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RESUMO

A colonizagao pelos componentes da microbiota ocorre através da transferéncia entre mae e
recém-nascido (RN), sendo o0 momento do parto e o periodo de amamentagao os mais cruciais
nesse processo. O colostro e o leite materno contam com a presenga de centenas de espécies
de bactérias distintas. Assim, ¢ recomendada a amamentacao logo a partir da primeira hora de
vida para todo RN. No entanto, em muitos partos prematuros, a mae produz pouco leite ou
nenhum. Nestes casos, a melhor alternativa torna-se o leite de doadora (LD). Porém o
processo de pasteurizagdo ao qual o LD ¢ submetido resulta na inativacdo de varios dos
compostos bioativos e na deplecdo da microbiota do leite. O objetivo deste estudo ¢ de
determinar as diferencas de composicao e diversidade do microbioma intestinal de RNs
prematuros menores de 32 semanas de idade gestacional que receberam LD ou LD com
reconstituicdo da microbiota do leite da propria mae (LM), e sua correlagdio com as
caracteristicas clinicas. Para isso, foi coletado LM e misturado com LD em uma proporcao de
10% LM para 90% LD, seguido de incubacdo a 37 °C por 4h. Os RNs foram divididos em
dois grupos de acordo com o tipo de dieta. Os microbiomas das fezes do décimo dia de vida
foram estudados através de sequenciamento de DNA na plataforma MiSeq (Illumina Inc.). A
analise do sequenciamento mostrou que a microbiota das fezes estudadas possui baixa
diversidade e alta variabilidade interindividual, concordando com estudos prévios sobre
microbiota de neonatos prematuros. Entretanto, a microbiota dos RNs estudados nao
apresentou diferenca estatistica significativa na diversidade e abunddncia de tdxons,
comparando os grupos de acordo com a dieta. Em contraste, as caracteristicas “peso ao
nascer” e “infeccdes maternas” provocaram mudancgas significativas na microbiota dos RNs.
Esses achados indicam a necessidade de realizar analises complexas que considerem tanto as
caracteristicas clinicas, a composicao da microbiota e metaboloma dos leites, assim como as
microbiotas das fezes dos RNs para que seja possivel determinar os alcances reais da
intervengao realizada.

Palavras-chave: prematuridade; amamentagao; microbioma.



ABSTRACT

Colonization by the microbiota components occurs through transfer between mother and
newborn (NB), the moment of delivery and breastfeeding are the most crucial in this process.
Colostrum and breast milk contain hundreds of different species of bacteria. Thus,
breastfeeding as soon as the first hour of life is recommended for every NB. However, in
many premature births, the mother produces little to no milk. In these cases, the best
alternative becomes donor’s milk (DM), but the pasteurization process to which the DM is
submitted results in the inactivation of several of the bioactive compounds and the depletion
of the milk microbiota. The purpose of this study is to determine the differences in
composition and diversity of the gut microbiota of preterm infants younger than 32 weeks
gestation fed with DM or with DM restored by MM’s microbiota, and its correlation with the
clinical features. For this, MM was collected and mixed with DM in a ratio of 10% MM to
90% DM, followed by incubation at 37 °C for 4 hours. NB were divided into two groups
according to the diet. The fecal microbiome at the tenth day of life was studied through DNA
sequencing on the MiSeq platform (Illumina Inc.). The sequencing indicated that the fecal
microbiota studied has low diversity and high inter-individual variability, in agreement with
previous studies on the microbiota of preterm neonates. However, the microbiota of the NBs
studied did not show significant statistical difference in diversity and abundance of taxa,
comparing groups according to diet. In contrast, the characteristics “birth weight” and
“maternal infections” caused significant changes in the NB’s microbiota. These findings
indicate the need to perform complex analyzes that consider the clinical characteristics, the
composition of the milk microbiota and metabolome, as well as the NB’s fecal microbiota, so
that it is possible to determine the real scope of the intervention carried out.

Keywords: prematurity; breast-feeding; microbiome.
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1 INTRODUCAO
1.1 PREMATURIDADE

A prematuridade ¢ definida pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) como o
nascimento anterior a idade gestacional (IG) de 37 semanas e possui trés subclassificacdes,
definindo que recém-nascidos (RNs) com IG inferior a 28 semanas sdo considerados extremo
pré-termos, entre 28 e 32 semanas sao muito pré-termos e entre 32 ¢ 36 semanas sdo pré-
termos moderados a tardios. Essas classificacdes se fazem importantes clinicamente pois
quanto menor a IG maiores sdo os riscos de casos de morbimortalidade (HARRISON;
GOLDENBERG, 2016; WALANI, 2020).

Estimativas com base no ano de 2020 relatam que 13,4 milhdes de neonatos
nasceram prematuramente no mundo inteiro, o que equivale a 9,9% de todos os nascidos
vivos. Desses, 15% s@o nascimentos anteriores a 32 semanas de idade gestacional, quando a
sobrevivéncia costuma depender da internagdo em Unidades de Tratamento Intensivo
neonatal (UTI-neo) (KINNEY; VAZ, 2020; WHO; UNICEF, 2023).

No Brasil, a propor¢do de prematuridade dentre os nascidos vivos em 2019 foi de
9,95%, e assim como nos outros paises, as mulheres com idade materna avangada (acima de
45 anos) ¢ adolescentes (entre 10 a 14 anos) foram as que apresentam as maiores taxas de
partos prematuros (MARTINELLI et al., 2021). Especificamente em Santa Catarina, um
estudo realizado para andlise da prevaléncia da prematuridade entre 2016 e 2018 constatou
que, em 2018 a taxa de prematuridade no estado foi de 10,4% entre os nascidos vivos daquele
ano (GINAR; NAZARIO, 2020).

Partos prematuros podem ser espontaneos ou induzidos por profissionais de saude. A
indugdo do parto prematuro por via vaginal ou cesarea normalmente ¢ recomendada quando a
continuagdo da gravidez apresenta um risco para a saide da mae e/ou do feto, e as principais
indicacdes para indugcdo de um parto prematuro incluem: pré-eclampsia/eclampsia,
anormalidades placentarias (por exemplo, placenta acreta), restricdo grave do crescimento
fetal e condigdes maternas pré-existentes (GRIGGS et al., 2020; WHO; UNICEF, 2023). A
escolha da inducdo do parto ou agendamento da cesarea anterior as 39 semanas de gestagao
completas sem uma indicacdo médica ¢ amplamente desencorajada, por constatacao de que
nascimentos no inicio do periodo a termo (entre 37 e 39 semanas) ja representam maiores
riscos de morbimortalidades aos RNs, com mais chances de apresentar sindrome do
desconforto respiratdrio, taquipneia transitoéria do RN, necessidade do uso de ventilagdao
mecanica € pneumonia, em comparagdo com neonatos nascidos a termo apds o periodo

mencionado (ADA et al., 2017; GRIGGS et al., 2020; WHO; UNICEF, 2023).
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Enquanto isso, partos prematuros espontaneos podem decorrer de multiplos fatores,
dentre os quais destacam-se predisposi¢des genéticas (como incompeténcia cervical, restri¢gao
de crescimento intrauterino, anomalia congénita, entre outros riscos advindos da genética
familiar), condigdes médicas cronicas subjacentes (tal como diabetes, hipertensdo, anemia,
asma, doencas da tireoide e obesidade), infec¢des (especialmente infec¢des do trato urinario,
corioamnionite, vaginose bacteriana, bacteriuria assintomadtica, ou pelo virus da
imunodeficiéncia humana, sifilis e malaria) e resposta inflamatéria materna (quando ha
distarbio no balango entre a defesa efetiva do sistema imune materno contra uma possivel
infeccdo e a manutengdo da imunotolerancia ao feto). Como também correm maior risco de
acontecer devido a gravidez na adolescéncia ou idade materna avangada, intervalo
intergestacional curto, gravidez multipla (gestagdes com gemelares naturais ou por
reproducao assistida), desnutrigdo ou deficiéncias de micronutrientes, estilo de vida
(tabagismo, consumo de alcool, uso de drogas recreativas, excesso de trabalho e atividade
fisica intensa), distirbios psicoloégicos maternos (depressdo e violéncia contra a gestante) e até
por fatores ambientais, como exposi¢cdo a polui¢do do ar ou estresse térmico (GOMEZ-
LOPEZ et al., 2022; GRIGGS et al., 2020; KOCK et al., 2010; VOGEL et al., 2018; WANG
et al., 2022; WHO; UNICEF, 2023).

Mundialmente, o nascimento prematuro constitui um problema de satude publica de
alta relevancia, sendo considerado uma das principais causas de mortes evitdveis em criangas
menores de 5 anos, assim como complica¢des de parto. As ultimas estatisticas apontam que
no ano de 2021, 5 milhdes de criancas morreram antes de completar 5 anos de idade, das
quais, aproximadamente 2,3 milhdes morreram durante o primeiro més de vida (ou seja, em
torno de 6.400 neonatos a cada dia). O periodo neonatal, que consiste dos 28 primeiros dias de
vida, representa o periodo de maior vulnerabilidade para a sobrevivéncia infantil. No ano de
2020, assim como em 2021, aproximadamente 900.000 mortes do periodo neonatal foram
resultado direto das complicagdes do parto prematuro. Sem contar que a maioria dos
natimortos sdo prematuros, os quais nao estdo incluidos nas estimativas levantadas acima, o
que significa que o esfor¢o investido na preven¢ao primaria de partos prematuros pode ajudar
a reduzir os 1,9 milhdo de casos de natimortos todos os anos (HUG et al., 2022; WHO;
UNICEEF, 2023).

Para além das possiveis complicagdes durante o parto, a mae ¢ o RN prematuro
podem vir a enfrentar grandes e continuos desafios no periodo pos-parto, colocando em risco
ndo apenas a sobrevivéncia do neonato em si, mas também a possibilidade de uma

sobrevivéncia saudavel (HARRISON; GOLDENBERG, 2016). Durante o periodo neonatal, e
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nos meses subsequentes, RNs prematuros estdo predispostos a passarem por uma série de
complicagdes que muitas vezes podem estar correlacionadas entre si ou também com a
inerente e necessaria exposi¢ao prolongada ao ambiente da UTI-neo. As complicagdes de
curto prazo da prematuridade incluem condigdes respiratorias neonatais, infecc¢des
generalizadas, condi¢des neuroldgicas adversas, bem como dificuldades de alimentagdo e
problemas metabolicos (VOGEL et al., 2018).

Destacam-se como complicagdes graves € que mais afetam esse grupo de individuos
a displasia broncopulmonar (DBP), a hemorragia intraventricular (HIV), a leucomalacia
periventricular (LPV), a retinopatia da prematuridade (ROP), a enterocolite necrotizante
(ECN) e quadros de sepse, sendo essas duas ultimas observadas muito frequentemente
(BASSLER et al., 2009; CAO et al.,, 2021). O desenvolvimento de uma ou mais das
complicagdes citadas, no inicio da vida, representa aumento do risco do comprometimento
neurossensorial infantil. Todos os aspectos do desenvolvimento neurolégico podem ser
afetados pela prematuridade, a maioria dos RNs prematuros ja apresentam menor volume
cerebral ao nascer e amadurecimento mais lento de algumas regides cerebrais em comparagdo
aqueles nascidos a termo, mas quando na presenca de alguma dessas complicacdes o
comprometimento torna-se ainda maior (REAM; LEHWALD, 2017).

Também j4 foi observado que internagdes prolongadas na UTI-neo configuram um
fator de risco para perda auditiva devido ao fato de ser um ambiente ruidoso com sons
arritmicos e de alta frequéncia. Ruidos altos estdo associados ao aumento da frequéncia
cardiaca e da pressdo arterial, diminuicdo da frequéncia respiratoria e da saturacdo de
oxigénio, assim como causam sobressaltos que podem interferir no sono e resultar em choro,
aumentando a pressao intracraniana. A qualidade da experiéncia acustica no periodo neonatal
¢ importante para a formacdo cognitiva infantil, pois o desenvolvimento auditivo estd
intimamente ligado as habilidades posteriores de linguagem e aquisi¢do da fala. Dito isso,
uma forma simples de mitigar esses impactos ¢ a exposi¢do neonatal a voz da propria mae, o
que pode promover plasticidade cortical (REAM; LEHWALD, 2017).

Dessa forma, torna-se evidente que complicacdes associadas a prematuridade
também resultam em prejuizos de longo prazo na salide, especialmente para os sistemas
neuroldgico, respiratorio e cardiaco dos RNs sobreviventes. Algumas sequelas do nascimento
prematuro podem durar toda a vida, em casos mais graves existe um risco aumentado de
paralisia cerebral, epilepsia, distirbios visuais ou auditivos e aumento da incidéncia de
doengas cronicas na idade adulta. Novas pesquisas mostram ainda que o nascimento

prematuro potencialmente provoca disturbios de aprendizagem e de comportamento, afetando
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substancialmente o desempenho académico e a integragdao social (BARFIELD et al., 2019;
REAM; LEHWALD, 2017, WHO; UNICEF, 2023; TU et al., 2019).

Além disso, também existem impactos psicossociais € econdmicos associados as
complicagdes advindas da prematuridade que afetam as maes, a familia ¢ a comunidade em
geral (HARRISON; GOLDENBERG, 2016; VOGEL et al., 2018). Financeiramente, ja foi
verificada a existéncia de um custo direto consideravel proveniente da assisténcia hospitalar
aos RNs prematuros, no qual o grau de prematuridade esta diretamente relacionado ao
aumento desse custo. Em um estudo realizado no Brasil avaliando dados de nascimentos
prematuros em 2018, observou-se que a prematuridade extrema demonstrou um custo 15,5
vezes maior comparado a tardia (DE MELO et al., 2022).

Vale ressaltar que muitas dessas complicagdes sdo evitaveis, configurando assim, um
marcador sensivel da qualidade do atendimento. Um exemplo disso ¢ a cegueira ou
deficiéncia visual resultante da ROP, sobre a qual tem aparecido relatos frequentes na ultima
década, especialmente na América Latina e no Sudeste Asiatico, e tem chance de ser
prevenida com uso seguro de oxigénio (evitando saturacdes acima de 95%) e ampliacdo da
triagem e tratamento (WHO; UNICEF, 2023).

Outro grande desafio enfrentado pelo neonato prematuro ¢ a forma de se nutrir.
Devido a alta imaturidade do sistema gastro-intestinal, RNs com IG inferior a 32 semanas nao
conseguem se alimentar por vias convencionais € necessitam do uso de sonda gastrica para
nutricdo enteral (NE) e de catéter intravenoso para nutricdo parenteral (NP). Durante os
primeiros dias de vida, quando a insuficiéncia intestinal fisiologica limita o uso da NE, faz-se
necessario o uso da NP para atender as demandas nutricionais dos prematuros. Esses
individuos possuem estoques insuficientes de nutrientes ao nascer, € a suplementacao
nutricional ¢ essencial para o crescimento e funcionamento dos 6rgdos vitais (BOSCARINO
et al., 2021; HOSSAIN et al., 2021).

No entanto, a falta de nutrientes intraluminais, como observado em individuos
recebendo a NP exclusiva, tem efeitos deletérios nas fungdes do trato gastrointestinal, além de
que em quantidade elevada pode aumentar o risco do surgimento de complicagdes
metabolicas. A vista disso, muitos estudos recomendam que a introdugdo da NE ocorra o
quanto antes, complementando a NP, e que o avanco da progressao enteral seja rapido, dentro
dos limites de tolerancia do organismo de cada RN, para que se atinja a dieta enteral plena
(~150 ml/kg/dia) assim que possivel. Os estudos apontam que existe um impacto positivo na
satde do RN quando se atinge a dieta enteral plena, o desenvolvimento fisiologico e

metabdlico ¢ mais acelerado, assim como ha uma melhora na distribui¢ao de micronutrientes,
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0 que promove a maturacao intestinal e do sistema imune associado, estimula a colonizagdo
da microbiota, reduz a inflamacdo, ajuda no crescimento como um todo, melhora o
neurodesenvolvimento, e¢ até reduz o risco de complicagdes associadas a dispositivos
intravasculares para administracdo de fluidos (BOSCARINO et al.,, 2021; THOENE;
ANDERSON-BERRY, 2021; WALSH et al., 2020).

Paralelo a isso, a exposicao ao cheiro e ao leite da mae, através da administragdo de
colostro orofaringeo em pequenas quantidades (conhecido como colostroterapia), mesmo
antes do RN estar pronto para se alimentar por via oral, parece ser segura € promove a
maturacdo imunologica, bem como ajuda a atenuar os efeitos da experiéncia alterada no
paladar e no funcionamento oromotor advindo da nutri¢do prolongada por sonda, e assim
auxilia o neonato a preparar-se para quando fizer alimentagdes orais. Efeitos da
colostroterapia podem ainda resultar na reducao do tempo de hospitalizagao e influenciar nos

habitos alimentares de longo prazo (HOSSAIN et al., 2021; REAM; LEHWALD, 2017).

12 COLONIZACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL

A colonizacdo pelos componentes da microbiota materna ocorre através da
transferéncia entre mae ¢ RN a partir do momento do parto e intensifica-se durante o periodo
neonatal com o ato da amamentagio (MACPHERSON; AGUERO; GANAL-VONARBURG,
2017).

Entende-se por microbiota intestinal o conjunto de microrganismos residentes na
superficie da mucosa intestinal (incluindo bactérias, arqueas, virus, fungos e protozoarios) que
estdo em constante comunicagao com os sistemas do organismo hospedeiro, constituindo uma
relacdo de simbiose. Esses microrganismos relacionam-se com o hospedeiro metabolizando
componentes da dieta, moldando o epitélio e fortalecendo a integridade intestinal, regulando o
sistema imune e defendendo-o diretamente de outros microrganismos patogénicos
(THURSBY; JUGE, 2017; GOMAA, 2020; MILANI et al., 2017).

De forma geral, um numero relativamente baixo de patdégenos também sdo
considerados membros da microbiota intestinal e residem no hospedeiro de forma
imperturbavel na maior parte do tempo, tornando-se uma ameaca a satde do hospedeiro
apenas quando o ecossistema e a homeostase da microbiota intestinal se tornam perturbadas,
constituindo um quadro de disbiose (MILANI et al., 2017). Dito isso, ¢ importante salientar
que a constitui¢do da microbiota e a diversidade de microrganismos nela presente esta sujeita

a modificagdes ao longo dos acontecimentos na vida do hospedeiro, como uso de antibidticos,



21

doengas ou mudangas na dieta (GOMAA, 2020; MARTINO et al., 2022; ZMORA; SUEZ;
ELINAV, 2019).

Em revisao do papel da microbiota intestinal no metabolismo de elementos da dieta
em componentes alimentares bioativos, Gomaa (2020) relatou que ja foi observado o
potencial da microbiota em sintetizar vitaminas (como biotina, tiamina, cobalamina,
riboflavina, 4cidos pantoténicos, vitamina B e K), neuroquimicos, carboidratos, aminoacidos
de cadeia ramificada, aminas, fenois, acido fenilacético, acidos biliares, colesterol e acidos
graxos conjugados.

Mas, um dos papéis desempenhados pela microbiota mais conhecidos e que traz
grandes beneficios ao organismo hospedeiro ¢ a capacidade de metabolizar carboidratos
indigeriveis como celulose, hemiceluloses, amido resistente, pectina, oligossacarideos e
lignina em 4cidos graxos de cadeia curta (AGCCs), como &cidos acético, propidnico e
butirico. Os AGCCs servem como uma fonte de energia significativa para as células epiteliais
intestinais, fortalecendo a barreira da mucosa e aumentam a produgdo das proteinas de
jungdes de oclusdo na barreira hematoencefalica, limitando a entrada de metabdlitos
indesejaveis no tecido cerebral, assim como, a fermentacdo de AGCCs produz um aumento na
absor¢do de «calcio, o que provoca um impacto significativo no crescimento e
desenvolvimento 0sseo. Esses metabolitos sdo produzidos principalmente por espécies dos
filos Firmicutes e Bacteroidetes, assim como por alguns microrganismos intestinais
anaerobios (GOMAA, 2020; ROOKS; GARRETT, 2016).

Além disso, a microbiota intestinal também apresenta estreita colabora¢do com o
sistema imunologico da mucosa intestinal, desempenhando fungdes vitais em sua maturacao.
Tanto que organismos que apresentam uma interagao prejudicada entre a microbiota intestinal
e o sistema imunologico da mucosa manifestam maior incidéncia de doencas inflamatorias
(SHI et al., 2017). Estudos realizados em camundongos livres de germes (ou seja, desprovidos
de microbiota) mostraram que esses animais possuiam defeitos imunologicos importantes,
especialmente no intestino, € maior suscetibilidade a infec¢des. Esses camundongos
apresentaram reducdo da espessura do muco que reveste o epitélio, alteragdo da morfologia
das criptas intestinais e placas de Peyer e linfonodos mesentéricos menores € em menor
numero, assim como suas c€lulas B produziam menores quantidades de IgA secretora
(anticorpo essencial da mucosa, responsavel por manter a integridade da barreira) e havia um
desequilibrio entre os subconjuntos de células T auxiliares (ROOKS; GARRETT, 2016).

Ao entender a extensdo dos beneficios proporcionados por uma microbiota saudavel,

¢ incontestavel que uma microbiota bem estruturada no inicio da vida contribui para o
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crescimento do hospedeiro e desenvolvimento do seu sistema imunologico. Por outro lado,
quando a composi¢ao da microbiota intestinal durante a vida neonatal, ou durante o inicio da
infancia, sofre grandes alteragdes, caracterizando-se como aberrante, existe maior
probabilidade do individuo apresentar distirbios pediatricos ou até doengas na idade adulta
(GENSOLLEN et al., 2016; MILANI et al., 2017).

A composicao da microbiota do inicio da vida costuma ser bastante influenciada pelo
tipo de parto em RNs que nasceram a termo. Enquanto neonatos nascidos por parto vaginal
serdo colonizados por microrganismos associados a vagina, como Lactobacillus sp., os RNs
que nasceram por cesarea sao mais susceptiveis de serem colonizados por microrganismos da
pele materna ou da equipe e ambiente hospitalar, como Staphylococcus sp. (MILANI et al.,
2017).

Porém essa influéncia nao parece ser tdo evidente quando se tratando de RNs
prematuros, possivelmente devido ao alto uso de antibidticos nos primeiros dias de vida,
apresentando um desenvolvimento microbiano instavel (MARTINO et al., 2022). Outra
justificativa possivel seria que a diminuicdo dessa influéncia decorre do fato que maes que
tiveram parto prematuro ja apresentam uma microbiota vaginal alterada. Um estudo que
analisou a microbiota vaginal de maes que tiveram partos prematuros espontaneos verificou
que as mulheres que sofrem parto prematuro apresentaram diversidade geral de
microrganismos aumentada em suas amostras, assim como reducdo significativa da espécie
Lactobacillus crispatus e aumento significativo de dois taxons previamente associados a
condi¢des adversas da saude vaginal, Megasphaera tipo 1 e TM7-H1 (FETTWEIS et al.,
2019).

Existe também uma influéncia da microbiota da méae no desenvolvimento do sistema
imune do feto. Apesar de ndo haver transferéncia da microbiota da mae para feto antes do
nascimento, muitos metabolitos, incluindo os AGCCs provenientes da microbiota materna,
sdo transferidos pela placenta e possuem efeitos na imunidade fetal, podendo, por exemplo,
gerar protecdo contra o desenvolvimento de asma mais tarde na vida. Além disso, o uso
materno de antibidticos e doengas relacionadas ao trato gastrointestinal na mae durante a
gestacdo, também parecem aumentar o risco do surgimento de doencas nos filhos, mais tarde
em sua vida, devido a influéncia exercida por essas condigdes no sistema imunoldgico fetal

(KENNEDY et al., 2021; MARTINO et al., 2022).
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1.3 BENEFICIOS DO LEITE MATERNO

O leite materno e o colostro possuem uma grande quantidade de nutrientes e
compostos bioativos que influenciam diretamente no crescimento e desenvolvimento de
sistemas do RN. Estdo presentes varios compostos imunomoduladores, como oligossacarideos
do leite humano (OLH), citocinas reguladoras, fatores de crescimento, imunoglobulinas,
principalmente do tipo A (IgA), fatores imunes inatos, peptideos antimicrobianos e
lipopolissacarideos de bactérias Gram-negativas, mas também outros fatores ativos
inespecificos, como lisozima e lactoferrina. De modo geral, ja estd bem estabelecido que o
leite humano atua tanto na prevengdo quanto no tratamento da ECN e outras morbidades
gastrointestinais (COLLADO et al., 2015; FORD et al.,, 2019; MARTINO et al., 2022;
FERNANDEZ et al., 2018).

O leite de maes que fizeram parto prematuro contém niveis mais altos de proteina,
sodio, cloreto, calcio, zinco, cobre e folato do que o leite materno a termo. O colostro dessas
maes ¢ especialmente rico em componentes imunoprotetores em comparagdo com o leite
materno maduro. Esse tipo de leite pode fornecer uma elevada quantidade de IgA, que atua
inibindo o crescimento de patdgenos na superficie da mucosa; e de antioxidantes, que protege
o dano da mucosa causado pelos radicais livres, conservando a membrana saudavel e
conferindo maior prote¢do da barreira intestinal. Ja foi verificado também que os biofatores
do colostro podem proteger os RNs prematuros de condi¢cdes como a NEC, a ROP, a DBP,
sepse, problemas neurocognitivos e cardiovasculares (HOSSAIN et al., 2021).

Dentre os compostos bioativos encontrados no leite, destacam-se os OLHs,
componente que traz numerosos beneficios a saude do RN, como imunomodulacdo e prote¢dao
contra doengas infecciosas. OLHs também sdo considerados prebidticos naturais, pois
estimulam ativamente o crescimento de membros especificos da microbiota intestinal infantil,
aumentando, em especial, o crescimento de espécies do género Bifidobacterium. Isso ocorre
devido ao fato de que sdo poucas as bactérias que expressam toda a maquinaria necessaria
para degradagdo dos OLHs, grande parte delas tém a capacidade apenas de clivar e
metabolizar elementos especificos da molécula. No entanto, as comunidades microbianas
podem agir em conjunto, degradando sequencialmente e metabolizando em um esfor¢o de
equipe a estrutura complexa de um OLH. Para outros tipos de microrganismos os OLHs
possuem um efeito contrario, atuando como antimicrobiano, um exemplo disso ¢ o
Streptococcus do grupo B (GBS), que tem seu crescimento restringido na presenga de OLHs.
Vale ressaltar ainda que nem todo RN que recebe leite humano ¢ exposto a0 mesmo conjunto

de OLHs, pois a quantidade total e a composi¢do estrutural sdo altamente variaveis entre
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diferentes mulheres, podendo ainda o leite de uma mesma mae apresentar mudangas em sua
composicdo ao longo da lactacdo. Isso contribui para a modulacdo de comunidades
microbianas infantis distintas com potenciais consequéncias de curto e longo prazo
(MARTINO et al., 2022; MILANI et al., 2017; FERNANDEZ et al., 2018).

Além da modulagdo através dos OLHs, a amamentagdo tem um grande efeito no
desenvolvimento da microbiota do neonato, justamente por possuir sua propria comunidade
microbiana (MARTINO et al., 2022). Em um estudo que realizou a comparagdo entre RNs
alimentados com leite de doadora pasteurizado e RNs alimentados com leite da propria mae,
as amostras desse segundo grupo apresentaram aumento na diversidade da comunidade
microbiana intestinal nos niveis de filo e género, assim como aumento significativo na
abundancia de Bifidobacterium sp. e Bacteroides sp. (ambos associados a prevencao da NEC),
os RNs desse grupo também apresentaram melhor tolerncia alimentar e crescimento superior
(FORD et al., 2019).

Dessa forma, fica evidente que a amamentagdo ¢ uma medida simples, mas que
contribui fortemente para evitar grande parte das mortes e condi¢des adversas que afetam os
RNs no periodo neonatal. Inclusive, a OMS recomenda que a amamentagao na primeira hora
de vida seja estimulada a todo RN, seja exclusiva até os 6 meses de vida, e continuada
complementando a alimentagdo até dois anos ou mais (WHO; UNICEF, 2023). Neonatos que
nao sdo amamentados na primeira hora de vida ou que sdo pouco amamentados no geral,
correm maior risco de morte decorrente de diarreia ou outras infecgdes e ainda possuem maior
tempo de hospitalizagio (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Além disso, alguns estudos
também relacionam o aleitamento materno com uma melhora no coeficiente intelectual e boa
preparagdo para a escola, podendo ter um impacto duradouro na cognicao, assim como reduz
o risco de cancer de mama nas maes (BLESA et al., 2019; VICTORA et al., 2015; UNAR-
MUNGUIA et al., 2017).

Os RNs prematuros sao especialmente necessitados dos componentes do leite cru da
propria mae (LM), devido as caracteristicas apresentadas anteriormente de imaturidade dos
orgdos e do seu sistema imune, estando expostos a uma série de complicagdes e
microrganismos potencialmente patogénicos. No entanto, em uma grande quantidade de
partos prematuros a mae nao consegue produzir uma quantidade adequada de leite ou até
mesmo qualquer quantidade. Nestes casos, a melhor alternativa torna-se o leite de doadora
(LD) disponivel nos bancos de leite humano, os quais precisam passar pelo processo de
pasteurizagdo a fim de garantir maior seguranga contra patdgenos, ao RN. Mesmo

pasteurizado, o LD ainda garante um aporte nutricional importante aos neonatos e também
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parece fornecer maior prote¢do contra ECN, em comparagdo ao uso de formula infantil
(COLLADO et al., 2015). Por outro lado, o processo de pasteurizacdo também resulta na
inativacao de varios dos compostos bioativos (como fatores de crescimento, hormonios, OLH
e outros fatores imunoldgicos) e na deplecao da microbiota do leite, tornando-o menos
benéfico para a tolerdncia alimentar e prevencgdo de infecgdes (FERNANDEZ et al., 2018;
FORD et al., 2019).

Tendo em vista a queda de qualidade do LD em relagdo ao LM e as necessidades
apresentadas pelos RNs prematuros, ¢ fortemente estimulada a producao de leite, mesmo que
em pequenas quantidades, nas UTI-neo. Essas pequenas quantidades podem ser utilizadas
para personalizagdo do LD. Segundo Cacho e colaboradores (2017), é possivel restabelecer
microrganismos de ocorréncia natural potencialmente benéficos no LD a partir da inoculagao
de 10% do LM, e incubacdo deste leite a 37 °C por um periodo de 4 horas. Este estudo
também reportou que a microbiota do leite humano tem um alto grau de variabilidade
individual, conferindo um papel ativo a mae em oferecer um alimento personalizado para seu

filho (CACHO et al., 2017).

2HIPOTESE
A inoculagdo do LM no LD resulta na restauragdo parcial da microbiota do
leite, sendo suficiente para modular a colonizagdo microbiana intestinal de RNs prematuros

para um perfil de microbiota diferente daquele dos RNs alimentados com LD.

30OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL:

Determinar as diferengas de composi¢ao e diversidade do microbioma intestinal de
RNs prematuros menores de 32 semanas de IG alimentados com LD ou com LD com

reconstituicdo (LD-R) da microbiota do LM e sua correlagcao com as caracteristicas clinicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
e Determinar se ha diferencas nas caracteristicas clinicas gerais dos RNs e
maes dos grupos (controle e intervencado) estudados.
e Determinar se ha diferencas significativas na composicao da microbiota entre
as amostras de fezes dos RNs dos grupos estudados.
e Determinar se ha diferengas significativas nos indices de diversidade da

microbiota entre as amostras de fezes dos RNs dos grupos estudados.
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4MATERIAIS E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O presente trabalho faz parte de um projeto maior titulado “Causas e efeitos de
microbiotas da mae no nascimento e sobrevida de recém nascidos pré-termos: estratégias de
promocao de saude materno-infantil”, coordenado pelo Prof. Dr. Carlos R. Zarate-Bladés e
pela Prof. Dra. Maria Marlene de Souza Pires, o qual foi contemplado no Edital de Chamada
Publica Fapesc n° 16/2020 — Programa Pesquisa para o SUS: Gestdo Compartilhada em Satde
— PPSUS. Esse projeto principal foi submetido ao comité de ética em pesquisa com seres
humanos (CEPSH) da Maternidade Carmela Dutra e da UFSC, incluindo termos de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). A aprovagdo corresponde ao processo CAAE:
41063520.4.0000.0121. A pesquisa também foi registrada e aprovada na Plataforma ReBEC,
Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos, sob o codigo RBR-729kr8x. Seguindo as normativas
do CEPSH, o projeto de mestrado referente a esta dissertacdo também foi submetido ao
comité informando a sua ligagdo com o projeto principal acima citado e foi aprovado no

processo CAAE 48288921.0.0000.0121.

42  RECRUTAMENTO DE BINOMIOS

O projeto principal incluiu bindmios mae-RNs prematuros menores de 32 semanas,
nascidos na Maternidade Carmela Dutra e internados na UTI-neo no periodo de abril de 2021
a fevereiro de 2023. A maternidade Carmela Dutra ¢ referéncia do estado de Santa Catarina
para o bindmio mae/neonato de alto risco, e atende cerca de 400 nascimentos ao més com
uma média de 80 internacdes de prematuros abaixo de 32 semanas ao ano pelo Sistema Unico
de Saude.

Os bindmios participantes do estudo principal dividem-se em dois grupos: 40
bindmios mae-RN para o grupo que recebeu o LD-R e 40 bindmios mae-RN para o grupo
controle que recebeu o LD como feito rotineiramente. O tamanho amostral foi calculado
considerando os dias livres sem dieta plena enteral e baseia-se nas seguintes informacdes: alfa
de 5%, poder de 80% para detectar uma diferenca de pelo menos 4 dias entre os grupos. Para
o célculo foram utilizados a média (4,33) e o desvio padrao (2,87) de dias livres sem dieta

plena nos ultimos 4 anos do servigo em questdo e acrescido 20% para eventuais perdas.
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43  COLETA E REGISTRO DOS DADOS CLINICOS

O recrutamento e acompanhamento clinico dos bindmios do projeto foi realizada
pela neonatologista Thaise Cristina Brancher Soncini, da Maternidade Carmela Dutra, como
parte do seu doutorado no Programa de Pos-Graduagao em Ciéncias Médicas (UFSC). O
manejo nutricional do prematuro foi mantido de acordo com o protocolo j& realizado na
maternidade: todos os lactentes com muito baixo peso ao nascer (MBPN) receberam nutricao
parenteral no primeiro dia de vida com uma solu¢do parenteral padronizada. A nutricdo
enteral minima (10 a 20 ml/kg/dia) foi iniciada nas primeiras horas de vida, quando as
condi¢des hemodindmicas permitiram, com colostro materno ou LD ndo fortificado e
aumentada progressivamente de 20 a 30 ml/kg/dia até¢ 150 a 170 ml/kg/dia de acordo com a
tolerancia. A nutri¢do parenteral suplementar foi interrompida quando a ingestdo enteral atinja
100 a 120 ml/kg/dia. A fortificacdo leite materno com FMS85® padrio (informagdes

nutricionais vide pagina: https://www.pediatrianestle.com.br/produtos/fm-85r) foi introduzida

a 25% quando o volume enteral atingiu 100 ml/kg/d.

As medidas de crescimento desde o nascimento até o décimo quinto dia de vida
foram registradas da seguinte maneira: o peso foi registrado diariamente usando uma balanca
eletronica (em gramas), o perimetro cefalico (em centimetros) € o comprimento (em
centimetros) foram aferidos semanalmente por meio de fita métrica e estadidmetro,
respectivamente. Além disso, também foram avaliados a velocidade de ganho ponderal
(g/kg/dia) na média de 4 dias e o tempo para recuperar o peso de nascimento.

Foram coletados dados clinicos de 80 bindomios Mae-RN, contendo as seguintes
informagdes: nome da mae e RN, data de nascimento do RN, idade da mae, escolaridade,
estado civil, etnia, nimero da gestacdo, nimero de abortos, pré-natal, gestacdo multipla,
numero de fetos, infeccdo congénita (qual), outras patologias, uso de medicamentos, diabetes
mellitus gestacional, hipertensdo arterial sistémica/doenca hipertensiva da gravidez, uso de
corticoide pré-natal e doses, uso de sulfato de magnésio, ruptura prematura de membranas,
tempo BR(h), interrupcao eletiva, infec¢dao, antibiotico intraparto (qual), sexo do RN, tipo de
parto, idade gestacional, new Ballard, data da ultima menstruagdo, ultrassonografia, Apg 1 e
5, peso ao nascer, comprimento, perimetro cefalico, uso de surfactantes, uso de corticoides
poOs-natal, ventilagdo mecanica invasiva (dias), ventilagdo mecanica ndo invasiva (dias), dias
de O2, dias de cateter central, ECN, tratamento persisténcia do canal arterial, convulsao,
ultrassonografia de cranio, sepse precoce (agente), sepse tardia (agente), uso de antibidticos
(qual, quantos dias e indicagdo do uso), culturas positivas (local), antifingicos (qual), DBP,

retinopatia da prematuridade, doenca metabodlica Ossea, Losec/IBP, sangue nas fezes,
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procedimentos cirargicos (qual), ictericia, fototerapia, transfusdo sanguinea, reanimacao,
colostroterapia (dias), dias para inicio da dieta enteral, dias na dieta plena enteral, dias de
nutri¢ao parenteral periférica, uso de FM, uso de formula infantil durante a internagdo (qual),
dieta na alta, dias de internacao e obito. Os quais foram retirados dos prontuarios médicos de

cada paciente.

4.4 RESTAURACAO DA MICROBIOTA DO LEITE

As maes que aceitaram participar do estudo, compreenderam e assinaram o TCLE
(Anexo 1) foram encaminhadas ao banco de leite humano da maternidade logo apos
internacao na UTI-neonatal, para que pudessem iniciar a ordenha de colostro e posteriormente
de leite. O leite foi retirado por meio de bombas de extracao de leite elétricas (Matern Milk™)
sob supervisdo da enfermeira responsavel pela unidade. Foram seguidas as normas de higiene
j& estabelecidas pela maternidade. Apds a coleta, o leite foi etiquetado e colocado sob
refrigeracdo. O processo de inoculacdo do LD com o LM cru ocorreu da seguinte forma: foi
coletado LM e misturado com LD em uma propor¢ao de 10% do LM e 90% do LD (CACHO
et al., 2017). Essa mistura foi colocada em uma estufa propria a 37 °C por um periodo de 4h.
Em seguida, guardado em recipiente em geladeira por um periodo de até 24h.

Os procedimentos de cuidados e manejos dos RNs ndo foram modificados por causa
do presente protocolo de pesquisa. Dessa forma, os pacientes ndo receberam nenhum tipo de
intervencao ou coleta de amostras que nao estavam dentro dos procedimentos indicados para
cada caso e rotineiramente realizados na Maternidade Carmela Dutra. Assim, no caso da
adi¢do (em 10%) de LM ao LD, foi realizada quando a mae ja produzia pelo menos 10% do
volume total do leite prescrito para seu proprio filho. J4 os casos de ndo suplementacdo
corresponderam aqueles casos nos quais a mae nao produziu leite ou ela apresentou alguma
caracteristica que dificultasse a realizacdo da amamentacao direta ou da ordenha do leite ou a

ndo produgdo da quantidade minima necessaria para a inoculagdo do LD.

4.5 COLETA, ARMAZENAMENTO E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

A fim de analisar a microbiota fecal dos RNs, eles foram divididos em dois grupos
de acordo com o tipo predominante de dieta, podendo ser (> 95% do volume total) em: LD ou
LD-R. As amostras de fezes dos RNs prematuros foram coletadas a partir das fraldas que
foram preservadas pelos membros da equipe da UTI-neonatal durante a atencdo de rotina dos
RNs em trés tempos: uma no primeiro dia de vida, uma no quinto dia e a tltima no décimo dia

do nascimento.
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Todas as amostras de fezes coletadas foram mantidas refrigeradas por, no méaximo,
24 horas em geladeira na UTI neonatal até a sua entrega aos membros do time de pesquisa do
Laboratorio de Imunorregulagdo (iREG) e do Laboratorio de Microbiologia Molecular
Aplicada (MIMA) da UFSC. Todos os materiais necessarios para a coleta e transporte das
amostras foram fornecidos pelos laboratorios da UFSC.

O transporte das amostras foi realizado em caixas e sacolas térmicas e transportadas
aos laboratorios da UFSC para aliquotagem. O contetido presente nas fraldas foi dividido em
trés aliquotas de até 500 mg, dois tubos continham a amostra de fezes pura e no terceiro tubo
foi adicionado 500 pl de DNA/RNA shield™ (Zymo Research). As aliquotas prontas foram
armazenadas em freezer -80 °C até serem transportadas, em gelo seco, a empresa GoGenetic
(Curitiba-PR), que realizou a extragao e o sequenciamento das amostras.

Para este trabalho, somente foi possivel realizar o sequenciamento de 39 amostras do
terceiro tempo (fezes do décimo dia de vida do RN). Essas amostras foram enviadas para a

empresa contratada em duas levas: a primeira com 16 amostras e a segunda com 23 amostras.

4.6 EXTRACAO E SEQUENCIAMENTO

Para extragdo de DNA metagendmico, foram utilizados 250 mg das amostras de fezes
com o kit Quick-DNA Soil/Fecal Microbe (Zymo Research). A qualidade dos DNAs
extraidos foi verificada por meio da quantificagio em Nanodrop (Thermo Scientific™). A
regido V3 a V4 do gene da subunidade ribossomal 16S foi amplificada utilizando 20 ng de
DNA, com os primers 357F/805R em sistema GoTaqG2 (Promega), de acordo com protocolo
validado da Illumina.

Primers utilizados na amplificagdo:
16S 357F  TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCW
GCAG
16S 805R  GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTA
TCTAATCC

Os amplicons com barcodes foram quantificados em fluorimetro Quantus DNA
(Promega), e sequenciados na plataforma MiSeq (Illumina Inc.) com MiSeq Reagent 500V2,
em pairend 250b. As sequéncias produzidas foram filtradas para adaptadores Illumina e

demultiplexadas com ferramenta bcl2fastq (Illumina Inc.).
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4.7  ANALISE DE BIOINFORMATICA

O primeiro grupo de amostras (n=16) sequenciadas resultou em sequéncias de Otima
qualidade com alto numero de leituras por amostra, no entanto, o segundo grupo de amostras
(n=23) resultou em sequéncias de baixa qualidade (em especial a fita antisenso, R2), com
nimero baixo de leituras por amostra (o que se agravou apds etapas de filtragens das
analises). Diante desse cendrio, repetiu-se o sequenciamento do segundo grupo (ou apenas
algumas das amostras) mais duas vezes, na tentativa de obter melhores resultados, sem
sucesso. Portanto a solugdo encontrada para melhor aproveitamento dos dados obtidos foi de
analisar em conjunto, usando os dados dos trés sequenciamentos do segundo grupo de
amostras.

A analise das sequéncias geradas foi realizada por protocolos validados para andlise da
composicdo microbiana de amostras geradas por metabarcoding. Inicialmente, foi realizada a
analise da qualidade das sequéncias com o programa FastQC (ANDREWS, 2010). Em
seguida, os dados brutos passaram por corte de qualidade com o programa Trimmomatic
(BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014). Na etapa seguinte foi utilizada a plataforma QIIME
2™ (BOLYEN et al., 2019), onde as sequéncias trimadas passaram por mais filtragem,
remocao de ruidos do sequenciamento, alinhamento e jun¢do de dados das leituras R1 e R2, e
remog¢ao de sequéncias quiméricas usando os plug-ins Cutadapt e DADA2 (CALLAHAN et
al., 2016). Todas as variantes de sequéncia de amplicon (ASVs) de baixa frequéncia foram
filtradas e removidas, o restante das ASVs passaram por alinhamento com mafft (KATOH et
al., 2002). Posteriormente, foi feita entdo a identificacdo taxondmica com pacote
Classifier/Vsearch (BOKULICH et al., 2018) e o banco de dados.

Para este trabalho foi feita a identificacdo taxondmica em quatro bancos de dados
diferentes: GreenGenes (DESANTIS et al., 2006), Silva (QUAST et al., 2013), RDP
(MAIDAK et al., 1996) e GTDB (PARKS et al., 2022), para quatro tipos de tratamento de
dados (dados pareados, dados pareados trimando 50pb, dados apenas do R1 e dados apenas do
R1 trimando 50pb), para que fosse possivel escolher um protocolo que apresente os resultados
de forma mais confidvel e com maior profundidade (maior numero de espécies), o fluxograma
do trabalho estd representado na figura 1.

Por fim, a taxonomia atribuida pelo banco de dados de escolha com o tipo de
tratamento de dados selecionado foi organizada em tabelas que foram importadas para os
softwares de andlise estatistica R Studio versdo 4.2.2 (R CORE TEAM, 2022) e STAMP
versdo 2.1.3 (PARKS et al., 2014). Para obten¢do da representacdo grafica de abundancia

absoluta e relativa ou de diversidade alfa e beta, foram utilizados os pacotes phyloseq
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(MCMURDIE; HOLMES, 2013), tidyverse (WICKHAM et al, 2019) e ggplot2
(WICKHAM, 2016) no R Studio. Enquanto que a representacdao grafica da propor¢do de

sequéncias identificadas para cada género foi obtida através da interface do STAMP.

Figura 1 - Fluxograma do tratamento de dados.

Trimmomatic: trimming de qualidade Trimmomatic: trimming de qualidade

Qiime trimming
final 50pb

Qiime trimming

Clime final 50pb

Classifier/Visearch Classifier/Vsearch

Mafft, fasttree Mafft, fasttree

————

Legenda: Seq: sequenciamento. Trimming/trim: corte/cortado. Paired: dados pareados. Single:
apenas R1.
Fonte: Elaborado por colaboradores (2023).

48  ANALISE ESTATISTICA

Para realizar as andlises estatisticas dos dados clinicos foi utilizado o programa
GraphPad Prism versdo 8.0.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, California
USA). Para variaveis numéricas foram aplicados testes de normalidade, seguidos do teste t de
Student para amostras independentes quando os dados seguiam distribui¢ao normal ou testes
Mann-Whitney e Kolmogorov-Smirnov quando ndo seguiam a normalidade. E para

compara¢do das varidveis categoricas foi aplicado o teste Qui-quadrado ou teste Exato de
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Fisher (se frequéncia absoluta de casos fosse menor que 5 para alguma das caselas das tabelas
de contingéncia analisadas). Por fim, os dados foram organizados em uma tabela apresentada
na sessao de resultados, variaveis numéricas foram descritas por média e desvio-padrao (DP),
enquanto que variaveis categoricas foram descritas a partir da distribuicao de frequéncias em
porcentagem.

Para calcular o valor da diferenca entre proporgdes de sequéncias identificadas como
cada género por grupos foram aplicados os testes T de Welch (quando comparados dois
grupos) e ANOVA com teste Tukey-Kramer como post-hoc (quando comparados trés grupos)
através do STAMP.

Por fim, foi utilizado o R Studio para andlise da alfa diversidade, empregando os
indices Observed, Shannon, Simpson e o de Simpson Invertido (InvSimpson). Primeiro foi
aplicado o teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida, se eram analisados apenas dois
grupos, aplicou-se o teste T de Welch (quando seguia a distribui¢do normal) ou o teste de
Wilcoxon (quando ndo seguia a distribui¢do normal). No caso da analise de alfa diversidade
para mais de dois grupos foi aplicado o teste ANOVA seguido do teste de Tuckey (quando
seguia a distribuicao normal) ou o teste de Dunn (quando nao seguia a distribui¢cao normal). E
para beta diversidade foi utilizada a representacdo grafica da analise de coordenadas
principais (PCoA), através da matriz de distancia pelo método de Bray-curtis, com posterior
analise de significdncia por teste de homogeneidade de dispersdes multivariadas, teste de
permutacdes de adonis e post-hoc com teste de Tukey para verificar comparagdes de médias
entre grupos, também através do R Studio.

Em todos os testes descritos o nivel de significancia adotado foi de 5%.

SRESULTADOS

No projeto como um todo, foi realizada a coleta e armazenamento de 240 amostras de
fezes, referente a 80 RNs em trés tempos diferentes, e 216 amostras de leites (incluindo trés
tipos de leite LM, LI e LP) referente a 36 maes em dois tempos diferentes.

Os resultados apresentados neste trabalho referem-se aos RNs, e suas maes, que
tiveram amostras devidamente sequenciadas. Foram 39 RNs, 18 do grupo controle e 21 do
grupo intervengdo, € as amostras aqui estudadas sdo referentes ao terceiro tempo do estudo,
ou seja, dez dias apds o nascimento. Além disso, foram estudadas 36 maes, sendo 17 do grupo
controle e 19 do grupo intervengdo, das quais trés sdo maes de gémeos. Somente as 19 maes

do grupo intervengdo tiveram amostras de leite coletadas, tendo em vista que as maes do
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grupo controle ndao possuiam leite suficiente, ou nenhum, para doarem ao estudo, e justamente

por isso foram alocadas nesse grupo.

5.1  RESULTADOS CLINICOS

De forma geral, os RNs do estudo nasceram com IG em torno de 29 semanas e seis
dias, na média. A maioria dos RNs (82,05%) se enquadram na classificagdo de “muito pré-
termo” (MPT), a qual inclui nascimentos entre 28 a 31 semanas e seis dias, e apenas 7 RNs
(17,95%) classificam-se como “extremo pré-termo” (EPT), ou seja, nascidos com menos de
28 semanas de IG (HARRISON; GOLDENBERG, 2016).

A média do peso ao nascer dos RNs estudados foi de aproximadamente 1.339 gramas,
do comprimento corporal foi de 38 cm e a média do perimetro cefalico foi de 27 cm. Boa
parte dos RNs (43,59%) classificam-se como possuindo “baixo peso ao nascer” (BPN),
classificagdo que abrange neonatos com menos de 2.500 g ao nascer; 35,90% enquadram-se
na classificacdo “muito baixo peso ao nascer” (MBPN), ou seja, apresentando menos de 1.500
g ao nascer; ¢ 20,51% foram classificados como “extremo baixo peso ao nascer” (EBPN),
neonatos nascidos com menos de 1.000 g (CUTLAND et al., 2017). Apesar das propor¢des
apresentadas, apenas 3 RNs do estudo (2 no grupo intervengdo e 1 no grupo controle) foram
classificados como “pequenos para a idade gestacional”, ou seja, neonatos cujo peso ao nascer
estava abaixo do décimo percentil da populagao de referéncia, de acordo com a IG
(CUTLAND et al., 2017). Ademais, 64,10% dos neonatos eram do sexo feminino e apenas
35,90% eram do sexo masculino.

A distribuigdo de RNs pelo tipo de parto foi equivalente, com 51,28% nascidos por
cesarea e 48,72% por parto vaginal. Essa quantidade de partos do tipo cesérea influenciou no
tanto de maes fazendo uso de antibioticos (83,33%), ja que 9 das 30 maes que utilizaram,
fizeram o uso pontualmente para profilaxia devido ao tipo de parto, o restante das 21 maes
que fizeram o uso foi com a finalidade de combater alguma infeccdo durante a gestagdo
(36,11% das maes) e/ou uma infec¢do nos primeiros dias apos o parto (22,22% das maes).
Para mais informagdes sobre os antibidticos utilizados pelas maes do estudo e sobre as
infec¢des ou comorbidades que elas apresentaram, verificar os Anexos 2 e 3, respectivamente.

A maioria dos RNs do estudo fizeram uso de antibidticos (66,67%) e de fortificante de
leite materno (71,79%) antes do momento da coleta das amostras (para saber quais
antibidticos foram utilizados pelos RNs e por quantos dias cada um deles utilizaram o FM
verificar os Anexos 4 e 5, respectivamente). 15,38% dos neonatos apresentaram quadro de

sepse tardia, e 43,59% apresentaram resultados de cultura positivos em algum momento
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durante o periodo de hospitalizacdo. Para 9 dentre os 17 RNs que tiveram resultados de
cultura positivos, a coleta da amostra para cultura foi feita antes do dia de coleta da amostra
de fezes para o estudo, os quais serdo analisados em uma proxima sessdo como o grupo de
RNs com infec¢ao (para mais detalhes ver Anexo 6). Dois RNs do estudo apresentaram casos
de sepse precoce presumida (um controle e outro intervencao), outros dois, casos de ECN
(ambos controles), e nenhum deles fez uso de formula infantil antes do periodo de coleta de
amostras.

Uma propor¢do menor de maes em ambos os grupos apresentou quadros de diabetes
mellitus gestacional (DMG) ou de hipertensao arterial sistémica (HAS). E, apesar do grupo
intervengdo ter uma maior quantidade de maes apresentando essas comorbidades que o grupo
controle, a diferenca ndo ¢ significativa estatisticamente.

Através da separagdo dos dados entre os dois grupos, apresentados na tabela 1, foi
possivel notar que os RNs do grupo controle eram levemente mais velhos (maior média de
idade gestacional), mais pesados (maior média de peso ao nascer) e maiores em tamanho e
perimetro cefalico, mas todos esses parametros sem diferenca estatistica entre os grupos.
Também foi possivel perceber que os RNs do grupo intervengdo atingiram a dieta enteral em
menos dias (na média), aguentaram receber alimentagcdo por via oral por mais tempo (na
média) e tiveram uma menor proporcao de individuos com culturas positivas e com quadro de
sepse tardia ao longo do periodo de internagdo, em comparagdo aos RNs do grupo controle.
Porém, ndo foi em identificada diferenca significativa entre os neonatos do grupo controle e
os do grupo interven¢do em nenhum parametro analisado, sugerindo que a interven¢do na
dieta ndo provocou um efeito clinico para essa parcela dos RNs avaliada. Assim como nao
houve diferenca significativa entre os grupos em nenhuma das caracteristicas clinicas citadas
anteriormente, denotando a homogeneidade dos individuos entre os grupos analisados.

Nao foi possivel apresentar dados relativos ao peso e estado nutricional materno
devido a limitagdes apresentadas pelos profissionais da maternidade responsaveis pelas
entrevistas com as maes. Apesar disso, os prontudrios médicos das maes avaliadas nesse

trabalho relatam que todas estavam se alimentando bem nos primeiros dias do puerpério.



Tabela 1— Caracteristicas clinicas dos RNs e das maes.

Dados dos RNs Grupo Controle (n=18) Grupo Intervencio (n=21)
Idade gestacional (semanas) 29,98 £ 1,65 29,55+ 1,83
Peso ao nascer (g) 1407,78 £ 342,95 1280,48 + 346,69
Tamanho (cm) 39,07 £2.91 37,64 +£322
Circunferéncia da cabega (cm) 27,97 +2,14 26,86 + 2,31
Inicio da dieta enteral plena’ (dias) 13,22 + 14,27 12,24 £ 8,93
Periodo em NVO' (dias) 2,50+2,36 2,05+2,36
Tipo de parto
Cesareo 25,64% (n=10) 25,64% (n=10)
Vaginal 20,51% (n=8) 28,21% (n=11)
Género do RN
Feminino 28,21% (n=11) 35,90% (n=14)
Masculino 17,95% (n=7) 17,95% (n=7)

Classificagcdo de prematuridade
EPT
MPT

5,13% (n=2)
41,03% (n=16)

12,82% (n=5)
41,03% (n=16)

Classificagdo de peso ao nascer
EBPN
MBPN
BPN

7,69% (n=3)
15,38% (n=6)
23,08% (n=9)

12,82% (n=5)
20,51% (n=8)
20,51% (n=8)

Uso de antibidticos’
Sim

Nao

25,64% (n=10)
20,51% (n=8)

41,03% (n=16)
12,82% (n=5)

Uso de fortificante de leite materno’

Sim 2821% (n=11) 43,59% (n=17)

Nio 17,95% (n=7) 10,26% (n=4)
Sepse tardia’

Sim 5,13% (n=2) 10,26% (n=4)

Niio 41,03% (n=16) 43,59% (n=17)
Culturas positivas®

Sim 23,08% (n=9) 20,51% (n=8)

Niio 23,08% (n=9) 33,33% (n=13)

Dados das maes:

Controle (n=17)

Intervencio (n=19)

Idade (anos)

Raga

26,29 + 5,91

31,11+ 8,77

35



Branca
Preta

Parda

36,11% (n=13)
0,00% (n=0)
11,11% (n=4)

44,44% (n=16)
5,56% (n=2)
2,78% (n=1)

DMG

Sim

17,65% (n=3)
82,35% (n=14)

31,58% (n=6)
68,42% (n=13)

HAS
Sim

Nao

23,53% (n=4)
76,47% (n=13)

26,32% (n=5)
73,68% (n=14)

Infecgao gestacional
Sim

Nao

13,89% (n=5)
33,33% (n=12)

22,22% (n=8)
30,56% (n=11)

Infecgdo pés-parto’
Sim

Nao

8,33% (n=3)
38,89% (n=14)

13,89% (n=5)
38,89% (n=14)

Uso de antibidticos’
Sim

Nao

41,67% (n=15)
5,56% (n=2)

41,67% (n=15)
11,11% (n=4)

Legenda: ‘Contabilizado até o dia de coleta da amostra. 2 Contabilizado em qualquer periodo da
internagdo. NVO: nada via oral. EPT: extremo pré-termo. MPT: muito pré-termo. EBPN:
extremo baixo peso ao nascer. MBPN: muito baixo peso ao nascer. BPN: Baixo peso ao nascer.

DMG: diabetes mellitus gestacional. HAS: hipertensio arterial sistémica.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.2 RESULTADOS DO SEQUENCIAMENTO
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O sequenciamento obteve um total de 3.859.830 leituras, sendo a média por amostra

98.970 + 54.843,83. A amostra com maior quantidade inicialmente (FP34) possuia 240.665

leituras e a menor (FP29) possuia 5.895 leituras. Apds as filtragens no Qiime2, restaram

3.376.484 leituras, com a média de 86.576,51 + 52.394,90 leituras por amostra. A amostra de

maior quantidade ao final das filtragens (passou a ser a FP22) ficou com 218.359 leituras e a

com o menor (permaneceu a FP29) passou a ter 2.174 leituras.

As sequéncias obtidas ja filtradas foram identificadas em quatro bancos de dados

diferentes, GreenGenes, GTDB, Silva e RDP, para depois avaliar qual seria o melhor para

prosseguir com a analise dos dados. Para isso foi feita uma contagem do numero de espécies

identificadas em cada banco de dados. O RDP foi o banco que obteve a maior quantidade de

espécies identificadas para a abordagem escolhida (Quadro 1).
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por banco de dados.
N° de espécies

Quadro 1 — Numero de espécies identificadas

Banco de Dados Abordagem

identificadas
Paired 34
Paired/trimmed 40
GreenGenes
Single 48
Single/trimmed 61
Paired 37
Paired/trimmed 59
GTDB
Single 66
Single/trimmed 86
Paired 64
) Paired/trimmed 88
Silva
Single 118
Single/trimmed 128
Paired 177
Paired/trimmed 245
RDP
Single 330
Single/trimmed 379

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

O banco de dados RDP foi capaz de fazer a identificacdo de 1.636.733 sequéncias no
grupo controle e 1.685.310 no grupo intervencdo. Ademais, um total de 22.020 sequéncias
ficaram classificadas como “ndo identificadas” no grupo controle e 32.421 no grupo
intervengao.

Através da identificacdo taxondmica com o RDP, foi constatada a presenga dos filos
Proteobacteria e Firmicutes com maior abundancia em ambos os grupos de amostras
estudadas, no grupo intervencao também foi encontrada uma abundancia relativamente alta do
filo Bacteroidetes, em seguida também foram identificados os filos Actinobacteria,
Fusobacteria, Cyanobacteria, Euryarchaeota, Plantae e Spirochaetes, mas em quantidades
muito inferiores aos trés citados inicialmente. Graficos de abundancia absoluta e relativa
podem ser verificados no Anexo 7.

Apesar dos bancos de dados terem feito a identificacdo a nivel de espécie,
optou-se por utilizar o nivel de género nas avaliagdes de abundancia e diversidade dos tdxons
encontrados nas amostras devido a maior confiabilidade da identificacdo desse nivel

taxondmico para sequéncias obtidas com o sequenciamento do gene 16S.
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Logo, foram analisados 141 géneros, dos quais 33 estavam presentes
exclusivamente nas amostras do grupo controle, 35 presentes exclusivamente nas amostras do

grupo intervencao e 73 comuns a ambos os grupos (Figura 2).

Figura 2 - Diagrama de Venn com a quantidade de géneros identificados em cada grupo.
Controle

Intervencgao
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

As andlises da microbiota das fezes dos RNs que serdo apresentadas em seguida, estdo
focadas na avaliacdo da diversidade alfa e beta, ¢ da abundancia absoluta ¢ relativa. Para
melhor visualizacdo dos resultados, foram selecionados os dez géneros bacterianos mais
abundantes dentre todas as amostras avaliadas para serem exibidos nos gréaficos de

abundancia absoluta e de abundancia relativa.

5.2.1 Caracteristicas da microbiota intestinal dos RNs por grupo do estudo

Dentre os dez géneros bacterianos identificados em maior quantidade em todas as
amostras estudadas, os géneros Acinetobacter, Enterobacter, Novosphingobium ¢ Veillonella
aparecem em maior abundancia nas amostras do grupo interveng¢do do que nas do grupo
controle (Figura 3). Enquanto que os géneros Clostridium, Enterococcus, Klebsiella,
Kluyvera, Pseudescherichia e Serratia apresentaram-se em maior quantidade nas amostras do

grupo controle que nas do grupo intervencao (Figura 3).
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Figura 3 — Abundancia dos dez géneros predominantes da microbiota dos RNs de acordo com

os grupos do estudo.
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Legenda: a) abundancia absoluta com amostras agrupadas. b) abundancia relativa com amostras agrupadas.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).
Quando feito o levantamento dos dez géneros bacterianos identificados em maior
quantidade somente nas amostras do grupo controle, aparecem os géneros Staphylococcus e

Burkholderia em maior quantidade que Acinetobacter sp. e Veillonella sp. para este grupo

(Figura 4).
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Figura 4 — Abundancia dos dez géneros predominantes em amostras do grupo controle.
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Legenda: a) abundancia absoluta com amostras agrupadas. b) abundancia relativa com amostras individuais. FP:
codigo identificador das amostras de fezes.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Enquanto que no levantamento dos dez géneros bacterianos identificados em maior
quantidade somente nas amostras do grupo interven¢do, ndo aparecem mais oS géneros
Enterococcus, Kluyvera e Serratia, dando espaco para os géneros Hungatella,

Parabacteroides e Raoultella, mais abundantes nas amostras desse grupo (Figura 5).
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Figura 5 — Abundancia dos dez géneros predominantes em amostras do grupo intervengao.
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Legenda: a) abundancia absoluta com amostras agrupadas. b) abundancia relativa com amostras individuais. FP:
codigo identificador das amostras de fezes.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

No entanto, nenhum dos géneros identificados no estudo apresentou diferenca
estatistica significativa quando comparada a propor¢do de sequéncias entre os grupos controle
e intervencao. O género que apresentou a maior diferenga em sua distribuicdo foi Prevotella

sp., estando mais presente em amostras do grupo intervencao (Figura 6).
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Figura 6 — Propor¢do de sequéncias identificadas como Prevotella sp. na microbiota intestinal
de RNs de acordo com os grupos do estudo.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Através do grafico de abundancia relativa com amostras individuais apresentado na
figura 7 ¢ possivel notar que muitas das amostras, de ambos os grupos, sdo bastante
dominadas por apenas um género bacteriano, sendo Klebsiella sp. o género com maior

predominancia dentre as amostras sequenciadas.
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Figura 7 — Abundancia relativa dos dez géneros predominantes na microbiota dos RNs de

acordo com os grupos do estudo mostrada individualmente.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os indices utilizados para avaliar a diversidade alfa indicaram que ndo houve

diferenca estatistica significativa na riqueza e que a microbiota dos RNs apresentou uma

distribui¢do de abundancias bastante uniforme entre os grupos controle e intervencao (Figura

8a). De forma semelhante, na PCoA apresentada na figura 8b, comparando as comunidades

bacterianas dos grupos estudados, foi encontrada uma proximidade muito grande entre os

grupos, sem diferenca estatistica para beta diversidade.
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Figura 8 — Avaliacdo da diversidade alfa e beta na microbiota intestinal de RNs de acordo
com os grupos do estudo.

a) Observed p=0,735 Shannon p=0590 b}
. .
50 20 . . 1.
o s
.
40 - .* 15- ' Ll 025
. R 2 -
- .
30- o . 1o * e {.
@« - ¥ -
o -
@ 20- .
=] an ® 5- —
2 ! e . . 3 s
2 10- . e . . S 000- rupos
g Controle Intervencio Controle Intervencio = - Controle
=] o .
< Simpson p=0,642 InvSimpsan p=0,601 w —# Intervencdo
@«
- i - L] . é p=0,763
w 0.8 - . * f -
= - > e
= o - .
2 0 'S 5 .
=06- N . 57 . 0.25-
. , .
- = ) k
04- . o
L 3 Ll e
. . - .
0.2 . . P —— 5
. ¢ - 2
1 . 1 1- * 1 = * |' -0.50- I I I
Controle Intervencio Controle Intervencio -0.5 0.0 0.5
Grupos Axis. 1 [26.8%]

Legenda: a) medidas de alfa diversidade para os indices Observed, Shannon, Simpson e InvSimpson. b) PCoA
da matriz de distancia pelo método Bray-Curtis.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.2.2 Influéncia do tipo de parto na composicio microbiana dos RNs

Nesta categoria, € possivel notar através da figura 9, que os RNs nascidos por cesarea
apresentaram um perfil de microbiota com maior predominincia dos géneros Clostridium,
Enterobacter, Novosphingobium, Pseudescherichia e Veillonella. Em contrapartida, os RNs
nascidos por parto vaginal apresentaram um perfil de microbiota onde os géneros
Acinetobacter, Enterococcus, Kluyvera e Serratia sdao mais predominantes. J& o género
Klebsiella distribui-se de forma equivalente entre as amostras dos RNs nascidos por ambos os

tipos de parto.
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Figura 9 — Abundancia dos dez géneros predominantes da microbiota dos RNs de acordo com
o tipo de parto.
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Quando analisada a distribui¢do dos géneros na comparacgdo entre os tipos de parto e
os grupos controle/intervengdo (Figura 10), ¢ possivel notar que a predominancia do género
Acinetobacter no grupo de amostras de RNs que nasceram de parto vaginal ocorre de forma
mais intensificada quando também pertencem ao grupo intervengdo, devido a presenca das
amostras FP44 e FP29.

O género Serratia apresenta-se em maiores propor¢des nas amostras de RNs nascidos
por parto vaginal, intensificado nas amostras dos controles devido a presenca da amostra
FP33 (figura 10). Enquanto isso, os géneros Novosphingobium e Pseudescherichia estdo bem
distribuidos nas amostras de parto cesarea em ambos os grupos do estudo, o que sugere que
talvez haja maior influéncia do tipo de parto que a intervengdo na dieta para a distribui¢ao
desses géneros. Ao contrario disso, os géneros Kluyvera e Enterococcus apresentam-se em
maiores quantidades nas amostras do grupo controle, independentemente do tipo de parto
(Figura 10a).

Ja Veillonella sp. esta presente em todos os subgrupos, mas se destaca nas amostras do

grupo intervencdo de RNs nascidos por cesarea (Figura 10a).
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Figura 10 — Abundancia dos dez géneros predominantes da microbiota dos RNs de acordo
com a comparacao entre os tipos de parto e os grupos do estudo.
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Legenda: a) abundancia absoluta com amostras agrupadas. b) abundéncia relativa com amostras individuais. FP:
codigo identificador das amostras de fezes.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

As amostras dos RNs nascidos por parto vaginal ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa nas comparagdes de riqueza e uniformidade da distribui¢do das abundancias ou

nas comparagoes de perfil da comunidade microbiana, quando comparadas com amostras de
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neonatos nascidos por cesarea, segundo indices utilizados para avaliar a diversidade alfa e

testes de permutagdo para beta diversidade (Figura 11).

Figura 11 — Avaliagdo da diversidade alfa e beta na microbiota intestinal de RNs de acordo
com o tipo de parto.
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Legenda: a) medidas de alfa diversidade para os indices Observed, Shannon, Simpson e InvSimpson. b) PCoA
da matriz de distancia pelo método Bray-Curtis.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.2.3 Influéncia da IG na composicio microbiana dos RNs

As amostras dos RNs classificados como EPT apresentaram um perfil de baixa
abundancia de oito dos dez géneros predominantes nas amostras estudadas, em comparagdo
aos neonatos MPT. Porém, possuem valor médio de sequéncias correspondentes aos géneros
Acinetobacter e Novosphingobium superior aos RNs MPT (Figura 12).

Mesmo estando presente em menores quantidades nas amostras de neonatos EPT, o
valor médio de sequéncias correspondentes ao género Serratia neste grupo ¢ muito proximo
do valor apresentado pelo grupo de RNs MPT, tanto que no grafico de abundancia relativa
presente na Figura 12b as barras correspondentes a este género em ambos os grupos avaliados
possuem tamanhos similares.

Os géneros Clostridium, Enterobacter, Enterococcus € Pseudescherichia apresentaram
diferengas na abundancia um pouco maiores, enquanto que Klebsiella sp., Kluyvera sp. e

Veillonella sp. apresentaram menores diferencas no valor médio de sequéncias por grupo.
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Figura 12 — Abundancia dos dez géneros predominantes da microbiota dos RNs de acordo
com a classificagao de idade gestacional.
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Legenda: a) abundancia absoluta com amostras agrupadas. b) abundancia relativa com amostras agrupadas. EPT:

extremo pré-termo. MPT: muito pré-termo.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Estatisticamente, o género Clostridium apresentou uma diferenca significativa
(p=0,033) em sua distribuicao para os grupos de idade gestacional, estando presente de forma

mais expressiva no grupo de neonatos MPT (Figura 13).
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Figura 13 — Propor¢ao de sequéncias identificadas como Clostridium sp. na microbiota
intestinal de RNs de acordo com a classificagdao de idade gestacional.
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Legenda: EPT: extremo pré-termo. MPT: muito pré-termo.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Apenas dois RNs do grupo controle foram classificados como EPT (FP09 e FP36).
Enquanto a amostra FP36 apresentou uma microbiota fecal mais variada, com presenca de
Klebsiella sp., Novosphingobium sp. e Serratia sp. em boas propor¢des (Figura 14b), a
amostra FP09 aparenta estar dominada por Enterococcus sp. quando visualizada a abundancia
relativa em amostras individuais (Figura 14b), mas na verdade, possui alta predominancia do
género Burkholderia (Figura 4b, abundancia de géneros dentro do grupo controle), o que
explica a baixa incidéncia desse tdxon de modo geral no subgrupo controle EPT (Figura 14a).

Dentre as amostras dos RNs que foram classificados como EPT e que eram do grupo
intervencdo, as amostras FP44 e FP29 novamente sdo responsaveis pela alta incidéncia de
Acinetobacter sp., como pode ser visto na figura 14b.

Ja o género Novosphingobium, se apresenta em proporc¢des semelhantes no subgrupo
interve¢ao+EPT e no controle+tMPT (Figura 14). De forma contraria, Kluyvera sp., Serratia
sp. e Enterococcus sp. parecem se distribuir em maiores proporgdes nas amostras do subgrupo
controletMPT. Por fim, os géneros Clostridium, Enterobacter, Pseudescherichia e
Veillonella apresentam-se em propor¢des maiores no grupo MPT independente da intervencao

na dieta (Figura 14).
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Figura 14 — Abundancia dos dez géneros predominantes da microbiota dos RNs de acordo
com a comparacao entre a classe de IG e os grupos do estudo.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A andlise de alfa diversidade das microbiotas dos RNs segundo grupos de IG ndo
apresentou diferenca estatistica significativa (Figura 15a), de acordo com os indices

utilizados. E o grafico de PCoA para avaliagdo da influéncia da IG na composi¢do de
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comunidades bacterianas retrata uma maior dispersdo das amostras dos RNs classificados
como MPT e maior agrupamento das amostras dos RNs classificados como EPT, porém ha
bastante sobreposicdo das amostras de um grupo sobre o outro (Figura 15b). Portanto,

também nao apresentaram diferenca estatistica para beta diversidade.

Figura 15 — Avaliacdo da diversidade alfa e beta na microbiota intestinal de RNs de acordo
com a classificagao de idade gestacional.
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5.2.4 Influéncia do peso ao nascer na composicio microbiana dos RNs

Na distribuicdo dos dez géneros de mais alta incidéncia, comparando grupos com
diferentes classificagdes de peso ao nascer, o grupo de amostras de neonatos de EBPN
apresentou um perfil de abundincia com os géneros Acinetobacter ¢ Novosphingobium em
maiores proporgdes que os outros grupos (Figura 16). Enquanto que o grupo de amostras de
RNs com MBPN teve um perfil com maiores propor¢coes dos géneros Klebsiella e
Enterococcus, em comparacao aos outros grupos (Figura 16). E os seis géneros restantes
apareceram em maiores propor¢des no grupo BPN (Figura 16), sendo Clostridium o género

que apresentou maior diferenga na sua distribuigao.
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Figura 16 — Abundancia dos dez géneros predominantes da microbiota dos RNs de acordo
com a classificagdo de peso ao nascer.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Estatisticamente, alguns géneros bacterianos de menor incidéncia apresentaram
diferencgas significativas em sua distribuicdo, mostrando-se com maior predominancia em
amostras de RNs com EBPN em relagdo aos outros grupos de peso ao nascer, sdo eles:
Cutibacterium sp. (p=1,94e>), Phreatobacter sp. (p=0,015), Prevotella sp. (p=0,033) e
Alistipes sp. (p=0,046). A propor¢dao de sequencias desses géneros por grupo esta

demonstrada graficamente através da figura 17.
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Figura 17 — Proporcdo de sequéncias de géneros da microbiota intestinal dos RNs de acordo
com a classificagdo de peso ao nascer comparando os trés grupos.
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No grupo de amostras dos

RNs com MBPN,

o geénero Pantoea esteve

significativamente aumentado (p=0,033), em relacdo ao grupo de neonatos com EBPN

(Figura 18).
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Figura 18 — Proporcdo de sequéncias identificadas como Pantoea sp. na microbiota intestinal
de RNs de acordo com a classificacdo de peso ao nascer comparando os grupos MBPN com
EBPN.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Quando feita a comparacao dos grupos de peso ao nascer com os grupos do estudo
(Figura 19b), nota-se que, da mesma forma que na comparacdo dos grupos de idade
gestacional, o género Acinetobacter prevalece no grupo de EBPN devido a presenca das
amostras FP44 e FP29. J4 o género Serratia se apresenta em maiores propor¢des nos grupos
MBPN e BPN, tanto no grupo controle, quanto intervencdo, mas prevalece no subgrupo
controle+BPN com a presenca da amostra FP33 (Figura 19b).

O género Clostridium aparece com maiores quantidades no grupo de BPN
independente da intervengdo na dieta (Figura 19a). Enquanto que os géneros Kluyvera e
Enterococcus mal aparecem no grupo de EBPN, estando presentes nos outros dois grupos de
peso ao nascer, em especial nas amostras que também sdo do grupo controle (Figura 19). E
Pseudescherichia sp. aparece em quantidades muito baixas no grupo MBPN, distribuindo-se

bem nos outros grupos, independente da dieta (Figura 19a).
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Figura 19 — Abundancia dos dez géneros predominantes da microbiota dos RNs de acordo
com a comparacao entre a classe de peso ao nascer e os grupos do estudo.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Na analise da alfa diversidade, os indices de Simpson e o InvSimpson acusaram

diferenca estatistica significativa (p=0,021 e p=0,027, respectivamente) na comparacao entre



56

o grupo de amostras de neonatos com BPN e o grupo de amostras dos RNs com MBPN
(Figura 20). O grupo de BPN apresentou menor riqueza e uma distribuicdo menos uniforme
em sua abundancia do que o grupo de MBPN, segundo o indice de Simpson, a média do valor
de alfa do grupo com BPN foi de 0,532 e do grupo com MBPN foi de 0,678. E com o indice
InvSimpson as médias foram de 2,51 para BPN e de 3,81 para MBPN. O restante dos indices
para analise de alfa diversidade ndo apontou diferencas significativas em nenhuma das
comparagoes entre os grupos de amostras (vide tabela no anexo 3).

Entretanto, com auxilio do gréafico apresentado na figura 20, ¢ possivel notar que as
comunidades bacterianas presentes em cada grupo de amostras de acordo com a classe de
peso ao nascer compartilham muitas semelhancas entre si, com todos os trés grupos
demonstrando ampla dispersdo e sobreposi¢do das amostras. Dito isto, os grupos BPN e
EBPN aparentam possuir maior proximidade no perfil das comunidades, enquanto que EBPN
e MBPN parecem apresentar menor proximidade, mas sem diferencas significativas para
nenhuma das comparacdes. Os valores de diferengca calculados para andlise de beta

diversidade também podem ser verificados na tabela no anexo 8.

Figura 20 — Avaliagdo da diversidade alfa e beta na microbiota intestinal de RNs de acordo
com a classificagdo de peso ao nascer.
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5.2.5 Influéncia do uso de antibiético pelo RN em sua composi¢io microbiana

Na avaliacdo da influéncia do uso de antibidtico pelo RN nos primeiros dias de vida
sobre a abundancia dos dez géneros predominantes nas amostras do estudo (Figura 21), nota-
se que o grupo de amostras de RNs que utilizaram antibioticos antes da coleta de amostra
possui um perfil com os géneros Novosphingobium, Serratia, Acinetobacter e Enterococcus
em maiores propor¢des que o grupo que nao fez uso. E, apesar de também apresentar maior
abundancia absoluta dos géneros Enterobacter ¢ Pseudescherichia (Figura 21a), nota-se pelas
dimensodes das barras do grafico de abundancia relativa (Figura 21b), que o grupo que nao fez
uso apresentou maiores proporgdes. Os demais géneros sdo mais predominantes nas amostras

de neonatos que nao utilizaram antibidtico, com Kluyvera sp. apresentando a maior diferenca.

Figura 21 — Abundancia dos dez géneros predominantes da microbiota dos RNs de acordo
com o uso de antibidticos.
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Estatisticamente, os géneros Novosphingobium (p=0,015) e Herbaspirillum (p=0,043)
apresentaram diferenca significativa em sua distribuigdo, estando presentes em maiores

propor¢des no grupo de amostras de RNs que usaram antibidtico (Figura 22).
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Figura 22 — Proporcdo de sequéncias de géneros da microbiota intestinal dos RNs de acordo
com o uso de antibiotico.
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A andlise dos graficos apresentados na figura 23 sugere que os géneros
Novosphingobium e Serratia se apresentam com maiores abundancias nas amostras de RNs
que utilizaram antibidticos em ambos os grupos controle/intervencao.

Clostridium sp. se apresenta em altas propor¢des tanto no subgrupo controle que nao
usou antibidtico quanto no subgrupo interven¢do que usou. Enquanto que Kluyvera sp.
destaca-se nas amostras do grupo controle que ndo fizeram o uso (Figura 23).

O género Enterococcus apresentou-se mais abundante no grupo controle independente
do uso de antibiotico. E Acinetobacter sp. mais uma vez demonstra sua relagdo forte com o
grupo intervengdo através das amostras FP44 e FP29, que também fazem parte do grupo que

usou antibidtico (Figura 23b).




59

Figura 23 — Abundancia dos dez géneros predominantes de acordo com a comparagao entre o
uso de antibiotico e os grupos do estudo.
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A microbiota presente nas amostras do grupo de RNs que fizeram uso de antibiotico
nos primeiros dias de vida ndo apresentou diferencga estatistica significativa na riqueza ou na
distribuicao de abundancias em comparag¢ao a microbiota do grupo que nao utilizou (Figura
24a), segundo indices utilizados para avaliar a alfa diversidade. Além disso, nesta categoria o
grafico de PCoA também mostra uma sobreposicdo muito grande de amostras de grupos
diferentes (Figura 24b), e mesmo que as amostras do grupo que ndo utilizou antibidtico
apresentem maior agrupamento em comparagao as do grupo que fez o uso, nao foi suficiente

para apresentar diferenca estatistica significativa para beta diversidade.

Figura 24 — Avaliagdo da diversidade alfa e beta na microbiota intestinal de RNs de acordo
com o uso de antibioticos.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.2.6 Influéncia de infeccdes nos RNs em sua composicio microbiana

Nesta sessdo foram considerados como RNs que tiveram infec¢des aqueles que
apresentaram resultados de cultura positivos até o dia de coleta da amostra.

Na comparacao da distribuicdo dos dez gé€neros presentes em maior quantidade nas
amostras do estudo segundo a presenca de infec¢des nos RNs, o grupo de amostras dos RNs
que tiveram infec¢do apresentou um perfil com maior abundancia do género Enterococcus em
comparagdo ao grupo sem infeccdo (Figura 25). Ja o género Klebsiella era superior em
abundancia absoluta no grupo que nao teve infeccdo, mas possui maior valor da média de

sequencias no grupo de RNs que teve infec¢do, como pode ser visto no grafico de abundancia
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relativa na figura 25b. Os outros oito géneros restantes estavam em maiores propor¢des no

grupo sem infec¢do, com Enterobacter sp. apresentando a maior diferenca na propor¢ao

média de sequéncias, quase que de forma significativa (p=0,051).

Figura 25 — Abundancia dos dez géneros predominantes da microbiota dos RNs de acordo

com a presenca de infeccoes.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

O grupo sem infecgdao também apresentou o género Turicibacter, de menor incidéncia,

com diferenga significativa na propor¢ao de sequéncias (p=0,043) em comparacao ao grupo

que teve infec¢do (Figura 26).
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Figura 26 — Propor¢ao de sequéncias identificadas como Turicibacter sp. na microbiota
intestinal de RNs de acordo com a presenca de infecgao.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Através da comparacdo entre os grupos presenca/auséncia de infec¢do e os grupos
controle/intervencdo para verificacdo de abundancia dos dez géneros predominantes do
estudo, as infecgdes parecem causar um efeito maior de diminuigdo da diversidade de géneros
no grupo intervengdo (Figura 27a). E em avalia¢do individual da abundancia relativa dos
géneros discutidos (Figura 27b), € possivel verificar que as amostras FP04, FP06 e FP40,
correspondentes a RNs do grupo intervencao, sdo responsaveis pela alta predominancia do
género Klebsiella no subgrupo intervencao com infecgdo. E que a amostra FP02 (de um RN
do grupo controle) altamente dominada pelo género Enterococcus, foi principal motivo do

grupo com infec¢ao ter maiores propor¢des desse género.
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Figura 27 — Abundancia dos dez géneros mais expressivos da microbiota dos RNs de acordo
com a comparacao entre a presen¢a de infec¢do e os grupos do estudo.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Nao houve diferenca estatisticamente significativa na alfa diversidade, segundo
indices utilizados, entre o grupo de amostras de RNs que tiveram infec¢des e o grupo de
amostras de neonatos que nao tiveram infec¢do no periodo analisado (Figura 28a).

O teste aplicado para avaliacao da beta diversidade entre os grupos segundo presenga
de infecgdes apontou que este também ndo foi um evento que provocou diferengas
significativas na composicdo da comunidade bacteriana entre os grupos de amostras
estudadas. Como pode ser visto no grafico de PCoA da figura 28b, hé bastante dispersao de

amostras em ambos 0s grupos, assim como muita sobreposi¢do de um grupo sobre o outro.

Figura 28 — Avaliagdo da diversidade alfa e beta na microbiota intestinal de RNs de acordo
com a presenca de infecgdes.
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Legenda: a) medidas de alfa diversidade para os indices Observed, Shannon, Simpson e InvSimpson. b) PCoA
da matriz de distancia pelo método Bray-Curtis. Inf: infec¢ao.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.2.7 Influéncia do consumo de FM pelo RN em sua composi¢io microbiana

Como pode ser visto nos graficos da figura 29, os géneros Novosphingobium,
Enterococcus e Kluyvera foram mais predominantes nas amostras do grupo que ndo consumiu
fortificante durante os primeiros dias de vida. Os géneros Klebsiella e Pseudescherichia
apresentaram maior abundancia absoluta no grupo que fez uso de fortificante (Figura 29a),
mas possuem uma média do numero de sequéncias maior no grupo que nao utilizou,
demonstrando alta predominancia desses géneros na microbiota dos RNs que ndao consumiram
fortificante (Figura 29b). Os cinco géneros restantes foram mais abundantes nas amostras dos

RNs que utilizaram fortificante.
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Figura 29 — Abundancia dos dez géneros predominantes da microbiota dos RNs de acordo
com o consumo de FM.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Estatisticamente, os géneros Enterobacter (p=0,019), Veillonella (p=0,021) e
Clostridium (p=0,033) apresentaram diferenca significativa em sua distribuicdo entre os

grupos de acordo com o consumo de fortificante (Figura 30).



66

Figura 30 — Propor¢do de sequéncias de géneros da microbiota intestinal dos RNs de acordo
com o consumo de FM.
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Legenda: FM: fortificante do leite materno.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A partir da comparacdo dos grupos de acordo com o consumo de fortificante com os
grupos controle/interven¢do, destaca-se a alta predominancia do género Enterococcus nas

amostras do grupo controle que ndo fizeram uso do fortificante (Figura 31).
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Figura 31 — Abundancia dos dez géneros mais expressivos da microbiota dos RNs de acordo
com a comparacao entre o consumo de FM e os grupos do estudo.
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De acordo com os indices utilizados para medir a alfa diversidade, ndo houveram
diferengas estatisticas significativas na riqueza ou uniformidade da distribuicdo de
abundancias entre os grupos de acordo com o consumo de fortificante do leite materno
(Figura 32a).

O grupo de RNs que fizeram o uso de fortificante na sua dieta apresentou maior
dispersdo das amostras que o grupo de neonatos que ndo utilizaram, mas isso ndo foi o
suficiente para diferenciagdo do perfil das comunidades bacterianas de cada grupo, uma vez
que houve bastante sobreposicao das amostras no grafico de PCoA (Figura 32b). Logo, os
grupos separados de acordo com o consumo de fortificante do leite materno ndo apresentaram

diferenca significativa para beta diversidade.

Figura 32 — Avaliacdo da diversidade alfa e beta na microbiota intestinal de RNs de acordo
com o consumo de FM.
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Legenda: a) medidas de alfa diversidade para os indices Observed, Shannon, Simpson e InvSimpson. b) PCoA
da matriz de distancia pelo método Bray-Curtis. FM: fortificante do leite materno.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.2.8 Fatores maternos influenciando a composicao microbiana dos RNs

5.2.8.1 Infecgoes nas mdes durante a gestagdo

Para esta analise foram incluidas infecgdes em qualquer periodo da gestagdo, desde o
inicio até o dia do parto e foi analisada sua influéncia sobre todas as amostras dos RNs do
estudo. No grupo controle foram 5 RNs com maes que tiveram infeccdo € no grupo
intervencdo foram 9, a abundancia relativa das amostras individuais pode ser verificada no

anexo 9.
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Houve diferenca significativa na distribuicao do género Veillonella (p=0,022), o qual
estava em maior propor¢ao nas amostras de RNs com maes que ndo tiveram infeccdo durante

a gestacdo (Figura 33).

Figura 33 — Propor¢ao de sequéncias identificadas como Veillonella sp. na microbiota
intestinal de RNs de acordo com a presenca de infeccao nas maes durante a gestagao.
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Legenda: Inf: infecgao.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Por outro lado, as maes apresentarem alguma infeccdo durante a gestacdo ndo
provocou diferencas significativas na alfa ou beta diversidade da microbiota dos RNs

estudados (Figura 34).

Figura 34 — Avaliagao da diversidade alfa e beta da microbiota intestinal de RNs de acordo
com infec¢des nas maes durante a gestacao.
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Legenda: a) medidas de alfa diversidade para os indices Observed, Shannon, Simpson e InvSimpson. b) PCoA
da matriz de distancia pelo método Bray-Curtis. Inf: infecgao.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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5.2.8.2 Infecgoes nas mdes apos o parto

Neste caso, foram incluidas infec¢cdes desde o momento do parto até o dia de coleta
das amostras de fezes dos RNs. E sua influéncia foi analisada primeiro considerando todas
amostras do estudo e, em seguida, somente nos RNs do grupo intervengao, pois o esperado €
que a microbiota desse grupo seja mais afetada por fatores maternos devido ao consumo do
leite. No grupo controle foram 3 RNs com maes que tiveram infec¢cdo e no grupo intervencao
foram 5, a abundancia relativa das amostras individuais pode ser verificada no anexo 10.

Quando a analise considerou todas as amostras dos RNs, o fator infeccdo nas maes
apods o parto provocou novamente mudanca significativa a abundancia do género Veillonella
(p=0,028), estando em maiores propor¢des no grupo de amostras dos RNs cuja mae ndo teve

infec¢do nos primeiros dias apos o parto (Figura 35).

Figura 35 — Propor¢ao de sequéncias identificadas como Veillonella sp. na microbiota
intestinal de RNs de acordo com a presenc¢a de infec¢do nas maes apos o parto.
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Legenda: Inf: infecgao.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Esse fator também provocou diferenga estatistica significativa para alfa diversidade
(Figura 36), segundo o indice InvSimpson (p=0,026), que calculou uma média no valor de
3,30 para grupo de RNs com maes sem infec¢do e o valor de 2,24 para grupo que a mae teve
infec¢do. Os indices Observed, Shannon e Simpson nao deram diferenca significativa, assim

como os testes de permutacdo para analise de beta diversidade.
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Figura 36 — Avaliagdo da diversidade alfa e beta da microbiota intestinal de RNs de acordo
com infec¢des nas maes apds o parto.
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da matriz de distancia pelo método Bray-Curtis. Inf: infec¢@o. *Valor com diferenga significativa (p<0,05).
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

E quando analisado o fator infec¢do nas maes apos o parto somente sobre as amostras
dos RNs do grupo intervengdo, se observou diferenca significativa na distribui¢do de
Kluyvera sp. (p=0,047), sendo detectado mais frequentemente no grupo de amostras de RNs
com maes que ndo tiveram infec¢do (Figura 37). Para esta por¢do de amostras, o género
Veillonella nao apresentou diferenca significativa (p=0,066), mas também teve proporc¢ao
média de sequéncias superior no grupo em que as maes nao tiveram infec¢do nos primeiros

dias ap6s o parto (Anexo 11).

Figura 37 — Proporcdo de sequéncias identificadas como Kluyvera sp. na microbiota intestinal
de RNs do grupo intervencao de acordo com a presenga de infec¢do nas maes apds o parto.

30 ) Kluyvera p =0.047
g as|
~ +
]
c 20+
g +
o
3 151
5 +
=
©° 10
=
2
o 05 w
i []
0.0 L =
No Yes

Legenda: Inf: infecgao.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).



72

No entanto, ndo se observou diferenca significativa para alfa ou beta diversidade nas
amostras de RNs do grupo intervencao, considerando a presenca de infec¢do nas maes apos o

parto (Figura 38).

Figura 38 — Av