo sobre a colonizagdo microbiana do neonato (WALKER et al.,2017).
Ademais, os antibidticos de amplo espectro, comumente utilizados, perturbam a
microbiotaatravés de seus efeitos na trajetéria da coloniza¢cdo microbiana, levando a
reducdo do padrdo de diversidade microbiana e a colonizacdo comensal tardia,
especialmente em bebés prematuros (GREENWOOD et al., 2014). Estudos mostram
que aumento da duracdo do tratamento com antibioticos se correlacionam com
enterocolite necrosante e sepse no periodo perinatal (COTTEN et al.,2009;
ALEXANDER et al.,2011), além de maior risco de sobrepeso e asma na infancia
(MBAKWA et al.,2016).

O estresse durante a gravidez pode exacerbar a imunossupressao fisiologica
normal, aumentando assim a vulnerabilidade materna a infec¢éo geniturinaria e seus
riscos obstétricos. Sabidamente existe uma estreita relacdo entre infe¢des uterinas e
partos prematuros, mais recentemente estudos adicionaram composi¢cao microbiana
na lista de fatores associados a nascimentos prematuros e corioamnionite
(AAGAARD, et al.,2014). Infeccbes vaginais de repeticdo, sejam bacterianas ou
fungicas tendem a desencadear uma variedade de respostas locais e globais, que
pode resultar na eventual perda do ecossistema vaginal dominante de Lactobacillus
(EHRSTROM et al.,2005). O efeito da deplecao de lactobacilos, advinda do estresse,
pode influenciar na transmissdo microbiana materno infantii (JASAREVICet

al.,2015), influenciando a formacé&o da microbiota do recém-nascido.



33

Idealmente, o leite materno deve ser o primeiro alimento recebido pelo trato
gastrointestinal e a composicao do leite (além de suprir as necessidade nutricionais
do recém-nascido, é rico em moléculas imunomoduladoras e oligossacarideos) tem
impacto direto na formacao da microbiota do neonato (GROER el al., 2014).0 leite
materno contém imunoglobulina A, lactoferrina, lisozima,fatores de crescimento e
oligossacarideos do leite humano, que conferem caracteristicas de protecédo para o
recém-nascido (ROGIER et al.,2014; UNDERWOODet al.,2015).Ainda, o leite
materno tem poliaminas, que sdo conhecidas por proteger a microbiota benéfica
(PLAZA-ZAMORA et al.,2013).

Oligossacarideos do leite humano (HMOs) sdo conhecidos por influenciar a
composicdo do microbioma, encorajando colonizacdo com uma comunidade
saudavel de membros do filho Bacteroides (UNDERWOOD et al.,2015) Os
oligossacarideos do leite humano parecem ter multiplas func¢fes: primeiramente séo
responsaveis por modular a composicdo da microbiota intestinal infantil através do
consumo seletivo de bactérias. Assim Bifidobactérias e Bacteroidetes se tornam
bactérias intestinais dominantes em bebés que recebem leite humano. Outro fator
importante € que oligossacarideos do leite humano tém homologia estrutural para
muitos glicanos de superficie celular, ligando-se a bactérias luminais que sdo entéao
incapazes de se ligar a superficie dos enterdcitos. Por fim, oligossacarideos do leite
humano sdo absorvidos e excretados na urina, podendo auxiliar para diminuir a
capacidade das bactérias invasoras de causar infecbes no trato urinario. Ainda, o
acido sialico contendo HMOs pode ser importante neurodesenvolvimento.

Os oligossacarideos do leite humanoséo prebioticos, sendo o terceiro maior
componente do leite materno. Considerados como um dos principais substratos para

proliferacdo bacteriana, incluindo espécies de Bifidobacteria e Bacteroidetes, mas
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nao bactérias patogénicas tais como Enterobacteriaceae (CHONG ,BLOOMFIELD;
O’SULLIVAN, 2018).

Por outro lado, recém-nascidos alimentados com formulas lacteas tendem a
apresentarmaior diversidade microbiana com bacteroides, enterobactérias,
enterococcus e Clostridium sp. (HARMSEN et al.,2000).

A microbiota intestinal de recém-nascidos amamentados é diferente da
microbiota daqueles que recebem férmula lactea (TANNOCK et al.,2013).
Prematuros tém comunidades microbianas de diversidade e estabilidade limitadas,
além da barreira da mucosa menos eficiente, sendo amplamente colonizados por
microbios residentes da unidade de terapia intensiva neonatal (OLM et al.,2017).
Somado a isto, recém-nascidos prematuros muitas vezes sao privados da oferta de
leite materno e este pode ser mais um fator contribuinte para a disbiose nesta
populacdo. Ainda ha a especulacdo de que prematuros diferem na responsividade
do intestino a prebidticos, tais como HMOs. Em um estudo, a administracdo de
HMOs suplementares as mamadas para 12 bebés prematuros nao resultou no
aumento esperado em Bifidobacteria (UNDERWOOD et al.,2014), sugerindo uma
dificuldade de interacdo entre mucosa intestinal e bactérias comensais.

Os componentes do eixo cérebro-intestino-microbiota incluem o sistema
nervoso central, enddcrino-imune, eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal, sistema nervoso
autbnomo simpatico-parassimpatico, 0 sistema nervoso entérico e a microbiota
intestina. A comunicacdo bidirecional permite que o cérebro influencie as
modalidades motoras, sensoriais e secretoras do trato gastrointestinal e,
inversamente, a sinalizacdo de baixo para cima a partir do intestino estimula fungéo
cerebral, principalmente o hipotdlamo e amigdala que tém muitas funcdes dedicadas

ao estresse (CONG et al.,2017).
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Dada a intima relacdo cérebro-intestino, o processo inflamatorio decorrente
da disbiose no periodo perinatal também tem sido associado a patogénese de
doencas neurolégicasem prematuros (KEUNEN et al.,2015). Disbiose intestinal
precoce em recém-nascidos prematuros também tem sido associada com inUmeras
consequéncias a longo prazo para a saude, incluindo diabetes do tipo 1, doenca de
Crohn, doencas alérgicas, asma, dermatite atOpica, obesidade e transtornos do
espectro do autismo (ITANI et al.,2017)

A idade gestacional ao nascimento também €& um dos principais
determinantes da colonizacdo do microbioma. Recém-nascidos a termo saudaveis,
nascidos por parto vaginal sdo colonizados por Bifidobacterium até o dia 7 de vida,
(BUTEL et al.,2007). Recém-nascidos prematuros geralmente apresentam membros
do filo Proteobacteria aumentados emembros do filo Bifidobacterium e Bacteroides
diminuidos, em comparagdo aos nascidos a termo (ARBOLEYA et al.,2012).
Ardissone et al.(2014), verificaram gue idade gestacional teve maior influéncia sobre
a estrutura da comunidade microbiana em recém-nascidos prematuros do que o tipo
de parto, se vaginal ou cesérea, especialmente no ponto de corte de 33 semanasOs
autores apontam diversas familias taxondmicas dentro do filo Firmicutes
correlacionadas com a idade gestacional, incluindo género Staphylococcus, cujo a
abundéncia foi maior dentre aquelas criancas nascidas menores de 33 semanas de
gestacéao.

A colonizacdo por Staphylococcus é uma caracteristica normal da flora
intestinal saudavel. Jacquot e colaboradores (2011), realizaram estudo com
prematuros extremose encontraramgénero Staphylococcusspp foi em 67% dos

pacientes na primeira semana de vida.ltani e colaboradores (2017), relatam maior
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abundancia de Staphylococcus nas fezes de recém-nascidos prematuros nascidos <
33 semanas de gestacao.

White e colaboradores. (2013), encontraram uma associagdo entrea
colonizacéo porStaphylococcus, detectada nas fezes de recém-nascidos a termo aos
4 dias de vida, com crescimento adequado aos6 meses de vida. Entretanto, Nataro e
Guerrant (2017), sugerem que o0 género Prevotella se associa com melhor
crescimento em todas as faixas etarias, enquanto Streptococcus lutetiensis e

Escherichia coli estdo associados a déficit no crescimento.
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3 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista aatual preocupacdo com o estado nutricional na primeira
infancia, uma vez sua ja estabelecida relacdo com prevencdo ou predisposicado a
doencas futuras,ea maior vulnerabilidade das criancas nascidas prematuras a
alteragbes nutricionais e metabodlicas (BARKER, 2007; YOSHIDA et al.,2009;
VICKERS, 2011; TERRAZZAN, PROCIANOQY; SILVEIR, 2014), este estudo faz-se
necessario.

Prematuros e aqueles nascidos com restricdo de crescimento intrauterino
apresentam crescimento aquém daqueles nascidos a termo, porém é esperado uma
recuperacdo dos parametros de crescimento, sendo crescimento de perimetro
cefélico até os 12 meses, seguido do comprimento e peso (RUGOLO, 2005;
COOKE, 2006; BATISTA et al.,2012).

Sao muitos os fatores que influenciam o crescimento pds-natal de criancas
nascidas prematuras, como estado nutricional ao nascimento, evolucdo clinica
durante internacdo, e praticas nutricionais pos-natais (SILVEIRA; PROCIANOY,
2018). Além destes, ha evidéncias de que a microbiota intestinal saudavel, ou seja,
com equilibrio entre bactérias benéficas e bactérias patogénicas, pode ser fator
determinante para melhores prognésticos (TORRAZZA, NEU, 2011; GROER et
al.,2014).

Ainda sao poucos o0s estudos realizados com criangas nascidas
prematuras,bem como, com delineamentos longitudinais. Arboleya et al.(2011),
identificaram diferentes tipos e quantidade de cepas colonizadoras demicrobiota, ao
comparar criangas nascidas prematuras com criangas nascidas a termo, com dados
coletados até 90 dias de vida. Scheepers et al. (2105), realizaram um dos primeiros

estudos relacionando microbiota intestinal em periodo precoce (30 dias de vida) e
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desenvolvimento de peso subsequente (10 anos de vida) com criancas nascidas a
termo, indicando que a presenca de B fragilis pode ter influéncia no indice de Massa
Corporal futuro.

Nosso estudo é um dos poucos em ambito nacional averificar se ha relacao
entre colonizacdo da microbiota em periodo perinatal e estado nutricional na infancia

precoce, de criancas nascidas prematuras baixo peso.
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4 HIPOTESE

A microbiota 0 mec6nio de recém-nascidos pramaturos pode estar associada

ao padrao de crescimento e catch up no primeiro ano de vida
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5 OBJETIVOS

Tendo em vista que este projeto resultou em dois artigos originais,
apresentamos dois objetivos distintos.

Artigo 1: Verificar se ha associacdo entre a composicdo da microbiota do
meconio e adequacao do peso para idade gestacional e momento de catch up do
perimetro cefalico no seguimento apds a alta

Artigo 2: Realizar avaliacdo antropométrica, incluindo dobras cutaneas
bicipital e subescapulare comparar crescimento e adiposidade de criancas nascidas
prematuras de baixo peso acriancas nascidas a termo, saudaveis durante o primeiro

ano de vida
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6 METODOLOGIA
6.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Coorte perspectiva com prematuros baixo peso, comparados a nascidos a

termo, saudaveis.

6.2 PERIODO DE COLETA DE DADOS

Fevereiro de 2016 a julho de 2017.

6.3 POPULACAO

Foram acompanhados 63 recém-nascidos prematuros de baixo peso (idade
gestacional < 33 semanas)e um grupo controle de 29recém-nascidos a termo
saudaveis, todos nascidos no Hospital de Clinicas de Porto Alegre recrutados para o
projeto Associacdo entre microbiota fetal, prematuridade e morbidades do recém-

nascido pré-termo (aceito no CEP da instituicdo e registrado sob numero 140009).

6.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

* Criangas prematuras (IG <32semanas), participantes do grupo investigado
do projeto Associacdo entre microbiota fetal, prematuridade e morbidades do recém-
nascido pré-termo com alta da UTI Neonatal e que seguiram acompanhamento, com
pelo menos 3 consultas no Ambulatério de Seguimento de Prematuros do Hospital
de Clinicas, durante o primeiro ano de vida,

» Criangas nascidas a termo, saudaveis participantes do grupo controle do

projeto Associacdo entre microbiota fetal, prematuridade e morbidades do recém-



42

nascido pré-termo que foram contatadas durante o primeiro ano de vida, evisitadas

pela pesquisadora Ana Carolina Terrazzan (ACT) para avalicdo aos 12 meses.

6.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

* Criangas com mal formacgéo congénita e erros inatos do metabolismo;
» Pacientes cujos pais e/ou responsaveis nao aceitaram participar do projeto

de follow up.

6.6 LOGISTICA

Para este estudo foi realizado acompanhamento e avaliagdo nutricional de
criancas prematuras de baixo peso (grupo caso) e criangcas nascidas a termo,
saudaveis (grupo controle). Ambos 0s grupos estavam incluidas no estudo
Associagdo entre microbiota fetal, prematuridade e morbidades do recém-nascido
pré-termo (aceito no CEP da instituicdo e registrado sob nimero 140009), no qual,
foram feitas coletas de mec6nio para sequenciamento genético do microbioma e
gerado o banco de dados do microbioma (descricdo a seguir). Obanco de dados do
microbioma foi utilizado em combinacdo ao banco de dados antropométricos,
posteriormente ao periodo de acompanhamento e avaliacao nutricional.

As criancas foram direcionadas ao seguimento, conforme descrito abaixo:

6.6.1 Grupo casos —recém-nascidos prematuros

No momento de alta da UTI Neonatal os recém-nascidos foram
encaminhados ao Ambulatorio de Seguimento de Prematuros do Hospital de

Clinicas, conforme protocolo da instituicdo. Na primeira consulta ambulatorial do
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recém-nascido os pais e/ou responsaveis foram convidados a participar do estudo,
por meiode leitura e explicacdo do Termo de Consentimento Livre e esclarecido.

A coleta de dados do grupo de prematuros foi realizada durante as consultas
no Ambulatério de Seguimento, ndo sendo necessario portanto agendar consulta
especificamente para a pesquisa. Conforme o protocolo de atendimentos do
servico,todas as criancas sao atendidas mensalmente até os 6 meses de idade
corrigida e a partir desta idade a cada 2 meses até os 12 meses de idade corrigida,
momento no qual foi realizada avaliacéo nutricional.

A rotina de assisténcia prevé afericdo antropométrica (peso, comprimento,
perimetro cefélico e braquial) e de dados do tipo de leite consumido pela crianca
(leite materno, formula lactea infantil materno ou outros tipos de leite), bem como
momento de inicio da alimentacdo complementar (papa de fruta, papa principal ou
alimentacdo da familia).Os pais/ responsaveis foram entrevistados, e as criancas
avaliadas pela pesquisadora ACT.Aos 12 meses de idade corrigida, além das

afericdes basicas, foram aferidas as dobras cutéaneas tricipital e subescapular .

6.6.2 Grupo controle —recém-nascidos atermo

No momento de alta hospitalar os pais e/ou responsaveis foram convidados a
participar do estudo de seguimento, por meiode leitura e explicacdo do Termo de
Consentimento Livre e esclarecido.

A pesquisadora Ana Carolina Terrazzan manteve contato telefénico com as
familias com periodicidade de 2 meses, com objetivo de manutenc¢&o do vinculo com
0s participantes da pesquisa. Bem como, para garantir a atualizacao de informagdes
de contato como telefones e enderecgos. Ainda,durante o contato telefénico os pais

e/ouesponsaveis foram gquestionados sobre tipo de leite consumido pela crianca
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(leite materno, formula substituta do leite materno ou outros tipos de leite) e,
também, sobre omomento de inicio da alimentacdo complementar (papa de fruta,
papa principal ou alimentacéo da familia).

Aos 12 meses de idade, foi realizado visita domiciliar para a realizacdo da
avaliacdo antropométrica (peso, comprimento, perimetro cefalico, perimetro braquial,
dobras cutaneas tricipital e subescapular).

Figura 1— Organograma — logistica de coleta de dados
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6.7 DESCRICAO DAS ATIVIDADES A SEREM REALIZADAS E COLETA DE
DADOS

6.7.1 Avaliacao nutricional

Antropometria
Para a avaliacdo antropométrica foram feitas as seguintes aferi¢oes:
. Peso (kg) e comprimento (cm) para calculo do Iindice de Massa

Corporal (IMC/ Kg/m2)

. Perimetro cefélico (cm)

. Dobra cutanea tricipital (mm)

. Dobra cutanea subescapular (mm)
. Circunferéncia do brago (cm)

A afericAo das dobras cuténeas foi realizada em triplicata e a médiadas
medidas utilizada para o banco de dados.

Para afericdo de todas as medidas as criancas estavam despidas e sem
fraldas. Quando em dias muito frios, as balancas eram taradas com peca de roupa
para garantir o maximo de fidedignidade dos dados. As técnicas para afericdo
seguiram manual do SISVAN (2011)

Utilizados os seguintes instrumentos:

. Balanca pediatrica eletrénica para afericdo do peso (Marca: Filizolla®)

para as criancas prematuras que comparecem ao ambulatorio

. Balanca eletronica, com funcao tara “méae/bebé” para afericado do peso

(Marca Wiso®) para as criancas que receberam visita domiciliar (grupo
controle)

. Réguapara medicao de estatura (estadibmetro infantil - Avanutri®);
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. Fita métrica inelastica para afericdo do perimetro cefélico e perimetro

braquial (Cescorf ®);

. Adipémetro digital (PrimeMed®).

Utilizado Fenton GrowthCalculator for Preterm Infants (2013), para gerar
escores-z dos dados de nascimento dos recém-nascidos prematuros, separados por
género. E programa WHO Anthro, versdo 3.2.2 (2011),para gerarescores-z do
periodo de follow up, levando em consideracdo género e idade, sendo a mesma

corrigida para os prematuros.

6.7.2 Variaveis- alimentacdo (complementares ao estudo; fazem parte da rotina

do Ambulatério de Follow Up)

Foram coletados os seguintes dados:
. Tipo de leite recebido (leite materno e/ ou férmula substituta do leite
materno, leite de vaca)na alta, e bimensalmente até 12 meses;
. Momento deinicio da alimentacdocomplementar(papa de fruta, papa
principal)
Todos os dados coletados foram computados em base de dadosdo Excel®, e
posteriormente submetidos a analise estatistica com o auxilio do programa PASW

(SPSS), versao 20.0 (Statistical Package for Social Sciences).

6.7.3 Variaveis em estudo — para caracterizacdo da amostra

Para caracterizacdo demogréfica da amostra, dadosgestacionais ede
nascimento foram prospectivamente obtidos. Quando necessario, foi realizada

consulta através do prontuério online HCPA.
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. Dados da gestacdo/ dados maternos: presenca de Pré eclampsia,
presenca de DMG, idade materna, numero de consultas pré-natal,
namero de filhos;

. Dados do nascimento: sexo, peso, comprimento, perimetro cefalico,
idade gestacional, adequacao de peso para idade gestacional, indice
de Apgar;

. Co-variaveis: Tipo de leite recebido (leite materno, leite de vaca,
férmula infantil) em momentos especificos do primeiro ano de vida (aos
2,4,6, 8,10 e 12 meses);

. Variaveis independentes: Dados antropométricos: peso, comprimento,
perimetro cefalico, perimetro braquial e dobras cutaneas tricipital e
bicipital(aos 2, 4, 6, 8, 10 e 12 meses).

Para acompanhamento dos individuos foi utilizada um formulario de pesquisa

individual (APENDICES1 e 2). Os dados obtidos foram inseridos em uma base de

dados, e posteriormente submetidos a analiseestatistica.

6.7.4 Coleta mec6bnio

A primeira eliminacdo de meconio do recém-nascido foi obtida com coleta
estéril e armazenada em tubo plastico com capacidade para 15ml. As amostras
foram imediatamente congeladas e armazenadas em botijdo criogénico até o
momento dotransporte para o laboratorio onde foi realizada a extragdo do DNA
microbiano e posterior analise da composi¢cdo da comunidade microbiana. Para os
recém-nascidos prematuros, essa coleta obrigatoriamente ocorreu antes do recém-
nascido receber qualquer alimentagcdo por via enteral, uma vez que h4 estudos que

sugerem diferencas na colonizacdo microbiana de criancas alimentadas com leite
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materno em relacdo aquelas alimentadas com formula (FANARO, 2003). Ha
diversas etapas nesse processo: técnica de extracdo do DNA, Amplificacdo do gene
16S rRNA e sequenciamento, comparacdo entre as comunidades microbianas,
identificacdo dos microrganismos responsaveis pela variacdo entre as amostras e,
por fim, a classificacdo filogenética, para posterior lancamento dos dados em banco

de dados apropriado pelos demais pesquisadores envolvidos.

6.7.5 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 mecéanica. A pureza DNA gendmico total foi analisada com auxilio
de espectrofotobmetro tipo NanoVueTM® através da medicdo da razdo entre
absorbancia a 260 e 280nm. A concentracao do DNA total foi quantificada com o uso
de fluorébmetro tipo Qubit® 2.0. Em posse da concentracdo de DNA total, todas as
amostras foram diluidas de acordo com aquela de menor concentracdo 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.

6.7.6 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 (2007),
Fulthorpe e colaboradores (2008), para o sequenciamento do gene 16S por meio da
plataforma PGMTM ION TORRENT. Para cada amostra de DNA microbiano foi

amplificado o gene 16S a partir dos oligonucleotideos iniciadores universais,
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recomendados pelo Human Microbiome Project, 515F
(GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) e 806R (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 Uunica (primer fusion). Mdultiplas amostras foram
analisadas em uma Uunica utilizacdo do instrumento PGMTM e para tanto foram
adicionados, a regidao 5 dos oligonucleotideos iniciadores, 10 bases conhecidas
(codigo de barras) que servirdo para posterior identificacdo da origem de cada
sequéncia segundo metodologia proposta por Hamady et al.,O cédigo 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 feita para cada DNA
isolado das amostras com um diferente cddigo de barras por reacdo. As condicdes
utilizadas na reagdo foram: 94°C por 3 minutos, 35 ciclos a 94°C por 45s para
desnaturacao, 50°C por 1min. para o anelamento dos oligonucleotideos iniciadores,
e 72°C por 1,5 min. para extensdo; seguidos por72°C por 10 minutos de extensao
final. O produto final das reacfes de PCR foi purificado com kit para purificacdo de
PCR Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, Inc.). A concentracao final do DNA
produto da PCR foi quantificada por meio do uso o Bioanalyzer e o kit Agilient High
Sensitivity (GE) seguindo as recomendag0es 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 entdo sequenciada utilizando o chip lon 316™. Para que n&o haja uma
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diminuicdo drastica do niumero de sequencias por amostras, causada pelo uso de
multiplas amostras por corrida, foram utilizados no maximo 30 amostras por chip.

As sequéncias de nucleotideos obtidas pelo método descrito acima foram
analisadas por meio da utilizacdo 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/
(GIONGO, 2010). Também foi utilizado, para a complementacdo das andlises, 0s
scripts disponibilizados no pacote QIIME (CAPORASO, 2010) ou Mothur (Schloss et
al.,2009)de acordo com a necessidade da aplicagao.

Os passos adotados para a analise foram baseados nas recomendacfes
propostas por Lemos e colaboradores (2011). As sequéncias obtidas foram
inicialmente avaliadas quanto a qualidade das bases sequenciadas. As bases
localizadas na parte terminal da sequéncia que apresentaram escore Phred menor
ou igual a 25 foram removidas. Também foram removidas do banco de dados
aguelas sequéncias que apresentaram tamanho inferior a 200 bases e aquelas cujo
valor médio do Phred score for menor que 27 (em 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 arquivo para as sequéncias

provenientes de cada amostra.

6.7.7 Comparacao entre as comunidades microbianas

Para a comparacdo global e andlise de diferencas significativas entre as
comunidades bacterianas avaliadas, as sequéncias do gene 16S foram inicialmente
agrupadas em unidades taxonémicas definidas por 97% ou maior similaridade entre

si usando o programa PANGEA. Sequéncias representativas de cada grupo (mais
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longas de cada unidade taxondémica) foram selecionadas e agrupadas em um
arquivo unico o qual foi utilizado nas analises subsequentes. A partir do arquivo
contendo as sequéncias representativas de cada grupo e de todas as amostras
analisadas, uma arvore filogenética foi construida utilizando o programa MUSCLE
pelo método de agrupamento aglomerativo UPGMA. A andlise da diversidade
microbiana em termos quantitativos (nUmero de unidades taxonémicas encontradas)
e qualitativos (presenca ou auséncia de grupos bacterianos especificos) foi feita por
meio da ferramenta QIIME® (2010). Esta ferramenta utiliza a arvore filogenética
gerada pelo programa MUSCLE e um arquivo de texto contendo o numero de
sequencias encontradas em cada unidade amostral contida na arvore filogenética.
Usando a métrica UniFrac®, foi feita a analise de Coordenadas Principais (PCoA) a
agrupa as amostras de acordo com sua similaridade. Para testar a robustez dos
agrupamentos em relacdo a suficiéncia amostral, foi utilizada a técnica de
Jackknifing na qual os agrupamentos do PCoA sédo gerados usando sub-sets de

sequencias aleatoriamente selecionadas em cada amostra com 100 repetigdes.

6.7.8 Identificacdo dos microrganismos responsaveis pela variagcdo entre as

amostras

Os testes propostos anteriormente irdo identificar grupos microbianos
similares ou dissimilares entre si. Tendo encontrado diferencas entre as
comunidades microbianas avaliadas em cada amostra, 0 prOXimo passo seria
perguntar qual microrganismo contribui para o estabelecimento desta diferenga. Para
a identificacdo dos microrganismos responsaveis pela variagdo detectada entre
comunidades microbianas (se houver diferenca detectada pela Analise de

Coordenadas Principais, e teste de significancia), foi adotada a seguinte metodologia
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descrita por Roesch e colaboradores (2007) e implementada no programa
PANGEA®.

As bibliotecas (arquivos contendo as sequéncias de nucleotideos) do gene
16S foram inicialmente agrupadas em um Unico arquivo e cada sequéncia foi
classificada em unidades taxon6micas a 97% de similaridade. O numero de
sequéncias encontrado em cada UT e em cada amostra foram utilizados para a
construcdo de uma matriz de dados sendo as linhas representadas pelas UT’s e as
colunas representadas pelas amostras. A matriz resultante foi utilizada na
determinacao do grau de sobreposicao entre membros de comunidades microbianas
distintas baseado na abundéncia de cada UT. Para determinar se o niumero de
unidades taxonémicas encontradas em cada amostra € significativamente diferente,
foi utilizado o teste de chi-quadrado (baseado em 50.000 interac6es de Monte Carlo)
do qual foi obtido um valor P para cada unidade taxonémica. As unidades
taxondmicas que apresentaram diferenca significativas foram filogeneticamente
classificadas para a determinacao do organismo mais provavel do qual a sequéncia

foi originada.

6.7.9 Classificacéo filogenética das sequéncias do gene 16S

As sequéncias foram classificadas por meio da ferramenta de classificacdo
disponivel no Greengenes web site (http://greengenes.lbl.gov/) instalada localmente.
As sequéncias foram submetidas a uma ferramenta que ira alinhar as sequéncias
originais contra um banco de dados de mais de 188.073 sequéncias do 16S. Uma
vez alinhadas, as sequéncias foram filogeneticamente classificadas de acordo com o

organismo mais préximo presente no banco de dados. Alternativamente, podera se
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utilizar a pesquisa Blast contra um banco de dados contendo apenas sequenciais
conhecidas do gene 16S.

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

responsabilidade do Dr Luiz Roesh.

6.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultadosestdo expressos em média *+ desvio-padréao (DP), valores
minimo e maximo,ou medianas e interquartis (p25-p75). Diferencas entre as
medianas calculadas através de teste de Mann-Whitney. As diferencas entre grupos
calculadas por teste T ou Qui Quadrado, ou ANOVA guando avaliados mais de dois
grupos

O banco de dados do microbioma foi importado para o ambiente R (R
Development Core Team, 2008) e para avaliar as diferencas estruturais na
comunidade microbiana,uma matriz de dissimilaridade composicional foi gerada com
base nas distancias euclidianas entre amostras usando o pocote “Phyloseq’®
(McMurdie e Holmes, 2013). A matriz foi utilizada em uma Analise de Variancia
Multivariada n&o-paramétrica (perMANOVA) com a funcdo Adonis disponivel no
pacote vegano (Oksanen et al.,2015) para a detec¢éo de variaveis de confusdo.Para
estimar a alfa diversidade, célculo de dominancia microbiana e o indice de
diversidade de Shannon foram obtidos e plotados usando o pacote “phyloseq”
(McMurdie e Holmes, 2013).0 nivel de significancia estatistica para qualgquer uma

das analises foi considerado para um valor de alfa =0,05.
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6.9 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo atendeu as exigéncias da resolucdo cns 466/2012, que
regulamenta a pesquisa com seres humanos. O projeto foi submetido e aprovado
pelo comité de ética do hospital de clinicas de porto alegre (1.1139.066), e os dados
somente foram coletados daqueles pacientes cujos pais ou responsaveis aceitaram
0 convite para participacdo no estudo, e assinarem o termo de consentimento livre e
esclarecido (apendices 3 e 4).cada paciente foi identificado por cédigo de namero,

preservando assim a identidade dos mesmos.
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Abstract

The purpose of this study was identify an association between meconium
microbiome, extra-uterine growth restriction, and head circumference catch-up.
Materials and methods: Prospective study with preterm infants born <33 weeks
gestational age (GA), admitted at Neonatal Unit and attending the Follow-Up Preterm
Program of a tertiary hospital. Excluded outborn infants; presence of congenital
malformations or genetic syndromes; congenital infections; HIV-positive mothers; and
newborns whose parents or legal guardians did not authorize participation. Approved
by the institution's ethics committee. Conducted 16S rRNA sequencing using PGM
lon Torrent meconium samples for microbiota analysis. Results: Included 63
newborns, GA 30x£2.3 weeks, mean weight 1375.80+462.6 grams, 68.3% adequate
weight for GA at birth. Polynucleobacter (p=0.0163), Gp1 (p=0.018), and Prevotella
(p=0.038) appeared in greater abundance in meconium of preterm infants with
adequate birth weight for GA. Thirty (47.6%) children reached head circumference
catch-up before 6 months CA and 33 (52.4%) after 6 months CA. Salmonella
(p<0.001), Flavobacterium (p=0.026), and Burkholderia (p=0.026) were found to be
more abundant in meconium in the group of newborns who achieved catch-up prior
to 6th month CA. Conclusion: Meconium microbiome abundance was related to
adequacy of weight for GA. Meconium microbiome differs between children who
achieve head circumference catch-up by the 6th month of corrected age or after this
period.

Key Words: microbiome, prematurity, growth, meconium, followup, catch up,

head circumference growth.

Introduction

The balance between the host and intestinal microbes is protective to health
[1,2,3]. Gut microbiota is essential for suitable nutrient absorption, energy storage,
and immune response, and it's also responsible for multiple metabolic tasks,
including production of essential vitamins, fermentation and breakdown of
oligosaccharides and production of short-chain fatty acids and gases [4,5].However,
for the microbiota to perform such tasks, the host must maintain a favorable gut

environment.
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The mechanisms by which microbiota formation occurs via placenta and
amniotic fluid are still not fully elucidated.Some studies support the hypothesis that
fetal intestinal microbiome is derived from the swallowing of amniotic fluid containing
bacteria [6,7]. The mechanism related to this hypothesis is that maternal bacteria
might translocate through maternal bloodstream, achieving other organs and
systems, reaching amniotic fluid also [8] Yet, more studies are needed in order to
better elucidate mechanisms involved in microbiota formation via placenta and
amniotic fluid [9,10]

There is evidence of a gut-brain axis, linking gut microbiota and the
development of nervous system function. The maintenance of this bidirectional
communication between central and enteric nervous system evolves endocrine,
immune and neuronal pathways and it's essential for neurological development and
brain growth [11,12]

For many reasons preterm infants are also high-risk infants for impaired
growth, nutrition and neurodevelopment; and the possible early dysbiosis might
interfere  on microbiota metabolic capacity, and consequently alter nutrient
absorption, influencing growth and neurodevelopment [1,13]

A better understanding of microbiome variation may allow the early detection
of a subpopulation of preterm infants at higher risk for growth and developmental
impairment during follow-up. Thus, we aimed to identify and describe the composition
of the microbiota of the first meconium of preterm infants. We also aimed to verify if
there was an association between microbiota composition with restricted extra-
uterine growth and with head circumference catch-up after discharge, both important
growth variables that may influence the neurodevelopmental outcomes.

Material and methods

This was a prospective cohort study including preterm infants gestational age
<33 weeks, born and admitted at the Neonatal Unit and attending the Follow-Up
Preterm Program of a tertiary hospital in Porto Alegre, RS. Infants born in another
hospital,presence of congenital malformations or genetic syndromes, congenital
infections, and HIV+ mother were exclusion criteria. Data collection started following
Institution Ethics Committee approval (140009 — n°1.388.950). Clinical data and
sample characterization were prospectively recorded and associated to meconium
microbiome sequencing data bank. Maternal variables studied were: maternal age,

mode of delivery, maternal antibiotics, presence of urinary tract infections (urine
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culture test positive and clinical signs), or clinical chorioamnionitis (maternal fever,
uterine hypertonia, malodorous or purulent amniotic fluid, maternal leukocytosis or
fetal tachycardia), preeclampsia, and gestational diabetes. Preeclampsia was defined
as presence of hypertension (blood pressure>140/90 mmHg after 20 weeks of
gestation with significant proteinuria).For gestational diabetes, fasting was = 92g/dL
or glycemia of 2153 g/dL following oral glucose tolerance test, with onset during
pregnancy. Neonatal variables: gender, birth weight, gestational age (determined by
the best obstetrical estimate, including first trimester ultrasound and/or last menstrual
period date, confirmed by pediatric physical examination immediately after birth),
being appropriate-for-gestational-age (AGA), small-for-gestational-age (SGA: below
the 10th percentile according to reference curve), intrauterine growth restriction
(below 3rd percentile). We also looked at hospitalization data to verify
periintraventricular leukomalacia, necrotizing enterocolitis, early and late sepsis,
hospitalization after discharge,and use of anticonvulsant.

Following NICU discharge, patients were referred to the Follow-Up
Program. According to the routine of the institution, all children have monthly
appointments up to 6 months of corrected age. Routine also includes anthropometric
measurement (weight, length, head circumference). For this study, we evaluatedhead
circumference at 2, 4, and 6 months corrected age in order to identify those patients
for whom catch-up head circumference was achieved before or after 6 months
corrected age. Catch-up was defined as a = 0.67 z-score variation between two
consecutive z-scores [14]. Fenton Growth Calculator for Preterm Infants (2013) [15]
was used to generate birth data z-scores, as well as to determine adequacy of weight
for gestational age; and WHO Anthro, 3.2.2 version (2011) was used for z-scores
from follow-up period. Both software take into account gender and age, with age
being corrected for preterm infants.Standardized equipment for measuring the infants
was used by a trained researcher (ACT). Weight was measured using a digital scale,
accurate to within 5g (ELP, 25BBA,Balmak®), with the infant wearing no clothes.
Length was measured to the nearest centimeter in horizontal position using a length
board accurate to 0.1 cm, with the infant lying down. Head circumference was
measured using a non-stretch tape, accurate to 0.1 cm, placed on the broadest part
of the forehead above eyebrows, above the ears, and around the most prominent

part of the back of the head.
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Feeding practices, regarding type of milk the infants were receiving
(mother’s milk, infant formula, or cow’s milk) were evaluated, from hospital discharge
up to six months corrected age.

Meconium CollectionSamples

After the mother or legal guardian had provided written informed consent, the
first meconium passed by the infant was collected from diaper in sterile conditions,
immediately stored at -80°C in a cryogenic storage Dewar, and transported to a
laboratory where microbial DNA extraction and microbial community composition
analysis was performed.This collection occurs mandatorily before the newborn
receives any enteral feeding, as some studies suggest differences in microbial
colonization between breastfed infants and formula-fed infants [16].

Microbial DNA Extraction, Amplification, and Sequencing

Microbial DNA was isolated from 180 mg of each meconium sample using the
QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), in accordance with
manufacturer instructions. DNA quality was verified by spectrophotometry in a
NanoVue™ system (GE Healthcare, Chicago, IL, USA). All DNA samples were
stored at -80°C until use. V4 region of 16S rRNA gene was amplified and sequenced
using ION PGM™ |on Torrent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), with
primers 515F and 806R. Multiple samples were amplified by polymerase chain
reaction (PCR) using barcoded primers linked to adapter “A” sequence (5'-
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG-3 ') and “P1” sequence (5'-
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT-3') to obtain a primer sequence composed for
the A-barcode-806R and P1-515F adapter and primers. PCR reaction final volume
was 25 L. Each mix consisted of 2U Platinum® Taq DNA High Fidelity Polymerase
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 4 uL 10X High Fidelity PCR Buffer, 2 mM MgSO4,
0.2 mM dNTPs, 0.1 uM of both primers described above, 25 pg UltraPure BSA (Invi-
trogen, Carlsbad, CA, USA), and approximately 50 ng of template DNA.

PCR conditions used were: 95 °C for 5 min, 35 cycles at 94 °C for 45 s, 56 °C
for 45 s, and 72 °C for 1 min, followed by 72 °C for 10 min. Resulting PCR products
were purified with Agencourt® AMPure® XP Reagent (Beckman Coulter, La Brea,
CA, USA) and quantified using the Qubit Fluorometer kit (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), following manufacturer recommendations.

Finally, reactions were combined in equimolar concentrations to create a

mixture composed of amplified fragments of 16S gene from each sample. This
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composite sample was used for library preparation with OneTouch™ 2 lon system
using the ION™ PGM Template 400 OT2 kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Sequencing was performed using commercially available ION PGM™
Sequencing 400 kit on an ION PGM™ System, using an lon 318™ Chip v2, with a
maximum of 40 samples per microchip.

Sequence Processing for Analysis

Fastq files exported from ION PGM™ system were analyzed following
recommendations from Brazilian Microbiome Project (BMP) [17], using the BMP
Operating System [18]. Briefly, an Operational Taxonomic Unit (OTU) table was
compiled using UPARSE pipeline [19] wherein sequences were truncated at 200
base pairs and qualityfiltered using a maximum expected error cutoff of 0.5.
Sequences were clustered into OTUs using a 97% similarity cutoff, and chimeric
sequences were removed. Taxonomic classification was performed in QIIME
software environment [20], based on UCLUST method, against Greengenes 13.5
database [21], with a confidence limit of 80%. Sampling effort was estimated using
Good’s coverage formula [22].For downstream analysis, the data set was filtered by
removing Chloroplast/Cyanobacteria sequences and only OTUs with more than 5
sequence reads were kept before rarefying all samples to 5379 sequences each [23].

Functional prediction for the gut microbiome was performed using PICRUSt
24]. For that, the raw 16S rRNA dataset was prepared following the instructions of
Langille et al. (2013) [24]. After quality filtering and trimming, OTUs were picked

against the Greengenes [21] database.

Statistical Analyses

Data obtained were stored in a database constructed for this specific
purpose, using Excel software. Afterwards, data were processed and analyzed using
PASW (SPSS) software, 18.0 version (Statistical Package for Social Sciences).
Results are expressed as mean + Standard Deviation (SD), minimum and maximum
values, or median and interquartile (p25-p75). Differences between medians were
analyzed with Mann-Whitney test. Between-groups differences were analyzed by T
test, Qui Square, and ANOVA when more than two groups were analyzed.

Microbiome database was imported into R (R Development Core Team,
2008) to assess structural differences in the microbial community and detect possible

confounders; a compositional dissimilarity matrix was generated based on the Bray-
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curtis distances between samples using the phyloseq package [25]. The matrix was
used in a nonparametric Multivariate Analysis of Variance (PERMANOVA) with the
Adonis function available in the vegan package [26]. To estimate alpha diversity,
microbial dominance and Shannon diversity index were calculated and plotted using
the "phyloseq" package [25].Alpha diversity measurements were tested for normality
with Shapiro-Wilk test and variables were compared by Kruskal-Wallis rank sum test.
Differential abundance analysis was performed with DESEQ2 [27].The p-values were
adjusted for multiple comparisons using the FDR method.

For the functional prediction of the gut microbiota, functions were categorized
by the third KEGG Pathway Hierarchy Level and hypothesis testing was performed
with two-sided White’s non-parametric t-test. Hypothesis testing and plotting were
done using STAMP [28] Only features with a difference in proportion of 0.1 (Effect
size > 0.1) were considered as active.

Results

Eighty-seven samples were collected. Eleven were excluded for not
being sterile, six did not have enough material for analysis, and in seven it was not
possible to determine microbial DNA. In total, for this study we analyzed 63
meconium samples of preterm infants, of whom 30 (47.6%) were boys, with mean
gestational age of 30+2.3weeks. Mean weight, length, and head circumference at
birth were 1375.80+462.6 grams, 38.0+4.0 centimeters,and 27+2.7 centimeters,
respectively. Mean maternal age was 25.95+6.5 years, and 45 (71.4%)infants were
delivered by C-section. Prevalence of preeclampsia, gestational diabetes, and urinary
tract infection was 16(25.4%), 7 (11.1%), and 7 (11.1%), respectively. At discharge,
mean gestational age was 3813 weeks and mean weight was 2573.05+292.18
grams.

Forty-nine (68.3%) were AGA, and of these 57.14% (n=36) were also
discharged AGA. Thirteen (20.63%) were born AGA and were SGA at discharge.
Twelve (19.4%) were born SGA and were discharged also SGA. Only two (3.17%) of
those born SGA were LGA at discharge (this group was excluded from data analysis,
because of its limited size). The growth pattern was significantly higher among the
AGA neonates. Regarding use of breast milk or formula during the hospital stay, no
difference was found according to adequacy of weight for gestational age at birth

and discharge. (Table 1)
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Table 1. Clinical characteristics of preterm infants according to adequacy

SGAbirth-

AGAbirth- AGAbirth- SGAbirth- oadischar
Variables AGAdischarge SGAdischarge AGAdischarge o 9 | p value
(n=36) (n=13) (n=12) (n=2)
Male** 16 (44.4%) 7 (53.85%) 6 (50.%) 1 (50%) 0.944
Maternal 25.92+6.69 25.62+6.13 26.58+6.62 27.5+10 0.973
Age*(years)
C-section® | 15 (41.7%) 2 (15.4%) 1 (8.3%) 0 0.062
Preeclampsia | 4 (11.1%)® 4 (30.8%)2P 6 (50%)° 2 (100%)P 0.003
GDM* 5 (13.9%) 1 (7.7%) 1 (8.3%) 0 0.855
UTI 5 (13.9%) 1(7.75) 1 (8.3%) 0 0.855
GA at birth* | 30.1142.35 29.85+2.44 29.58+2.74 31.5+0.7 0.744
(weeks)
BW* (kg) 1.500+0.507 2 1.3800+0.5062° 1.0000° 1.000+07° 0.010
-1.44
BW z- | 0.16 . -0.28 i -1.65 ) (155 - - <0.001
Score** (-1.42— 2.46) (-1.11 - 1.51)* (-2.08 - -1.35) 13apc
L at bhirth* | 40.18+3.282 38+3.69 34.545.1b 38+1.41 0.001
(cm)
BL z-score **+ | 0.20 -0.53 -1.83 i“ﬂ 45 . .| <0.001
(-2.0- 1.69) 2 (-1.60 - -0.67)® (-3.42--0.12)° o
1.35)2bc
CP at birth* | 27 9442544 27.38+2.33b 24.9242.9b 25.3+0.492b | 0.008
(cm)
CP at birth z- | 0.13 -0.14 -1.67 i—1i2547 | <0001
score *** (-1.66-2.05)2 (-1.48-1.35)2 (-2.40 - -0.53)® 0 g'z)a_b
Length of 0.104
hospitalizatio | 47-4(14 -114) 63.3 (29 -122) 72.8 (25 -137) 48 (25 -71) :
n*** (days)
GA 0.008
discharge* 36.8+2.242 38.9+2.952b 39.9+3.86° 38.3+3.92P :
(weeks)
Weight at 0.625
discharge* 2.63+0.572 2.49+0.335 2.440+0.489 2.777+0.682 :
(kg)
Type of milk at discharge**
EBM 5 (13.9%) 2 (15.4%) 1 (8.3%) 1 (50%)
BM+formula | 19 (52.8%) 6 (46.2%) 10 (83.3%) 1(50%) 0.176
Formula 12 (33.3%) 5 (38.5%) 1(8,3%) 0

*Mean + SD; **Absolut frequency (%);
for-gestational-age BW: Birth weight; L:

***Mean (Min-Max); AGA: Appropriate-for-Gestational-Age; SGA: Small-
Length; CP: Head circumference; GA: Gestational Age; GDM: gestational
diabetes mellitus; UTI: Urinary Tract Infection; EBM: Exclusive Breast Milk; BM; Breast Milk
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In total, we identified 5,309 different OTUs across all samples, of these, 16
OTUs had mean abundance higher than 1%. Microbial composition was similar when
compared according to weight at birth and at discharge .Alpha diversity
measurements between groups AGA-AGA vs. AGA-SGA vs. SGA-SGA were similar
(Observed OTUs, p-value = 0.745) and Shannon Diversity Index, p-value = 0.127
(Fig 1).

Fig 1. Alpha diversity measurements of meconium microbial communities from
preterm infants comparing weight adequacy at birth and at discharge. The left panel
presents the number of observed Operational Taxonomic Unities (OTUSs) (p-value = 0.745).
The right panel presents the Shannon microbial index of diversity (p-value = 0.127). Boxes
span the first to third quartiles; the horizontal line inside the boxes represents the median.
Whiskers extending vertically from the boxes indicate variability outside the upper and lower
quartiles, and single circles indicate outliers. AGA: adequate for gestational age; SGA: small
for gestational age. (The group SGA-LGA was excluded from data analysis, because of its
limited size).

The overall microbial composition at phylum level according to weight adegacy
at birth is presented in Fig. 2A, and at discharge in Fig. 2B. Four phyla were found to
be dominant across the samples irrespective of weight adequacy at birth or delivery.
They were Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, and Actinobacteria. On
average, infants in the SGA group at birth or discharge had higher Firmicutes while

those in the AGA group had higher Proteobacteria then their couterparts.

Fig 2. Relative phyla abundance of the gut microbiota according with
weigh adequacy. Each stacked bar represents the mean relative abundance of
weight adequacy group at birth (A) and at moment of discharge (B).

When compared to the SGA at birth group, those born AGA had an increased
abundance of OTUs belonging to genus Polynucleobacter (p=0.0163), phylum
Proteobacteria, Gpl (p=0.018) phylum Acidobacteria, and Prevotella (p=0.038)
phylum Bacteriodetes (Fig. 3 -A).

Between most abundant OTUs observed, when comparing preterm AGA or
SGA at discharge, those OTUs belonging to Escherichia fergusoni (p=0.014) and
Streptococcus dentisani (p=0.043) genus were more abundant in the AGA at
discharge group, and this difference was statistically significant. By contrast, the SGA
at discharge group presented increased abundance of Prevotellacopri (p=0.002),
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Roseburiainulinivorans (p=0.003), Staphylococcus sp. (p=0.003), Staphylococcus
capitis subsp. Capitis (p=0.004), Sutterellastercoricanis (p=0.027),
Corynebacteriumtuberculostearicum (p=0.033), and Ruminococcaceae (p=0.043)
(Fig.3 -B)

Fig 3. Differential abundance analysis according to weight adequacy. Each dot
represents an individual OTU, organized by their Genus.(A) Differential abundance analysis
according to weight adequacy at birth: Polynucleobacter (p=0.0163), Gp1 (p=0.018) and
Prevotella (p=0.038) were more abundant in meconium of preterm born AGA. (B) Differential
abundance analysis according to weight adequacy for gestational age at discharge:
Escherichia fergusoni (p=0.014) and Streptococcus dentisani (p=0.43) were more abundant
in meconium of preterm AGA at discharge; Prevotellacopri (p=0.002), Roseburiainulinivorans
(p=0.003), Staphylococcus sp. (p=0,003), Staphylococcus capitis subsp. Capitis (p=0.004),
Sutterellastercoricanis (p=0.014), Corynebacterium tuberculostearicum (p=0.033) and

Ruminococcaceae (0.043) were more abundant in meconium of preterm SGA at discharge.

Regarding head circumference (HC) catch-up growth, 30 (47.6%)
infants completed HC catch-up growth by the age of 6 months corrected age and 33
(52.4%) after 6 months of corrected age. Also, catch-up occurred independently of
weight adequacy for gestational age at birth or at discharge. There were no
statistically significant differences regarding clinic variables at birth, sepsis during
NICU stay, use of anticonvulsant, and rehospitalizations after discharge. As
expected, the group that completed HC catch-up growth by the age of 6 months
corrected age had higher z-score and measures of weight and head circumference
between 2 and 6 months of corrected age. There was a difference between groups
only at 6 months of corrected age, with a higher number of infants receiving infant
formula in those whose HC catch-up growth was completed by the 6th month of

corrected age (Table 2).
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Variables Catch up<ém (n=30) Catch up>6m (n=33) Pvalue
Male** 16 (53.3%) 14 (42.4%) 0.454
Maternal age(years)* 25.336.26 27+6.77 0.299
C-section** 12 (40%) 18 (60%) 0.093
Preeclampsia** 4 (13.3%) 12 (36.4%) 0.046
Gestational Diabetes** 4 (13.3%) 3(9.1%) 0.700
Urinary tract infection** 4 (13.3%) 3(9.1%) 0.700
Maternal antibiotics** 20(66.7%) 21(63.6%) 1.000
GA at birth (weeks)* 30.442.29 29.62.4 0.209
AGA at birth** 22(73.3%) 26(78.8%) 0.612
Weight at birth (kg)* 1.434 +0.443 1.323+0.479 0.345
Z-score Weight at -0.33 -0.31 0.933
birth*e (-2.08— 1.25) (-1.87-2.46)

Length at birth(cm)* 38.7+3.84 38.2+4.32 0.654

z-score Length at birth -0.34 -0.42 0788

o (-3.4-1.5) (-3.04 -1.69)

Head circunference at 27.52 +2.66 26.55+2.92 0.247

birth* (cm)

Z-score Head -0.27 -0.34 0785

circunference at birth *** (-2.36 — 1.79) (-2.4-2) '

NICU stay (days)** 49 (14 -114) 61 (29 -122) 0.137

Periintraventricular 2 (6.7%) 3(9.1.%) 0.546

leukomalacia

Necrotizing enterocolitis 4 (13.3%) 6(18.2%) 0.430

Early sepsis 0 1 (3%) 0.625

Late sepsis 2 (6.6%) 3 (9%) 0.423

Gestational age at 37.442.3 38.4+3.4 0.174

discharge (weeks)*

Weight at discharge 2.63+0.572 2.49+0.335 0.625

(kg)*

Weight z-score at -0.94 (-3.2 — 1.38) -1.35 (-3.33-0.27) 0.104

discharge ***

AGA at discharge** 18(60%) 19 (57.6%) 0.845

Hospitalization after 4 (13.3%) 10 (30.3%) 0.106

discharge **

Use of anticonvulsant ** 5 (16.7%) 10 (30.3%) 0.204
5.450+0.970 4.98+0.810 0.055

Weight at 2 months CA
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(k)
Weight Z-score  at 2 0 (-3.82 — 2.30) -0.55 (-2.64 — 2.12) 0.134
months CA
Head circumference at 39.44+1.78 38.43+1.70 0.084
2 months CA (cm)
Head circumference Z- 0.75 (-2.69 — 2.87) 0 (-3.51 — 2.44) 0.040
score at 2 months CA
Weight at 4 months CA 7.130£1.00 6.240v1.13 0.008
(kg)
Weight Z-score at4 0.37 (-1.81- 2.66) -0.68 (-4.31 — 2.44) 0.012
months CA
Head circumference at 42.57+1.14 40+2.0 <0.001
4 months CA (cm)
Head circumference Z- 1.13(-0.54 — 3.23) -0.27 (-3.63 - 2.81) 0.001
score at 4 months CA
Weight at 6 months CA 7.80+1.21 7.0+1.15 0.021
(k)
Weight Z-score at 6 0.05(-4.75 — 2.55) -0.72(-4.38 -2) 0.050
months CA
Head circumference at 44.1+1.25 41.71+1.96 <0.001
6 months CA (cm)
Head circumference Z- 0.94 (-1.92- 2.75) -0.39 (-3.55-2.14) <0.001
score _at 6 months CA
Type of milk
Milk at discharge
EBM 4 (13.3%) 5 (15.2%)
BM+Eormula 18 (60%) 18 (54.4%) 0.090
Milk at 2 months CA
EBM 4 (14.3%) 6 (17.9%)
BM+Formula 9 (28.6%) 11 (33.3%) 0.0752
Cows milk 1(3%) 0
Milk at 4 months CA
EBM 2 (6.6%) 5(14.8%)
Cows milk 1 (3%) 0
Milk at 6 months CA
0.038

EBM

2(6.9)ab

3 (7.4%)2b
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BM+Formula 3 (10.3%) 12 (37%)
Formula 21 (69.9%) 18(55.6%)P
Cows milk 4 (13.8%) 0P

Mean + SD; **Absolut frequency (%); ***Mean (Min-Max); CA: corrected age; AGA: Appropriate-for-Gestational-Age; SGA:
Small-for-gestational-age BW: Birth weight; L: Length; CP: Head circumference; GA: Gestational Age;; GDM: gestational
diabetes mellitus; UTI: Urinary Tract Infection; EBM: Exclusive Breast Milk; BM; Breast Milk

According to the PERMANOVA (Table 3) there was no statistically significant
difference for microbial beta diversity between infants with early HC catch-up growth
(up to 6 months) and late HC catch-up growth (after 6 months) (p=0.093). However,
after analyzing differences in microbial alpha diversity, Shannon Index was
statistically significant (p=0.045), indicating more microbial diversity in meconium
from infants who had their HC catch-up growth later, after 6 months of corrected age
(Fig. 4). Pre-eclampsia was not associated to differences in the meconium microbiota
(p-value=0.64).

Table 3. Nonparametric Multivariate Analysis of Variance of bacterial

community structure used for controlling confounding variables

Variables F Model R? p-value
Weight Adequacy 0.961 0.101 0.536
HC Catch-up 1.255 0.033 0.201
Preeclampsia 0.836 0.022 0.640

Fig. 4. Alpha diversity measurements of meconium microbial communities from
preterm infants comparing head circumference (HC) catch up until or after 6 months of
corrected age. The left panel presents the number of observed Operational Taxonomic
Unities (OTUs) (p-value = 0.225). The right panel presents the Shannon microbial index of
diversity (p-value = 0.045). Boxes span the first to third quartiles; the horizontal line inside the
boxes represents the median. Whiskers extending vertically from the boxes indicate

variability outside the upper and lower quartiles, and single circles indicate outliers.

The overall microbial composition at phylum level within groups with the head

circumference catch-up by 6 months and after 6 months is presented in Figure 5 - B.
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Four phyla were found to be dominant within the samples irrespective of the group.

They were Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, and Actinobacteria.

Differential abundance analysis showed increased abundance of
Bacterioidetes and Proteobacteria phylum, with OTUs belonging to Salmonella
(p<0.001), Flavobacterium (p=0.026), and Burkholderia (p=0.026) genus being the
most abundant in meconium from infants who achieved HC catch-up growth by the
6th month of corrected age. Prevotella (p=0.005), Enhydrobacter (p=0.036),
Brevundinomonas (p=0.043), Bradyhizobium (p=0.018),and Acinetobacter (p=0.007)
genus were more abundant in meconium of those infants who achieved HC catch-up

growth after 6 months of corrected age (Fig. 5 A and B).

Fig5. Differential abundance analysis according to head circumference catch
up.Each dot represents an individual OTU, organized by their Genus. (A) Differential
abundance analysis according to early or late HC catch up. Data plotted as log2 fold change;
OTUs to the right of the zero line were more abundant in HC catch up until 6 months
corrected age group, and OTUs to the left of the zero line were more abundant in HC catch
up after 6 months corrected age group. (B) Difference for microbial composition between
infants with early HC catch up growth (up to 6 months) and late HC catch up growth (after 6
months); HC: head circumference

In order to better understand the differences of the gut microbiota in relation
with the time of HC catch up, we also explored the functional prediction of these
communities, using PICRUSt [24] . Infants with HC catch up before the 6" month of
corrected age presented a microbiota with higher predicted genes relateted with
transportation (Transporters and ABC transporters), while those with HC cacth up
after 6 months had more genes related with sugar and amino acid metabolism (Fig.
6).

When analysing functional gene prediction according with weight adequacy at
birth or discharge, there were no significant differences, considering the treshold of
effect size > 0.1 (S1_Fig.).

Fig 6. Microbial community functional prediction. Gut microbiota functional
predictoin, using PICRUSt, of infants with early or late HC catch up. The bar plot

respresents function mean proportion, and error bars represents the difference
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between the two groups. Coloring of the error bar is according with the group with the
higher proportion of the respective function. Blue color (A) represents infants with HC
catch up until 6 months, and Orange (B) represents those with HC catch up after 6

months of age.

Discussion

Increased abundance of OTU belonging to Prevotella, Polynucleobacter,and
Gp1l genus in preterm infants born AGA was observed. Preterm AGA at discharge
showed increased abundance of OTU belonging to Escherichia fergusoniand
Streptococcus dentisani genus. We also found more abundance of OTUs
Salmonella, Flavobacterium,andBurkholderia genus in the meconium of infants who
achieved HC catch-up growth by the 6th month of corrected age. There are few
studies with similar data; the great majority of studies consider the microbiome of full-
term infants, and those that assess prematurity take into account only gestational
age, without relating it to adequacy of weight for gestational age [29,30].

Ardissone et al. (2014) [31] found several taxonomic families within Firmicutes
phylum correlated to gestational age, including Staphylococcus genus, which were
most abundant among preterms born at <33 gestational weeks. Jacquot et al. [32]
found an association between gestational age less than 28 weeks and lower
microbial diversity score at first week of life, where Staphylococcus spp genus was
found in 67% of the patients. The authors also enlight that although it is clear that
preterm infants can also present an important Staphylococcus colonization, these
infants are at higher risk of late onset sepsis related to coagulase negative
Staphylococcus during the first weeks of life [32].

Itani et al. (2017) [33] also described increased Staphylococcus abundance in
feces from preterm infants less than 33 weeks of gestational age. Our data represent
meconium microbiome, and we observed significantly increased Staphylococcus
genus abundance in preterm infants who were SGA at discharge, with hospital
discharge being equivalent to the term of gestational age. We hypothesize that
besides gestational age, adequacy of weight for gestational age at birth is also
related to microbial community structure. Also, although Staphylococcus colonization
is a normal characteristic of healthy gut microbiota [34], we understand that a

microbiota more abundant in Staphylococcus might interfere for nutrient absorption e
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metabolism, leading to a worse weigh gain during NICU stay, despite the efforts of
nutrition therapy.

Nataro and Guerrant (2017) [35] suggest that Prevotella genus is associated
to better growth, while Streptococcus lutetiensisand Escherichia coli are associated
to growth failure, but they do not distinguish preterm from full-term infants. In our
study, AGA at birth presented significant higher abundance of Prevotella genus, we
believe this may reflect fetal period, once this microbe has been associated to
improved glucose metabolism by promoting increased glycogen storage [36].

On the other hand, in contrast to Nataro and Guerrant (2017) [35]
results, when we evaluate the adequacy of weight for gestational age at discharge,
AGA preterms were the ones who presented increased Escherichia fergusoni and
Streptococcus dentisani abundance in meconium, while SGA at discharge preterms
presented increased Prevotellacopri abundance in meconium. Through our results,
we cannot infer about microbiota changes during the hospital stay, however, we have
some hypothesis: a) Those infants with better growth (AGA at discharge) possibly
had earlier contact with their parents and better evolution of dietary acceptance, both
factors that can favor benefic changes in the microbiota. b) As we already mentioned,
SGA infants at discharge also had abundant Staphylococcus in meconium and
maybe during hospital stay this microbe was more resistant or had more impact host
metabolism than Prevotellacopri, influencing to the worse weigh gain. We understand
that other external factors act together with the microbiome, being important
influences in weight gain during hospital stay. Future studies, evaluating progressive
changes in the microbiota, in association with dietary characteristics may answer this
hypothesis.

Preterm infants miss an important phase of brain growth and maturation,
which would occur during the last trimester of pregnancy[37]. During this phase the
cortical gray matter is already matured, but some of the most important developing
stages such as the increase in the complexity of connections, axons, glial cells, and
oligodendrocytes in the withe matter, will be concluded as the 3rd trimester goes by
[38,39]. Therefore prematurity is associated with neurodevelopmental disability, with
long term effects [3,40,41]. Catch down during hospital stay and during the first
months of life are associated to increased risk of neurologic impairment in preterm
infants, nevertheless the mechanisms that guarantee this association are not yet

completely elucidated [6]. On the other hand, catch-up growth of head circumference
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in the first years of life is a protective factor for neurodevelopment, being associated
to better cognitive and behavioral performance in early childhood [42, 43].

Taken together, neurological immaturity and a dysbiotic and immature gut,
both associated with prematurity may disrupt the bidirectional communication
between the nervous system and enteric cells, leading to altered signaling and
neurological development, and also altered immune responses [3, 44, 45].

In the present study we were able to verify a higher microbial biodiversity in
meconium from those children who had head circumference catch-up growth after 6
months of corrected age, with Prevotella, Enhydrobacter, Brevundinomonas,
Bradyhizobium,and Acinetobacter beingthe most prevalent genus observed in the
group. Moreover, in the group of infants whose head circumference catch-up growth
was completed untl 6 months of corrected age, Salmonella,
Flavobacterium,andBurkholderia were most abundant. Community functional
prediction suggests that the gut mictobiota of infants with head catch up until the 6™
month presented higher presence of transporter genes, including ABC transporters,
while infants with head catch up after the 6" month presented more genes predicted
to be involved in the metabolism of complex carbohydrates, such as starch, and
amino acids. This difference might influence energy intake from different sources and
might influence growth.

Despite several studies aiming to explain the role of microbiome in the gut—
brain axis, interactions between neurologic mechanisms and microbiome
development in preterm infants are not well understood [38].To our knowledge, this is
the first study investigating meconium microbial composition and its association to
head circumference catch-up growth in preterm infants. We suggest more studies
should be conducted so that the pathways of this relationship may be better
understood.

GuneyVaral et al (2018) [46] conducted a study with preterm infants, using a
prepared commercial symbiotic solution administered with enteral nutrition. Their
results show a lower odd to lower head circumference growth in the study group.
Wejryd et al (2018) [47] related supplementation with L. reuteri to better head
circumference growth, also during hospital stay. Both studies corroborate the
hypothesis that a favorable gut microbiota might enhance the chances of achieving
better neurodevelopment/ growth via the beneficial effects on cytokines, nervous and

immune system. However, a recent systematic review conducted by Hortensius et al
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(2019) [48] suggests that until the present, despite the positive results on head
growth, there is no significant data regarding the effect of supplementation with
probiotics on neurodevelopmental outcome was found. Therefore, it's indeed
necessary more follow up studies.

Experimental studies with germ-free mice have observed systemic
inflammation and neuroinflammation in the offspring as well as impaired myelination
and blood-brain barrier formation. These studies suggest a relationship between
microbial colonization, immune system, and brain activity, as well as an essential role
for microbiota in neural, structural, and functional development [45,49]. Although
animal model studies have already clearly elucidated the role of gut microbiota in
childhood development programming, and there is a window of opportunity in which
microbiota can affect physiological function of several systems, with long-term
consequences, there have been only a limited number of studies with humans,
specifically preterm newborns, that would enable complete understanding of
processes involving microbiome and neurologic development [50].

Several factors such as infection, neurologic impairment, diet, and antibiotic
use are crucial in ensuring growth. In our study the groups were similar for sepsis.
However, post-discharge hospitalizations, anticonvulsant treatment, and milk feeding
were different at 6 months of corrected age, which may directly interfere with growth,
neurodevelopment, and microbial colonization. Thus, we cannot infer if meconium
microbiota was the only determinant factor for head circumference catch-up growth.
Yet, considering the intimate relationship between brain and gut [51], we suggest
identifying microbiome variations associated and predisposing to accelerated head
circumference catch-up growth as a relevant tool for clinical practice in the context of
improving care and future health of preterm infants.

It is worth mentioning that food directly influences bacterial flora
establishment, and human milk is a greater promoter of Bifidobacteriaand
Lactobacillus colonization when compared to formula based on cow’s milk [52].
Oligosaccharides (HMO) present in breast milk, which are complex glycans and not
digestible by humans, are the main microbiome substrate, especially for
Bifidobacteria, playing a fundamental role for beneficial bacterial community
proliferation in children’s gut, due to both probiotic and prebiotic effects, highlighting

the importance of promoting breastfeeding in the NICU environment [52-54].
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It was a challenge to analyze the relationship between microbiome, born SGA
or AGA, and head circumference catch-up growth, since there are so few studies and
many unanswered questions. This study encountered limitations, such as the lack of
microbiome data at discharge and follow up, which could give us more information
regarding changes that occurred during hospital stay. We also understand the
sample size as a limitation of this study; on the other hand, we emphasize the follow-
up of preterm infants as strength.

Conclusion

Meconium microbial abundance seems to be related to adequacy of weight for
gestational age as well as to weight gain during neonatal period in low-birth-weight
preterm infants. Also, abundance of meconium OTUs from infants who achieved
early head circumference catch-up growth (defined in this study as up to the 6th
month of corrected age) differs from those who had late head circumference catch-up
growth (in this study, after 6 months of corrected age). Further studies following
changes in microbial colonization, as well as its associations to diet patterns, in order
to verify associations between microbiota and medium-term outcomes, may lead to

new conduct definitions for clinical practice.
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Figura 2 - Figure 1 — Alpha diversity measurements of meconium microbial communities

from preterm infants comparing weight adequacy at birth and at discharge
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Figura 3- Figure 2 — Relative phyla abundance of the gut microbiota according with

weigh adequacy.
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Figura 4 - Figure 3 — Differential abundance analysis according to weight
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Figura 5 - Figure 4 — Alpha diversity measurements of meconium microbial
communities from preterm infants comparing head circumference (HC)

catch up until or after 6 months of corrected age.
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Figura 6 - Figure 5 — Differential abundance analysis according to head circumference
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Figura 7 - Figure 6 — Microbial community functional prediction
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Supportinginformation

S1_Fig. Microbial community functional prediction. Infant’s gut microbiota
functional predictoin, using PICRUSt regarding weight adequacy at birth (A) and at
discharge (B). Here are all function predictions with an effect size > 0.1. The bar plot
respresents function mean proportion, and error bars represents the difference

between the two groups.
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8.2 ARTIGO 2 - POSTNATAL GROWTH STATUS AND FEEDING PATTERN FOR
PRETERM AND HEALTHY FULL-TERM INFANTS DURING FIRST YEAR OF
CORRECTED AGE
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BACKGROUND: Preterm infants are at increased risk for impaired development and
altered metabolism. The aim of this study was to verify the growth pattern of low birth
weight preterm infants compared to full-term infants, during the first year.

METHODS: A prospective study, measuring weight, length, head circumference,
tricipital, subscapular skinfold and body mass index (BMI) at 2, 4, 6, 8, 10 and 12
months corrected age (CA) and identifying food. Statistical analysis included
frequency analysis significance level of p<0.005. Approved by the institution's ethics
committee.

RESULTS: Sixty-three preterm and 29 full-term infants were followed up. There was
no significant difference for anthropometric variables until 6 months CA. At 6 and 8
months CA, preterm infants were shorter in length. At 10 months CA, preterm were
smaller for weight (p=0.004), length (p<0.001) and head circumference (p=0.002). At
12 months CA, preterm had shorter length (p=0.041), head circumference (p=0.0021)
and tricipital skinfold (p=0.025). Tricipital skinfold was positively correlated with
weight, subscapular skinfold and brachial perimeter and at 12 months for both,
preterm and full term.

CONCLUSIONS: Preterm does not grow equivalent to full-term infants, even when
assessed with corrected age. BMI and tricipital skinfold are valid for preterm infants’

assessment.

Key-word: prematurity, adiposity, growth, anthropometry, infant, skinfold
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INTRODUCTION

Preterm infants are at higher risk for short, medium, and long-term growth,
development and metabolic impairment.t: 2 3 Growth rates is one of child's best
health indexes, besides being an essential part for pediatric attention?, since growth
pattern in the first year of life is clearly a predictor of nutritional status during
childhood. Therefore, assessing preterm postnatal growth is relevant to identify their
prognosis and development.> 678

Anthropometric measures are good parameters and may reflect nutritional
status.® 19 Also, Body mass index is a subsidiary screening tool and, despite of not
providing direct information about body composition, it has been suggested as a
reliable method to verify adiposity.® 10 11. 12

Body composition evaluation since early childhood has been shown to be a
determinant factor in future diseases prevention; thus accurate measurements are
important for both clinical assessment and decision-making.3 14

Skinfold measurement is a valuable and reliable tool for adiposity estimation;
and, although it requires a trained professional, it is safe, low cost and ambulatory
feasible.*> Another advantage concerns the fact skinfold measure values can be
used as raw data, expressed as z-score and evaluated according to reference values
for the population to be studied.®

Considering the need to know preterm infant’s growth dynamics after hospital
discharge, as well as the importance of having an assessing adiposity feasible
method for these children in high metabolic and nutritional risk, the aim of this study
was to perform anthropometric assessment, including skinfolds, and compare growth
and adiposity data from low birth weight preterm infants to full-term healthy infants

during the first year of life.
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Methods

We conducted a prospective cohort study with preterm infants and a healthy
full-term infants control group. Data collection was performed from February 2015 to
July 2017. The study was approved by the Institution's Ethics Committee (CAAE:
45403915.0.0000.5327) and informed consent was obtained.

The study included preterm infants with less than 33 weeks of gestational age
discharged from NICU (Neonatal Intensive Care Unit) and attending the Preterm
Follow Up Program at Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil. Also, healthy full-
term infants were included as a control group. The exclusion criteria were infants who
did not return for follow-up program after NICU discharge, children with congenital
malformation and innate errors of metabolism.

Data collection from the preterm group was performed during appointments at
follow-up outpatient clinic. According to the service attendance protocol, the infants
are addressed to return for monthly appointments up to 6 months of corrected age,
and from this age on, every 2 months up to 12 months of corrected age. Assistance
routine includes anthropometric measurements (weight, length, head circumference
and upper arm circumference) and, additionally, tricipital and subscapular skinfolds
were measured at 12 months of corrected age.

For control group data collection, after hospital discharge, we kept routinely
telephone contact with the families with the objective of maintaining the bond with
research participants. Also, to ensure contact information update, such as phones
and addresses. At 12 months of age, a home visit was performed for anthropometric
evaluation, which was composed by weight, length, head circumference and brachial

perimeter, and tricipital and sub scapular skinfolds.
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Both groups were also interviewed about feeding practices such as: age of
initiation of complementary feeding, type of milk (mother milk, infant formula or cow
milk) consumed at 6 and 12 months of corrected age. At 12 months of corrected age
a questionnaire of food consumption marker proposed by the Brazilian Ministry of
Health (2016) was applied.’

During the follow-up period, some preterm families missed appointments on
the evaluation dates. According to the protocol, when there was a lack, the
researcher and the follow up team performed an active search, and then rescheduled
the appointment as soon as possible for the family. Thus managing to rescue follow-
up for the baby. For the families of the control group, there was no failure, since the
researcher made telephone contact and home visit for data collection.

Anthropometric evaluation was performed using a pediatric scale (Filizolla®)
for preterm group, and a portable scale with “mother-baby” tare (Wiso®) in control
group home visit; anthropometer (Avanutri®), measuring tape (Cescorf®), and digital
adipometer (PrimeMed®). For z-scores generation from preterm infants birth data,
gender-separated, we used the Fenton Growth Calculator for Preterm Infants.'® And
WHO Anthro, version 3.2.219 program for z-scores generation of full-term infants birth
data, and for follow-up period for both groups, taking gender and age into account, as
well as corrected age for preterm infants.

Statistical analysis was performed in the SPSS program, 20.0 version
(Statistical Package for Social Sciences), which included frequency measures
(percentages and absolute numbers), central tendency and dispersion (mean and
standard deviation, minimum and maximum, median and quartiles). For between
group comparisons, Student t test and ANOVA was used for continuous variables,

and Chi-Square or Fisher's exact test for categorical variables. ANCOVA was applied
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to adjust for possible confounders Pearson's correlation was applied to verify the
relationship between time of complementary feeding, type of milk and anthropometric

measures and z-scores. Considered significance level p <0.05.
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Results

We evaluated 63 preterm and 29 full-term infants at birth. During the follow up
some preterm families failed to attend appointments, however whenever that
happened our team kept in touch and rescheduled the appointment for the next
month so that the infant did not lose follow up. As expected, all anthropometric
variables at birth, gestational age, APGAR scores were higher in the full-term group.
Cesarean delivery and preeclampsia prevalence were higher in the preterm infants
group; preterm infants also presented lower gestational age and lower weight at
discharge when compared to the birth moment of full-term newborns (Table 1).
Majority of preterm infants were born AGA and were AGA at discharge (n=36;
57.14%). Thirteen (20.63%) were born AGA and were SGA at discharge, 12
(19.04%) were born SGA and also were SGA at discharge. Only 2 (3.17%) of those
infants born SGA were AGA at discharge.

Anthropometric data from both groups are presented in Table 2. As expected,
when evaluating anthropometric measurements at birth, preterm infants were
smaller. However, evaluating z-scores, a statistically significant difference was not
observed.

At 2 months of corrected age, preterm infants were smaller for length. And at 4
months of corrected age, preterm were smaller for weight. At 6 and 8 months of
corrected age, preterm infants were smaller lengths and weight, as well as z-scores
for both measures at 6 months, and z-score for length at 8 months. At 10 months of
corrected age, preterm infants had smaller weight, length and head circumference
measures and its respective z-scores. At 12 months of corrected age, preterm
infants had smaller head circumference and tricipital skinfold, as well as higher z-

score for brachial perimeter. At 6 months of corrected age, preterm and term
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infants had significant differences regarding type of milk consumed (p<0,001). Four
(7.1%) preterm infants, and 75,9% (n=22) term infants were exclusively breastfed.
The majority of the preterm were receiving infant formula (64.3% n=36) and 21.4%
(n=12) were receiving breast milk and cow’s milk, simultaneously. Among term
infants 10.3% (n=3) were receiving infant formula, 1(3.4%) cow’s milk and
10.3%(n=3) breast milk and cow’s milk, simultaneously. At 12 months of corrected
age, there was no significant difference between groups regarding the type of milk
consumed.

With respect to the age of introduction of complementary feeding, most
preterm infants started eating the complementary foods at 6 months corrected age,
while a huge percentage of term infants started solid foods at 4 months of age
(p=0.00; Figurel). By the age of 12 months corrected age, both preterm and term
infants were receiving foods with adequate consistency for age. Preterm infants had
increased consumption of cereals and tubers, greens, vegetables and fruits
(p=0,040; p=0,012 and p=0,002 respectively) when compared to term infants (table
3).

We found no correlation between z-scores (weight, head circumference, upper
arm circumference, length subscapular and tricipital skinfold) at 12 months corrected
age and time of introduction of complementary feeding and type of milk consumed at

6 and 12 months.
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Discussion

In this study, we observed the growth pattern of preterm infants and compared
it to healthy, full-term infants. Preterm infant growth was not equivalent to that of full-
term infants, and, at 12 months of corrected age, preterm infants had smaller head
circumference, and tricipital skinfold. We also identified low prevalence of exclusive
breastfeeding ate 6 months of corrected age among preterm infants, high prevalence
of consumption of high processed foods, among preterm and term infants and a
higher prevalence of consumption of fruits, vegetables among preterm infants, at 12
months corrected age.

For low birth weight infants, an accelerated growth is expected to occur in
neonatal period.'® Toftlund et al.?° performed a follow-up study with breastfeeding
preterm infants at hospital discharge (fortified or not fortified human milk), and
observed accelerated growth mainly in immediate post-discharge period, regardless
of feeding type during this period. Such phenomenon was observed in our preterm
infants, which was evident when observing simple anthropometric measures of
weight, length and head circumference between birth and two months of corrected
age.

Preterm infants and those born with intrauterine growth restriction show short
growth when compared to those born at term, however, a growth parameters
recovery is expected, as head circumference up to 12 months, followed by length and
weight.'l: 21 22 |n our study, preterm infants presented anthropometric measures
evolution during first year corrected age. However, between 8 and 10 months, a
slowdown in evolution was shown. We hypothesize this slowdown reflects the period
when infants begin to have a higher mobility, higher energy expenditure, and food

consumption is not fully established.
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Darendelier et al.?® found that preterm born children, appropriate for
gestational age, presented higher z-score decrease during early childhood. The
authors hypothesize that these children may be close to being born with growth
restriction and their postnatal growth may have been a continuation of their
insufficient intrauterine growth. Recently, Hollanders et al.?* compared growth
between extremely preterm infants and very low birth weight infants, indicating that,
during childhood, length, weight and head circumference scores increased in non-
preterm infants but with very low birth weight, while in very low birth weight preterm
infants and preterm infants with not so low birth weight, scores remained stable or
decreased. Moreover, when following these children, authors found that, despite of
not preterm, but with very low birth weight, they remained smaller and lighter at age
19t

Although we did not evaluate growth according to birth adequacy, most of our
preterm infants were appropriate for gestational age and low weight; being able to fit
in this same hypothesis, considering that we verified, our group of preterm babies
with delayed growth for length and weight when compared to full-term infants, with
statistical significance from 6" until 10" month of corrected age.

Regarding head circumference evolution, our preterm infants also had a
growth rate below that of full-term children, showing acceleration up to the 8th month
of corrected age, but with a decline between 10" and 12" months of corrected age,
corroborating findings of Hollanders et al.?* It is worth to notice the importance of
observing head circumference recovery, considering the already known relationship
between this measure and medium and long-term neurological outcomes.?® Lidzba et

al.?® postulate that, among all anthropometric measures, head circumference growth
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between hospital discharge and school age is the best independent predictor for
cognitive outcome in very low birth weight preterm infants.

Body mass index (BMI) is used to assess body proportionality and provide
important information about growth pattern in early childhood.?” De Cunto et al.?” ,
evaluated full-term infants and demonstrated that BMI is associated to adiposity in
newborns and children, also suggesting that it is a more adequate measure than
ponderal index. Ludington-Hoe et al.® also evaluated full-term infants, and found that
BMI during the first year of life was a predictor of nutritional status at 5 years.
Overweight, obese, and morbidly obese children at 5 years of age had significantly
higher BMIs during the first year of life than those with adequate weight at 5 years.

Liu et al.?® also performed a study observing BMI pattern in the first year of life
and found a greater chance of obesity at 6 years of age for those children whose BMI
curve in the first years was higher. It is worth mentioning that the above-mentioned
studies regard full-term children, with different metabolic and growth dynamics from
preterm born children. More recently, same authors?® found that preterm infants are
among risk groups with the highest chances of maintaining an increasing BMI
accelerated pattern in the first year of life

At 12 months of corrected age, preterm infants BMI is higher than full-term
infants group. Despite of not being statistically significant, this acceleration should be
observed with caution in clinical practice, as it may be a predictor of future metabolic
alterations, since studies have indicated BMI as a good index for assessing adiposity
not only in full-term born, but also for preterm infants.1% 30

Subcutaneous fat thickness is specific for adipose tissue and can be
measured non-invasively, being an important tool and a valid anthropometric

indicator of infant body fat.3! 32 Rodriguez et al.3*> emphasize that subscapular and
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suprailiac skinfolds reflect central fat, while tricipital and bicipital skinfolds reflect
peripheral fat. Results from Schmelzle and Fusch®? show that skinfolds have the
potential to predict adiposity in neonates younger than 4 months of age. Chen et al.**
state that skinfolds have better predictive power than other anthropometric measures
for neonatal body composition. Pecoraro et al.3® reported the validity of tricipital
skinfold as an adiposity indicator in early childhood, when evaluating 6-year-old
children, verifying correlation between skinfold measures, BMI and bioimpedance.

In our study, preterm infants presented significantly lower tricipital skinfold
thickness than those born at term, which we understand is a good result, considering
the already known relationship between prematurity and excess adiposity
predisposition, which is related to chronic not-transmissible diseases.®® Therefore we
suggest this measure to be incorporated in ambulatory routine, as another tool to
help early identify adiposity excess with no use of sophisticated equipment that is not
available everywhere; as body composition evaluation. Moreover, there are studies
associating a higher percentage of lean mass in preterm children with better cognitive
scores at 12 months of corrected age®” and 4 years of age®®, reinforcing validity of
skinfold measurement in routine assistance of high risk follow up programs
worldwide.

With respect to type of milk consumption, especially breast milk, our results
are in accordance to other studies. For example, Lima et al.®® identified a decrease
in prevalence of breastfeeding among preterm infants during the first month after
discharge from 85% at discharge to 46% 30 days later. Ribas et al.*° found only 7
(6.48%) out of 108 preterm infants to maintain breastfeeding until 6 months corrected
age. We emphasize health care professionals must pay attention to practices that

promote and protect breastfeeding. Jang and Hong*' show that a breastfeeding
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support program is helpful to increase breastfeeding rates among preterm infants.
Furthermore, the evidence about the benefits of breastfeeding for premature infants
is already well founded.

Complementary feeding also contributes to growth and development. As for
other parameters, there is lack of consensus about the perfect time for introducing
complementary feeding for preterm infants.4?43 Our results shows a high prevalence
of preterm infants initiating complementary feeding at 6 months corrected age, which
is the nutritional recommendation for most of the preterm in our follow up program.
We found no relationship between time of complementary feeding and growth
parameters at 12 months corrected age, in accordance with results shown by Gupta
et al.** who also did not find relationship between time of complementary feeding
with z-score for weight at 12 months corrected age. However, in their study, the
group receiving solid foods since the 4" month had higher rate of hospital admission,
therefore the authors recommend initiating complementary feeding at 6 months
corrected age, specially in infants less than 34 weeks of gestation which corroborate
our recommendation of complementary feeding at 6 months corrected age.

Our results also show the consumption of non adequate foods at 12 months
corrected age, as well as found by Ribas et al.*° , who found consumption of sweet,
teas and yogurt i.e, before 2 years corrected age. It is worrying that there is
consumption of ultra-processed foods at such an early age, especially for premature
infants who are at high risk for metabolic disorders. Through our results we cannot
infer that there is a relationship between type of milk received or quality of food at 12
months corrected age and nutritional status. Nevertheless, we understand that
nutritional counseling was an important part of the assistance during the follow-up of

preterm infants leading to a greater consumption of minimally processed foods.



108

We emphasize that our study is one of the few presenting data regarding
growth of a Brazilian preterm infants compared to a control group. We are aware of
our limitations such as the small sample and that our food marker data are available
only at 12 months corrected age. And for that we encourage more follow up studies
evaluating growth, feed pattern and food quality of preterm infants.

Despite the lack of consensus on the best growth pattern for preterm infants
it's clear that preterm infants' growth pattern is different from those born at term,
requiring more time to achieve satisfactory scores, even when assessed at corrected
age. Using feasible measures to assess growth and adiposity is critical for preterm
children. Also, an interdisciplinary follow-up program with special attention to

nutritional guidance is crucial to promote a healthier eating pattern in preterm infants.
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Table 1 - Sample characterization (n=92)
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Preterm (n=63) Term (n=29) p Value
Male** 30 (47.6%) 15 (51.7%) 0.823
AGA** 43 (68.3%) 29 (100%) <0.001
BW (g)*** 1385 (1055- 3230 (3110 - <0.001
1745) 3490)
L (cm)*** 39 (35,5-42) 48 (48 -50 <0.001
HC (cm)*** 27,5 (25-29.5) 34 (33,5-35) <0.001
GA (weeks)* 30+2.3 39,5+1.2 <0.001
Maternal Age (years)* 25.95+6.5 24.52+5.82 0.275
C-Section** 45 (71.4%) 2 (6.9%) <0.001
Preeclampsia** 16 (25.4%) 0.002
Gestational diabetes 7(11.1%) 0.095
mellitus **
UTI** 7 (11.1%) 0 0.093
Weight at discharge (g)*** 2480 (2200 - 3230 (3095- <0.001
2785) 3490)
GA at discharge (weeks)* 3813 39.5+1.2 0.001
W z-score at discharge*** -1.05(-1,40--  -0.10 (-1.64 — 0.087
0.91) 0.32)

*MeantSD; **Absolute frequency (%), *Median(P25-75); AGA: appropriate for gestational

age; BW: birth weight; L: Length; HC: head circumference; GA: gestational age; UTI: urinary

tract infection



months for preterm infants and full-term infants

Table 2 - Comparison between anthropometric data from birth to 12
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Variables PT AT P value
Birth data
n=63 N=29
W (kg) 1385 (1055- 1745) 3230 (3110 -3490) <0.001
L (cm) 39 (35,5-42) 48 (48 -50) <0.001
HC (cm) 27,5 (25-29.5) 34 (33,5-35) <0.001
W z-score -0.29 (-1.11-0.50)  0.05 (-0.43 —0.55) 0.064
L z-score -0.36 (-1.35-0.52) -0,71 (-1.09--0.03) 0.197
HC z-score -0.28 (-1.17-0.47) -0,23 (-.063-0.35) 0.423
2 months of age data
n=55 N=29
W (kg) 5.2 (4.73 - 5.65) 5.42 (4.65 -5.85) 0.397
L (cm) 56.5 (55 — 58.5) 58(57-59.1) 0.040
HC (cm) 39 (38-40.5) 39(38.5- 40.25) 0.647
BMI (kg/m?) 15.94 (14.53- 15.45 (14.62-17.27) 0.697
17.68)
W z-score -0.10 (-1.06-0.45) -0.16 (-0.71-0.76) 0.579
L z-score -0.72 (-1.27- 0.45) 0.03(-0.50-0.70) 0.058
HC z-score 0.57 (-0.21-1.16) 0.61(-0.33-1.44) 0.596
BMI z-score 0.12 (-1.17-0.93) -.22 (-0.91-0.76) 0.641
4 months of age data
n=46 N=29
W (kg) 6.49 (5.9-7.18) 7.0 (6.72-7.37) 0.034
L (cm) 62.75 (60.88—64.5) 64 (62-65) 0.148
HC (cm) 41.5 (40.88-43) 42 (41-42.5) 0.570
BMI (kg/m?) 16.6 (15.7-17.8)  17.42 (16.2-18.39) 0.103
W z-score 0.02 (-1.25-0.58) 0.51 (-0.29-0.95) 0.060
L z-score -.12 (-0.91-1.03) 1.28 (-0.47-1.11) 0.210
HC z-score 0.32 (-0.54-1.23) 0.72 (-0.07-1.51) 0.494



118

BMI z-score -0.21(-1.04-0.57) 0.19 (-033-0.94) 0.225
6 months of age data
n=56 N=29
W (kg) 7.480 (6.83—-7.98) 7.85(7.53-8.36) 0.014
L (cm) 66.25 (64.5-68) 69(65.7-69.4) 0.011
HC (cm) 43.4 (42.5-44.5) 43.5(43-44.25) 0.508
BMI (kg/m?) 16.81(15.51— 17.04(15.04-18) 0.725
18.14)
W z-score -0.19(-1.07-0.52) 0.50(-0.18-1.0) 0.036
L z-score 0.11(-1.11-0.96) 0.63 (-0.33-1.43) 0.017
HC z-score 0.22(-0.20-1.36) 0.61 (-0.16-1.38) 0.244
BMI z-score -0.25(-1.15-0.58)  0.60 (-1.06—0.65) 0.725
8 months of age data
n=43 N=29
W (kg) 8.55 (7.91-9.2) 9.33 (8.87-9.98) 0.042
L (cm) 71 (69.5-73) 73.5 (71.25-75.25) 0.009
HC (cm) 45 (44-46) 46 (45-47) 0.498
BMI (kg/m2) 16.92 (15.48- 17.27 (16.37-18.37) 0.848
18.48)
W z-score -0.26 (-.95-0.59) 0.66 (-010-1.06) 0.061
L z-score -0.39 (-1.43-0.42) 0.62 (-0.29-0.98) 0.020
HC z-score 0.80 (-.32—1.26) 0.95 (0.33-1.87) 0.357
BMI z-score 0.20 (-0.85-0.99)  0.32 (-0.33-1.01) 0.861
10 months of age data
n=39 N=29
W (kg) 8.55 (7.91-9.2) 9.33 (8.87-9.98) 0.002
L (cm) 71(69.5-73) 73.5 (71.25-75.25 0.001
HC (cm) 45 (44-46) 46 (45-47) 0.007
BMI (kg/m2) 16.92 (15.48- 17.27 (16.37-18.37) 0.204
18.48)
W z-score -0.26 (-0.95-0.59) 0.66 (-0.10-1.0) 0.003
L z-score -.039 (-1.43-0.42) 0.62 (-0.29-0.98) 0.001
HC z-score 0.08 (-.32-1.26) 0.95 (0.33-1.87) 0.004
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BMI z-score 0.20 (-0.85-0.99) 0.32 (-.33-1.0) 0.251
12 months of age data
n=63 N=29
W (kg) 9.3 (8.55-10.0) 9.78 (9.0-10.24) 0.097
L (cm) 75 (73-77) 76.15 (74-77.88) 0.084
HC (cm) 46 (45 —47) 47.8 (46.6—49) <0.001
BMI (kg/m?) 16.6 (15.61-17.85)  16.65 (15.6—18.25) 0.977
UAC (cm) 16 (15-17) 14.85 (14.25-15.3) 0.004
TSF (mm) 6.3 (5-8.6) 8 (7.08- 8.85) 0.011
SSF (mm) 5.8 (4.2-7) 5.75 (5.2—7.38) 0.429
W z-score -0.80 (-0.73-0.9) 0.24 (-0.27-0.94) 0.180
L z-score 0.11(-0.94-1.16) 0.39 (-0.35-1.31) 0.120
HC z-score 0.34 (-0.44-1.51) 1.83 (0.78-2.29) <0.001
UAC z-score 1.16 (0.31-1.96) 0.31 (-0.14-0.89) 0.002
BMI z-score 1.56 (-0.83-0.84) 0.05 (-0.84-1.17) 0.983
TSF z-score -1.23 (-2.4-0.35 -0.03 (-0.7-0.46) 0.011
SSF z-score -0.63 (-2.6-0.45) -0.69(-1.3-0.72) 0.422

Data presented as Median (P25-75); PT: preterm infants; AT: full-term infants; W: weight; L: length;

HC: head circumference; UAC: Upper Arm Circumference; BMI: body mass index; TSF: tricipital

skinfold; SSF: subscapular skinfold



Table 3 - Food consumption markers ate 12 months of age
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Preterm (n=63) Term (n=29) P value
Food consistency

47 (75.9%) 21 (72.4%) 0.355
adequate for age
Sweet cookies 33 (53.4%) 15(51.7%) 1.00
Sweet beverages 27 (39.7%) 10 (34.5%) 0.815
Sausage and equivalent

32 (50,7%) 15 (53.6%) 0.820
food
Cereal and tubers 62 (98.3%) 25 (86.2%) 0.040
Beans 60 (95.2 %) 29 (100%) 0.550
Animal protein 59 (93.6%) 27 (93,1%) 1.00
Greens and vegetables 58 (92%) 20 (69%) 0.012
Fruits 61 (96.8%) 21 (72.45) 0.002

Absolute frequency (%), qui-square test
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Figura 9 - Figurel. Age of introduction of complementary feeding for preterm and
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Figure 1. Age of introduction of complementary feeding for preterm and term infants (p=0.003)
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9 CONCLUSOES

Concluimos que o crescimento de criancas nascidas prematuras difere
daqueles nascidos a termo, mesmo quando a idade corrigida é considerada. Embora
0S avancgos na assisténcia tenham sido relevantes, estas criancas de alto risco
mantém crescimento aguém daquelas nascidas a termo, saudaveis.

Faz-se necessério estar atento a evolucdo dos parametros e referéncias para
melhor avaliagdo do crescimento, sendo fundamental também que esta avaliacdo
seja feita 0 mais precoce possivel, a fim de identificar falhas no crescimento. O
indice de Massa Corporal e afericdo das dobras cutaneas séo factiveis para serem
incorporados a rotina assistencial durante ofollow up de prematuros, a fim de
incrementar a avaliagédo nutricional.

Para tanto, o follow up de prematuros de muito baixo, com presenca de
equipe interdisciplinaré uma das principais estratégias, uma vez que possibilita a
avaliacdo global e integralizada da crianca e sua familia, contribuindo para melhores
progndésticos e melhor qualidade de vida.

Concluimos, também, que ha relacdo entre variacbes do microbioma e
parametros de crescimento. A abundancia microbiana do mecénio parece estar
relacionada a adequacédo do peso ao nascer para a idade gestacional e a evolucao
do peso no periodo perinatal em prematuros. A abundancia de unidades
operacionais taxondmicas no meconio difere entre criangas que atingem catch up de
perimetro cefalico até o sexto més de idade corrigida ou apés esse periodo.

A modulacdo do microbioma esta dentre as novas perspectivas para melhorar
a saude do ser humano. A literatura traz evidénciasrobustas acerca dos beneficios

em se manter a microbiota saudavel para o bom estabelecimento do sistema
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imunologico. A influéncia da microbiota para bom prognostico em se tratando de
recém-nascidos de alto risco, como 0s prematuros de muito baixo peso.

Novos estudos, de carater longitudinal, avaliando fatores influenciadores da
microbiota serdo de grande valia para agregar conhecimento e auxiliar para o

planejamento de novas estratégias de assisténcia.
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10 CONSIDERACOES FINAIS

O processo de desenvolvimento desta tese, desde a concepcdo do projeto,
passando pelas vivéncias durante a coleta de dados no ambulatério de seguimento
de prematuros e nas visitas domiciliares, e por fim, culminando na escrita da tese e
artigos foi enriqguecedor. Foram alguns anos ultrapassando obstaculos na tentaiva de
obter o melhor resultado. A escrita da tese e a conclusédo do doutorado resultaram e
uma conquista profissional e pessoal, com aprendizados que levarei para toda a
vida.

O estudo realizado tem importancia n&o somente académica, mas
principalmente para a prética clinica, uma vez que os resultados apontam para a
viabilidade de incorporar uma ferramenta simples e de baixo custo, como a afericéo
das dobras cuténeas, nos servicos de follow up de prematuros, como sendo de
grande valia para averiguar composicdo corporal. Tal avaliacdo € certamente
importante para a saude do prematuro.

Quanto a microbiota, ainda se trata de um tema com diversos qustionmentos e
hipbteses, e a “avaliagdo da microbiota” ainda € uma estaratégia pouco viavel para
pratica clinica, tendo em vista todos 0s processos e protocolos necessarios para que
tenhamos resultados adquados e fidedignos. Contudo, com o0 avanc¢o das pesquisas
e com diversos estudos apontando para os efeitos benéficos do uso de probiéticos
em indmeras situacdes, acredito que em breve teremos maior viabiliade também

para avaliar a microbiota e aplicar os resultados desta avaliacdo na pratica clinica.
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APENCICE A - PROTOCOLO DE REGISTRO DE DADOS RECEM-NASCIDOS
PREMATUROS

N codigo RN Pront.:

SEXO: (1) masculino (2) femininoDN: __ /[ data alta: / /

Préeclampsia (1) sim (2) nédo

Dados maternos:

Idade materna:___anos N° gestagcdes:  Prematuros anteriores:(1) sim(2) nao
N° consultaspré-natal:

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

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

Dados da internag&o hospitalar:

Tempo de internacdo: _ diasIGO:__ sem

Ecocom __ semIGfinal:;___ sem

PN: g Comp: cm PC: cm IGP (Ballard, sem):_ sem
Classif. IG/P: (1) AIG(2) PIGPercentil <3: (1) ndo (2) sim  TAX na
admisséo:

Tipo de parto: (2) vaginal(2) cesariana

(9)ignoradolndicacéao:

Apgar 1" Apgar 5’ SNAPPE II:

Suporte nutricional:

NPT AA nas 24h dv: (1) sim(2) n&o (9) ignoradoTempo de NPT: dias
Usou NPT dodia__ aodia

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

Inicio da nutricdo enteral: av(_/ [ )
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Enteral plena (150ml/kg/d): dv(_/ /20 )

Leite materno:

Formula para PMT

Formula para primeiro semestre

Peso minimo: g dv(_/ /200 )

Recuper. PN: dv(_/ /20 )

Protocolo de registro de dados recém-nascidos prematuros

Dados da alta hospitalar

Peso: g Comp: cm PC: cmPT:  cmPB:___ cm

Alimentacéo: (1) SM exclusivo (2) Aleitamento misto (3) Formula exclusiva

Apos alta

Idade Tipo de leite dados antropométricos

P [ PC PB DCT DCSE

(1)LM
2m (2)FL
(3)LV

(1)LM
4m (2FL
3LV

(L)LM
6m (2)FL
(3)LV

(1)LM
8m (2)FL
(3)LV

(1)LM
10m (2FL
3LV

(1)LM
12m (2)FL
(3)LV
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APENDICE B - PROTOCOLO DE REGISTRO DE DADOS RECEM-NASCIDOS A
TERMO

N codigo RN Pront.:

SEXO: (1) masculino (2) femininoDN: __ /[ data alta: / /

Préeclampsia (1) sim (2) nédo

Dados maternos:

Idade materna:___anos N° gestagcbes: Prematuros anteriores:(1) sim(2) ndo
N° consultaspré-natal:

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

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

HAC: (1) sim (2) ndo(9) ignoradoBR:_____horas(1) 318h (2) < 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 internag&o hospitalar:

Tempo de internacdo: _ diasIGO:_ _semEcocom __ sem

IG final:_____sem

PN: g Comp: cm PC: cm IGP (Ballard, sem):_ sem
Classif. IG/P: (1) AIG(2) PIGPercentil <3: (1) ndo (2) sim  TAX na
admisséo:

Tipo de parto: (2) vaginal(2) cesariana

(9)ignoradolndicacéao:

Apgar 1" Apgar 5’ SNAPPE II:

APOS A ALTA — CONTATO TELEFONICO
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Tipo de leite

dados antropométricos

P

¢

DCT

DCSE

2m

(1)LM
(2)FL
(3)LV

4m

(1)LM
(2)FL
(3)LV

6m

(1)LM
(2)FL
(3)LV

8m

(1)LM
(2)FL
(B)LV

10m

(1)LM
(2)FL
(B)LV

12m

(1)LM
(2)FL
(B)LV
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APENDICE C - TCLE GRUPO PREMATUROS

Titulo do Projeto: INFLUENCIA DA MICROBIOTA INTESTINAL NO PERIODO
PERINATAL NO CRESCIMENTO DE CRIANCAS PREMATURAS DE MUITO

BAIXO PESO

A crianca pela qual vocé é responsavel esta sendo convidada a participar de
uma pesquisa cujo objetivo é avaliar o crescimento de bebés prematuros e saber se
existe relacdo entre este padrao de crescimento com a populacdo de bactérias que
habitam o intestino dos bebés. Esta pesquisa estd sendo realizada pelo Servico de
Neonatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé concordar com a participacdo na pesquisa, 0s procedimentos
envolvidos sdo os seguintes: buscar dadossobre o periodo de internagdo, medir
peso, comprimento, circunferéncia da cabeca e, também, medir a espessura da pele
do braco.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na pesquisa
sdo: incbmodo com o tempo de afericdo das medidas, tendo em vista que o bebé
precisa ficar deitado para medir a circunferéncia da cabeca e o peso.

A participacdo na pesquisa ndo trara beneficios diretos para seu bebé, mas
vai auxiliar para o0 aumento do conhecimento sobre as criangcas prematuras e podera
influenciare beneficiar futuros pacientes.

A participacao na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo € obrigatoria.
Caso vocé decida ndo autorizar a participacao, ou ainda, retirar a autorizacao apos a
assinatura desse Termo, nao havera nenhum prejuizo ao atendimento que o

participante da pesquisa recebe ou possa vir a receber na instituicao.
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N&o esté previsto nenhum tipo de pagamento pela participacdo na pesquisa e
nao havera nenhum custo especifico com respeito aos procedimentos envolvidos,
porém, podera haver ressarcimento por despesas decorrentes daparticipacdo cujos
custos foram absorvidos pelo orcamento da pesquisa.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da pesquisa,
oparticipante recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa foram sempre tratados
confidencialmente. Os resultados foram apresentados de forma conjunta, sem a
identificacdo dos participantes, ou seja, 0s nomes ndo aparecerao na publicacdo dos
resultados.

Caso vocé tenha duavidas, poderad entrar em contato com o pesquisador
responsavelDra. Rita de Cassia Silveira, pelo telefone 33598794 e com a
nutricionista Ana Carolina Terrazzan (55) 33070519 ou com o Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51)
33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e seu

responsavel e outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa:

Assinatura (se aplicavel)

Nome do responsavel
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Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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APENDICE D — TCLE GRUPO CONTROLE

Titulo do Projeto: INFLUENCIA DA MICROBIOTA INTESTINAL NO PERIODO
PERINATAL NO CRESCIMENTO DE CRIANCAS PREMATURAS DE MUITO
BAIXO PESO

A crianca pela qual vocé é responsavel estd sendo convidada a participar de
uma pesquisa cujo objetivo € avaliar o crescimento de bebés prematuros e saber se
existe relacdo entre este padrdo de crescimento com a populacdo de bactérias que
habitam o intestino dos bebés .Para isto, também é necessario realizar avaliacdo do
estado nutricional de criangas nascidas a termo e saudaveis, assim, teremos dados
para comparacdo com as criancas prematuras.Esta pesquisa esta sendo realizada
pelo Servico de Neonatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé concordar com a participacdo na pesquisa, 0s procedimentos
envolvidos sdo os seguintes: buscar dadossobre 0 nhascimento, entrar em contato via
telefone aos 2, 4, 6, 8, 10 meses para saber sobre o tipo de leite que o0 bebé esta
recebendo. E uma visita domiciliar aos 12 meses paramedir peso, comprimento,
circunferéncia da cabeca e, também, medir a espessura da pele do braco.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na pesquisa
sdo: incbmodo com o tempo de afericdo das medidas, tendo em vista que o bebé
precisa ficar deitado para medir a circunferéncia da cabeca e o peso.

A participacdo na pesquisa ndo trard beneficios diretos para seu bebé, mas
vai auxiliar para o aumento do conhecimento sobre as criangas prematuras e podera
influenciare beneficiar futuros pacientes.

A participacdo na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatéria.

Caso vocé decida néo autorizar a participacdo, ou ainda, retirar a autorizagdo apés a
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assinatura desse Termo, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que o
participante da pesquisa recebe ou possa vir a receber na instituicao.

N&o esté previsto nenhum tipo de pagamento pela participacdo na pesquisa e
nao havera nenhum custo especifico com respeito aos procedimentos envolvidos,
porém, podera haver ressarcimento por despesas decorrentes daparticipacdo cujos
custos foram absorvidos pelo orcamento da pesquisa.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da pesquisa,
oparticipante recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa foram sempre tratados
confidencialmente. Os resultados foram apresentados de forma conjunta, sem a
identificacdo dos participantes, ou seja, 0s nomes ndo aparecerao na publicacdo dos
resultados.

Caso vocé tenha duavidas, poderad entrar em contato com o pesquisador
responsavelDra Rita de Cassia Silveira, pelo telefone 33598794 e com a nutricionista
Ana Carolina Terrazzan (55) 33070519 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2°
andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e seu

responsavel e outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura (se aplicavel)

Nome do responsavel
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Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:




ANEXO A — APROVACAO DO COMITE DE ETICA
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Conineii oo Pasecsr | 358 050

Comentérios & Consideraches sobre a Pesquisa:

O estudo serd realizado com & amostra de recém-nascidos premsturos de multo balxs paso (idada
gestacional < 32 semanas), & um grupo confrole de recém-nascides a termo saudavels, todos nascidos no
Hospital de Clinicas de Ports Alegre, recrutados para o projeto AssoclagBo entra microblota tetal,
prematuridade & maorbldades do recém-nascido pré-temmo (acells no CEP da Instiuicio & reqistradn sob
nimero 140008).

GRUPD CASOS — RECEM-MASCIDOS PREMATURCS

Mo momento de alta da UTI Neonatal o recém-nascidos 8o encaminhados ao Ambulatdno de Seguimento
de Pramaturas do Hospital de Clinicas @ na primeira consulta ambulatorial do recém-nascido og paks aku
responsdvels sardo convidados a parbicipar do estudo, por malo da leffura & explicaclo do Tarmo da
Congentimants Livie & esclareciio.

A coleta de dados do grupo de prematuros serd realizada durante as consultas no Ambulstdrio de
Eeguirnents, ponanio R&D Serd NECESSAN0 SJandar consuta especificaments para & pesquisa. Confarmea o
protocols de standimentos do servico, todas as criancas 20 atendidas mensaiments &tk 08 & mesas de
idade comigida, a a parir dests idade & cada 2 mesas até o8 12 meses da idede cormgida, momanto no qusal
serd realizada avallagso nutricional.

Serfo coletados 4o promtudrns dados acerca do tipo e leite consumido pala cranca {lefte mateme, tammiuks
substituta do lalte materns ou oUtres tipos de lelte), bem como moments da iniclo da allmantagdo
complementar {papa de fruta, papa principal ou allimentaglo da familia). As crlangas serSo entrevistadas
pela pesquisadora (ACT).

GRUPO CONTROLE — RECEM-NASCIDOS A TERMO No moments da alta naspitalar os pals aou
responsivels sero comvidados a participar do estudo de ssguiments, por melo de leitura & explicacio do
Temma de Consantments Livre & esclarecida.

0= pesquisadorss manber®o contalo telafdnios com as tamiliss com pericdicdacse da 2 meses, com objetivo
da manutenglo do vinculo com os participantes de pesquiss Bem coma, para garantir & atuslizecso da
informagies da contato como telafonss & endaregos. Alnda, durante o contato talefdnico os pals afu
responsivels sarfo guestionadoes sobre tipo de leite consumido pela crianga (leite matema, fermula
substituta do lata materns ou outros tipos de leite), bam comd moments da inlclo da allmantsgso
complementar {papa de fruta, papa principal ou alimentagdo da familia).

Aos 12 meses de |dade as families sarfd convidadss a comparecal em cnsulténg particular (munids de
balanga & estadiimatio padistricos), para coneuits dinkca & realizagso da avalacio nutriclonal. Em caso de
mpossbllidade da comparecimeants por pare das familas os

Erdaregn: Fua Ramino Barcoios F.A50 saln 2207 F

Badrre:  Bom Fim CEP: {f 06500
UF: R2 Munilktipls: PORTO ALEGRE
Telefone:  (51)3550-7 840 Fi: (5133507840 E-mall: caphopaihopa.ad. br
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pesquisadores realizardo vista domiclier pars avellagio 60 grupo conbrole.

Consideracies sobre o0& Termos de apresentacio obrigatdria:

Apresenta TCLE para o grups de criangas naschkias premaiuras & conroles,

Apresenta ficha de coleta de dados.

Recomendagies:

Sam recomendagies.

Conclusies ou Pendéncias & Lista de iInadequag Ges:

Az pendéncias emitidas para o projeto no parecer 1.139.066 foram adequadaments respondidas pelos
pesquizadones, conforme cana de respostas ediclonsda em 30422015, Nio apresenta novas pendéncias.

Consideracbes Finais a critério do CEP:

Lemioramos que a presents aprovagio (versBo projeio & TCLE de 30422016 e demals documentos que
atendem As solicitagies do CEF) refare-se apenas aos aspectos éticos & metodoldgicos do projeto. Para
que possa ser regizedo o masma deve estar cadastrado no sisterna WebGEPPGE am razio das guesties
loglsticas & financairas.

O projeto soments poderd sar inkcleds apds sprovacio final da Comizslo Clanttica, através do Sistemna
WenlGPPGE.

Cualguer sferaclo nestas SOCUMSntos devars sef encaminhats para svallacio do CEP. Informamos gue
obrigatoriaments a versio do TCOLE & ser utilizada deverd corresponder na integra & verafo vigents
aprovada.

A comunicagio de eventos atversos dassificados como sénos @ inesperades, ocomdos com pacienies
incluldos no centro HGPA, asaim como os desvios de prolocol guando envolver diretaments estes

pacientes, deverd ser realizeda através do Sietema GED (Gastio Estratégics Operacional) disponivel na
intranet do HCPA.

Esle parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento | Arquive Fostagam ALtor ShuagEs |
Informagptes Bascas| PE_INFORMAQOES BASICAS DO_P | 3022015 Acsaito
do Projeto ROJETE 505453, pel 203802

Terrma_Compromisso UilzecaoDados. | 3022015 |Ana Carolna Acalto
pdf 20035829 Talrazzran

Emdsreps!  FuaRaming Borcaiog 2 350 saln 2297 F

Babrra: Bom Fm CEP: {0 085003
WF: RS Murilciple: PORTD ALEGRE
Telefona: (5135507 A& Faa: (51 )3350-Ta4D [ T ER Y T e I T
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Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO_DocAnaTemrazzan| 30/12/2015 |Ana Carolna Acalto
%ﬁetmm PP s TA

Outros _a0_GPPG_DocAnaterazl 30/12/2015 |Ana Caroina Acailo
Zan gocx 2034:54 |Terrazzan

Outros Declaracao_Funcoes_DocAnaTerrazzan| 300122015 |Ana Carolna Acalto
pat 2033.05 | Termazzan

Outros Anexod_ProtocolonegistoConrole. 0ocx| 30/12/2015 | Ana Caroina Acailo

2030:55 | Terrazzan
Outros Anexca_PTotocolonegiSToRNPT . docx | 90112/2015 |Ana Caroina Acaito
2030:11 | Terrazzan

TCLE /Termosde | TCLE_RNAT.doc 30M12/2015 |Ana Carolna Acaito

Assantimento / 202715 |Terrazzan

Justificativa de

Ausénda

TCLE /Temosde | TCLE_RNPT.doc 300122015 |Ana Carolna Acalto

Assantimento / 202519 |Terrazzan

Justificativa de

Ausénda = _ -

Projeto Detalhado /| ProjetoCompieto_iniuenciadaMicrobiota|  30/12/2015 | Ana Caroina Acailn

Brochura NoCrescimentoPrematuros docx 202426 |Terrazzan

| Investigador

Situagso do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nso

PORTO ALEGRE, 15 de Janero de 2016

Assinado por:

José Roberto Goldim

(Coordenador)

Enderego: Fua Ramio Barcsios 2.350 sala 2227 F

Balrro:  Bom Fim

CEP: 00035008

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3350.7840 Fax: (51)3350.7640 Emall: cophopa@hopa.edu.be
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