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RESUMO

COSTA, J.S.P. Anélise metagendmica da microbiota intestinal de prematuros em
imunoterapia orofaringea de colostro atendidos no Sistema Unico de Satde (SUS):
estudo de intervencdo. Tese (176f.). Doutorado em Saude Coletiva — Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), Feira de Santana- BA, 2023.

A anélise metagendmica da microbiota intestinal revela, de maneira rapida e eficiente, a
estrutura da comunidade e a variacdo bacteriana, mediante a identificacdo das espécies
presentes no intestino. Objetivo: Avaliar, por meio da analise do DNA metagenémico, o
estabelecimento da microbiota intestinal em Recém-Nascidos Pré-termos (RNPT),
tratados ou ndo com a Imunoterapia Orofaringea de Colostro (I0C) em hospitais de Feira
de Santana — BA. Métodos: A amostra foi composta por RNPT atendidos no Hospital
Inécia Pinto dos Santos, como grupo de intervencao; e atendidos no Hospital Estadual da
Crianga, como grupo controle. As varidveis maternas investigadas foram: as
caracteristicas sociodemogréaficas, assistenciais no pré-natal/parto; habitos de vida; da
criancga: sexo, peso ao nascer e apgar. A coleta de dados ocorreu por meio de questionarios
e dados dos prontuarios da crianca/mée. As amostras fecais foram coletados por meio de
4 amostras, porém as analises foram realizadas no mecdnio e na amostra do 7° dia de vida.
Para a coleta utilizou-se recorte de tecido cirargico estéril dentro da fralda, as fezes foram
coletadas com auxilio de espatula de Ayre estéril, armazenadas em coletor estéril,
congeladas a -20°C, e posteriormente, -80° C. A analise foi realizada pelo sequenciamento
do gene 16S rRNA com analise de alfa diversidade (Chaol, Shannon e Simpson) e de
coordenadas principais de beta diversidade. As variaveis categoricas foram descritas por
meio das frequéncias absolutas e relativas; as variaveis numéricas por média, mediana,
desvio padréo e interquartis. Realizou-se teste de normalidade de Shapiro-Wilk, e o teste
nédo-parametrico de Wilcoxon rank sum exact test, nivel de significancia foi de 5%. Foram
utilizados os pacotes estatisticos: Statistical Package for the Social Sciences e software R
studio. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
e registrada no Registros Brasileiros de Ensaios Clinicos. Resultados: coletou-se dados
de 52 criancas, 41 do grupo controle e 11 do grupo intervencdo, apés exclusdes, foram
analisadas e sequenciadas 6 neonatos do grupo intervencdo e 23 do grupo controle.
Analisou-se os dados independentes entre 0s grupos, resultando em trés artigos. O
primeiro apresentou os resultados da sistematizacdo do protocolo de coleta das amostras
fecais. O segundo, os resultados do grupo controle, demonstrou evolucao da microbiota
com baixa diversidade. Houve associacdo estatistica com géneros Enterobacterales,
Streptococcus, Bacteroides, Clostridium_sensu_stricto 1, Enterococcus e
Bifidobacterium, e dominancia do género Staphylococcus, possivelmente relacionada a
prevaléncia de nascimentos por parto cesareo, microbiota do leite materno e cavidade
oral; no terceiro, realizado no grupo intervencao, ndo foi observado efeito da 10C sobre
a predominancia de géneros comensais. Nao houve dominancia de géneros especificos,
porém destaca-se a maior prevaléncia de Bacteroides, Streptococcus e Listeria no
mecdnio e Staphylococcus, Enterococcus e Bacteroides no 7° dia de vida. Concluséo: este
é um estudo inovador, sendo o Unico trabalho nacional que discutiu a evolucdo da
microbiota intestinal de RNPT de MBP e EBP, com extrema relevancia na area clinica.
Conhecer os fatores que alteram a microbiota de RNPT s&o importantes por apresentarem
repercussdes a curto e longo prazo na qualidade de vida destes neonatos.
Palavras-chave: Metagendmica, Microbiota, Colostro, Recém-Nascido Prematuro, 16S
rRNA



ABSTRACT

COSTA, J.S.P. Metagenomic analysis of the intestinal microbiota of preterm infants
on oropharyngeal colostrum immunotherapy treated in the unified health system
(SUS): an intervention study. Doctoral thesis (176f.). PhD in Collective Health —
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), Feira de Santana- BA, 2023.

The metagenomic analysis of the intestinal microbiota quickly and efficiently reveals the
structure of the community and bacterial variation, by identifying the species present in
the intestine. Objective: To evaluate, through metagenomic DNA analysis, the
establishment of the intestinal microbiota in Preterm Newborns (PTNB), treated or not
with Oropharyngeal Colostrum Immunotherapy (OTI) in hospitals in Feira de Santana -
BA. Methods: The sample consisted of PTNBs treated at the Hospital Inécia Pinto dos
Santos, as an intervention group; and assisted at the Children’s State Hospital, as a control
group. The maternal variables investigated were: sociodemographic characteristics,
assistance in prenatal care/delivery; life habits; of the child: gender, birth weight, Apgar
score. Data collection takes place through questionnaires and data from the
child's/mother's medical records. The fecal samples were collected using 4 samples,
however the analyzes were performed on the meconium and on the sample from the 7th
day of life. For collection, a sterile surgical tissue clipping was used inside the diaper, the
feces were collected with the aid of a sterile Ayre spatula, stored in a sterile collector,
frozen at -20°C, and later, -80°C. The analysis was performed by sequencing of the 16S
rRNA gene with analysis of alpha diversity (Chaol, Shannon and Simpson) and principal
coordinates of beta diversity. Categorical variables were described using absolute and
relative frequencies; numeric variables by mean, median, standard deviation and
interquartiles. A Shapiro-Wilk normality test was performed, and the non-parametric
Wilcoxon rank sum exact test, significance level was 5%. Statistical packages were used:
Statistical Package for the Social Sciences and R studio software. The research was
approved by the Ethics Committee for Research with Human Beings and registered in the
Brazilian Register of Clinical Trials. Results: data were collected from 52 children, 41
from the control group and 11 from the intervention group, after exclusions, 6 neonates
from the intervention group and 23 from the control group were analyzed and sequenced.
Independent data between groups was analyzed, resulting in three articles. The first
presented the results of the systematization of the fecal sample collection protocol. The
second, the results of the control group, showed the evolution of the microbiota with low
diversity. There was a statistical association with the genera Enterobacterales,
Streptococcus,  Bacteroides,  Clostridium_sensu_stricto_1,  Enterococcus and
Bifidobacterium, and dominance of the genus Staphylococcus, possibly related to the
prevalence of births by cesarean delivery, microbiota of breast milk and oral cavity; in
the third, carried out in the intervention group, no effect of COI on the predominance of
commensal genera was observed. There was no dominance of specific genres, but there
was a higher prevalence of Bacteroides, Streptococcus and Listeria in the meconium and
Staphylococcus, Enterococcus and Bacteroides on the 7th day of life. Conclusion: This is
an innovative study, being the only national work that discussed the evolution of the
intestinal microbiota of PTNB with MBP and EBP, with extreme relevance in the clinical
area. Knowing the factors that alter the microbiota of PTNBs is important because they
have short and long-term repercussions on the quality of life of these newborns.
Key-words: Metagenomic, Microbiota, Colostrum, Infant, Premature, RNA, Ribosomal,
16S
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1 INTRODUCAO

O microbioma ¢é representado pela cole¢do de genes da microbiota, que tem a
capacidade de interagir com o genoma dos individuos que o habitam. Ja a microbiota, é
um conceito dado as comunidades de microrganismos que habitam ecossistemas
constituidos por bactérias, fungos, virus e protozoarios (AHEARN-FORD;
BERRINGTON; STEWART, 2022).

A microbiota mais estudada atualmente é a do intestino. As bactérias que o
habitam sdo de composicéo variavel, podendo ser comensais ou simbiontes (benéficas ao
desenvolvimento saudavel) ou patobiontes (ocasionando patologias ao hospedeiro)
(BLASER, 2017). A microbiota intestinal é uma entidade complexa, que pode ser
modulada por fatores enddgenos (antecedentes genéticos e imunoldgicos) e/ou exdgenos
(ambiente, dieta, uso de antibidticos e tipo de parto); cuja colonizacdo inicia-se em
ambiente intrauterino, e tem caracteristica progressiva e dinamica nos primeiros anos de
vida até a estabilizagdo na vida adulta (WERNROTH et al., 2022).

Dentre os fatores de modulagao exdgenos, destaca-se o tipo de alimentagéo, pela
importancia na modulacdo da comunidade bacteriana intestinal (WERNROTH et al.,
2022). A exposicdo do recém-nascido ao leite materno, precocemente, pode ser
importante para a formagdo de uma microbiota contituida por bactérias comensais
(GREGORY et al.,, 2016), que é fundamental para os Recém-Nascidos Pré-termo
(RNPT), sobretudo os de Muito Baixo Peso e Extremo Baixo Peso (MBP/EBP) (<
1.5009), para 0s quais as questdes nutricionais, a exemplo do inicio precoce da
alimentacao tréfica, é importante para a nutri¢do e sobrevivéncia (UNDERWOOD, 2013;
MILANI et al., 2017; AZAD et al., 2016).

No ano de 2021, o Brasil registrou 288.909 casos de Recém-Nascidos (RN) pré-
termos, desses, 81.237 nascimentos ocorreram na Regido Nordeste do pais (BRASIL,
2022). Os RNPTs, diante de sua imaturidade fisiologica, imunoldgica e das condi¢des
clinicas de gravidade, frequentemente apresentam retardo no inicio da alimentacao
trofica, sendo exposto tardiamente ao leite materno e suas propriedades benéficas. Neste
aspecto, a administracdo do colostro, como terapia imunolégica, por meio do protocolo
de Imunoterapia Orofaringea de Colostro (I0C), pode ser uma estratégia viavel para
proporcionar a essa populacdo os beneficios imunol6gicos do colostro e favorecer a
maturacdo gastrointestinal (GAROFALO, 2019; DA CRUZ MARTINS et al., 2020). O
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uso do protocolo de 10C é recomendado pelo Ministério da Saude no Manual de Atencéo
Humanizada ao RNPT: método canguru (BRASIL, 2017).

O colostro, produto de lactacdo secretado até o 5° dia ap6s o parto, por conter
elevado teor de peptideos antimicrobianos atuam na prevencdo de desordens
gastrointestinais, assim como, promove a maturacdo do intestino. Ap0s esse periodo o
leite continua sendo imunologicamente enriquecido (TUDEHOPE, 2013). Além disso, o
colostro de maes de RNPT, difere da mée a termo, por possuir maior quantidade de
proteinas, gorduras e amino&cidos, e maior acdo probidtica, fator que pode prevenir a
disbiose intestinal do neonato, reduzindo assim, risco de infecgdes intestinais, um dos
principais contribuintes para a morbimortalidade neonatal (GRANGER et al., 2020;
KIJNER, KOLODNY, YASSOUR et al, 2022).

O uso do colostro como terapia imunolégica tem sido evidenciado em estudos,
por representar um importante modulador precoce de uma microbiota saudavel
(MARTIN-ALVAREZ et al., 2020; DA CRUZ MARTINS et al., 2020), pelos seus
substratos energeticos, pelos compostos prebioticos (como os Oligossacarideos do Leite
Humano conhecidos como "Human Milk Oligosaccharides” - HMOs, na sigla em inglés
ou OLH em portugués) e pela presenca de comunidades de microrganismos laticos
bacterianos que promovem funcéo probiotica no intestino da crianca, tendo como géneros
mais comuns encontrados:  Staphylococcus, Streptococcus, Bifidobacterium,
Lactobacillus, dentre outros (PLAZA DIAS, 2018).

O reconhecimento das espécies bacterianas benéficas ao ser humano € de suma
importancia para a satde. No entanto, a dificuldade de cultura in vitro para diversos tipos
de comunidades bacterianas € uma limitacdo para o seu estudo. Nos ultimos anos, o
sequenciamento do DNA, por meio das analises dos seus genes coletivos (metagenoma)
vem sendo considerado o melhor método de identificagdo (CHO; BLASER, 2012).

A anélise metagenémica evidencia o material genético de uma comunidade de
microrganismos independente das técnicas de cultivo individuais das mesmas. Essa
técnica é considerada inovadora pois representa a nova geracao de identificacdo do DNA,
de diferentes origens como das bactérias presentes no intestino (DEVI et al., 2015). Por
meio dessa analise, pode-se revelar a estrutura da comunidade e a variagdo da microbiota
de maneira rapida e eficiente, garantindo a identificacdo com qualidade das espécies
presentes no intestino, permitindo um alto rendimento de identificacdo da ecologia

intestinal, envolvida nos mecanismos fisiopatoldgicos de afeccdes, como: obesidade,
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doencas cardiovasculares, asma, alergias, dentre outras (DEVI et al., 2015; BRUGERE
et al., 2009; MANDAL; SAHA; DAS, 2015; CHO; BLASER, 2012).

A realizacdo desta pesquisa € inovadora por ser o primeiro que se propde a estudar
a evolucdo da microbiota intestinal de RNPT de MBP, além de possuir poucos estudos
longitudinais, que foram conduzidos com avaliacdo do efeito da IOC na microbiota
intestinal do RNPT na primeira semana de vida. Diante disso, essa investigacdo assume
como questdo norteadora: como se da o estabelecimento da microbiota intestinal de

prematuros, tratados ou ndo com a 10C, atendidos no SUS?

2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

e Avaliar, por meio da analise do DNA metagenémico, o estabelecimento da
microbiota intestinal em RNPT, tratados ou ndo com a 10C, atendidos no SUS no

municipio de Feira de Santana / BA.

2.2 Objetivos Especificos

e Descrever o desenvolvimento de protocolo e testar um algoritmo da sequéncia de
acdes e procedimentos de coleta, acondicionamento, transporte e armazenamento
de amostras fecais de RNPT internados em UTIN;

e Auvaliar a evolucgdo da microbiota intestinal na primeira semana de vida de RNPT,
atendidos em hospital publico;

e Avaliar o efeito da administragdo da IOC no desenvolvimento da microbiota

intestinal de RNPT, atendidos em hospital publico.
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3 REVISAO DE LITERATURA

No sentido de obter as informagdes para discutir acertadamente o conhecimento
sobre a colonizagéo intestinal de RNPT tratados ou ndo com a I0C, fez-se necessario
ampliar os estudos por meio de uma revisao de literatura que foi subdivida nas seguintes
secdes: A Prematuridade e seus determinantes; Microbiota Intestinal e Metagenémica;
Leite humano e os Aspectos Imunoldgicos do Colostro; A Imunoterapia Orofaringea de
Colostro na modulacdo da microbiota intestinal de recém-nascidos pré-termo e Modelo

Tedrico para Investigagéo.

3.1 A prematuridade

O termo prematuridade é definido segundo a Organizagdo Mundial de Saude
quando a gestacdo termina entre a 202 e a 372 semanas ou entre 140 e 257 dias apds o
primeiro dia da ultima menstruacdo (ALMEIDA et al., 2013; VICTORA et al., 2013);
podendo ainda, ser classificado de acordo a idade gestacional, como: prematuro extremo
(<28 semanas), prematuro moderado (28 a <32 semanas) e prematuro moderado a tardio
(32 a<37 semanas) (WHO, 2014); ou, quanto ao peso de nascimento (independentemente
da idade gestacional), assim bebés com menos de 2.000 g sdo denominados como baixo
peso, com menos de 1.500 g MBP e aqueles com peso inferior a 1.000 g EBP (ALMEIDA
etal., 2013).

Estima-se que no mundo mais de 15 milhdes de criancas nascem antes das 37
semanas gestacionais, em torno de 1 a cada 15 neonatos. No ano de 2021, o Brasil
registrou cerca de 288.909 nascimentos precoces, ocupando o décimo lugar no ranking
mundial, o dobro do indice quando comparados ao de paises europeus, j& na América
Latina ocupa o terceiro lugar no ranking. As complicacdes da prematuridade sé&o
consideradas a causa principal dos Obitos neonatais no ano de 2021, a Secretaria
Municipal de Saude de Feira de Santana (BA) registrou o nascimento de 130 RNPT de
baixo peso, com mortalidade precoce (0 a 6 dias) de 62 neonatos por ano (WHO, 2022,
BRASIL, 2022).

O nascimento prematuro apresenta-se como um fator de risco para o
desenvolvimento motor; e, frequentemente encontra-se associado a problemas neonatais
como: Hemorragia Peri-intraventricular (HPIV) (FELICE et al., 2010; HENTGES et al.,
2010), hipoxia (FELICE et al., 2010), intercorréncias neuroldgicas/falhas do fechamento
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da tubo neural — anencefalia, encefalocele e espinha bifida (mielocele e
mielomeningocele) (FELICE et al., 2010; HENTGES et al., 2010), apneia, hidrocefalia,
leucomaldcia periventricular, hiperbilirrubinemia (HENTGES et al., 2010), alterac6es
oftdlmicas (como estrabismo, erros de refracdo ou retinopatias), atraso de
desenvolvimento no sistema oral, motor e cognitivo (CARLINO, LAMONICA,
ALVARENGA, 2010) e presséo arterial sistolica elevada (JOHANSSON et al., 2005B).

Sendo a prematuridade um fator de risco para uma série de complicacdes a vida
dessas criangas, € necessario que haja organizagdo e planejamento para a prestacdo de
servicos especializados na rede do SUS. Dessa maneira, contar com unidades equipadas
e equipes capacitadas garantem ao neonato monitoramento e intervencédo cuidadosa desde
0 nascimento até a internacao nas Unidades de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN).

O proprio conceito de promogdo a salde e prevencdo de sequelas da
prematuridade é um desafio dentro do SUS, quando ainda coexistem visdes e praticas que
reforcam uma ideia fragmentada da salde, em detrimento de uma visdo integral da
mesma, e, por consequéncia, isso se reflete em suas acdes e em seus servigos (SARRETA,
2009). A relacdo causal entre os fatores de risco ainda ndo é completamente
compreendida, dessa maneira, a literatura tem proposto modelos tedricos na tentativa de
elucidar a conexao dos diversos contribuintes e determinantes de diversas ordens (LIMA,
CARVALHO, VASCONCELOS, 2008; RODRIGUES, MELLO, SILVA, 2011).

Buscando o aprofundamento das discussdes acerca dessa tematica, optou-se pelo
modelo tedrico proposto por Rocha e colaboradores (2022), que apresenta as principais
variaveis descritas na literatura relacionadas ao nascimento prematuro, bem como as
possiveis relacdes e inter-relacdes, classificando-as em niveis hierarquicos: proximais,
intermediarios e distais (ROCHA, FALCAO, TEIXEIRA et al., 2022).

3.1.1 Determinantes proximais da prematuridade

Conceitua-se determinantes proximais da prematuridade, a relagdo entre os fatores
de risco que estdo relacionados diretamente & mae e ao feto (ROCHA, FALCAO,
TEIXEIRA et al., 2022). No modelo estudado, como fatores proximais, sdo destacados
os fatores ligados ao biolégico materno, ao feto e ao ambiente.

No que tange aos principais fatores predisponentes maternos pode-se destacar, a
idade materna jovem ou avancada. Maes adolescentes apresentam elevado risco de ter um

parto prematuro em decorréncia da imaturidade bioldgica, do colo uterino ndo maduro e
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do baixo aporte sanguineo necessario para sustentar uma gestacdo, comprometendo o
suprimento nutricional de ambos. Além da relacdo com o fator bioldgico, a gestacdo na
adolescéncia pode ter efeitos na prematuridade quando associadas a questdes de ordem
psicoldgica e ou socioeconémicas (AMORIM et al., 2009; AZAD et al., 2016; ROCHA,
FALCAO, TEIXEIRA et al., 2022). J4, as maes, maiores de 35 anos, os fatores de relacéo
com a prematuridade estdo associados as condi¢Ges de adoecimentos crénicos pré-
existentes como a Diabetes Mellitus, a Hipertensdo Arterial Sistémica, pré-eclampsia,
dentre outros (LUDFORD et al., 2012; POALELUNGI et al., 2018).

A gestacdo também pode ser influenciada pelo estado nutricional da m&e como
excesso de peso e a desnutricdo, destacados na literatura com diferentes mecanismos
fisiopatoldgicos. A desnutricdo afeta as concentracdes de vitaminas, aminoacidos e
minerais (como o &cido fdlico), e por consequéncia torna o organismo vulneravel a
infeccdes, além disso, a deficiéncia nutricional acarreta na reducéo do fluxo sanguineo
ideal para manutencdo da gestacdo. J& 0 excesso de peso (sobrepeso e a obesidade),
podem ocasionar o parto prematuro, pelas condi¢Ges citadas anteriormente como as
Doencas Cronicas ndo Transmissiveis (DCNT) anterior a gravidez (POALELUNGI et al.,
2018). Alem disso, fatores relacionados ao habito alimentar e de vida como elevada
ingestdo de cafeina, e/ou, alcool também se relacionam com nascimento prematuro
(HENTGES et al., 2010)

As DCNT maternas se relacionam a complicacbes gestacionais, entretanto a
literatura aponta uma relagédo bidirecional entre esses fatores, resultando em um ciclo
vicioso. As mulheres que possuem patologias crénicas prévias possuem maior risco de
terem um parto precoce, assim como RNPT possuem maior risco de ter DCNT na vida
adulta, e se for mulher, de ter um parto prematuro. Dessa forma, essa condi¢do exige
atencdo aos cuidados pré-natais, evitando possiveis complica¢des futuras (ROCHA et al.,
2022).

A deficiéncia nutricional pode ser acentuada quando ocorre um intervalo curto
entre as gestacdes, ndo havendo tempo para 0 organismo materno se recuperar e recompor
as reservas energéticas necessarias para completar a gestacdo seguinte, tornando-a
despreparada biologicamente para engravidar novamente. Essa hipdtese, se justifica pela
deficiéncia de folato (dentre outros), podendo ocasionar anemia e comprometendo a
formacdo adequada do tubo neural do feto, acarretando malformagdes congénitas
(PIMENTEL et al, 2020; KEATS et al., 2019).
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O estado de peso se relaciona também com os fatores raciais maternos descritos
como possiveis predisponentes. A etnia (raca afrodescendentes, aborigenes e hispanicas)
da mée se inter-relaciona com a prematuridade, pela relacdo com fatores modificaveis
como o elevado estado de peso. Assim, mulheres negras possuem maior probabilidade de
terem sobrepeso e obesidade, e dessa maneira aumenta possibilidade de terem um parto
prematuro. Outros fatores modificaveis também sdo citados como pré-natal inadequado
e elevado nivel de estresse (MURPHY, 2007).

Na atual conjuntura mundial, observa-se principalmente em paises com niveis
socioecondmicos médio e alto, 0 maior acesso a reproducdo assistida, com implantacdo
de embrides fecundados, aumentando a estatistica da proporcao de gestacdes multiplas,
apontado na literatura como risco para o parto prematuro. Dessa forma, multiplas
gestacBes, podem ocasionar hiperdistencdo do Utero e ruptura prévia da membrana, e,
como consequéncia o parto espontaneo (SUNDERAM et al., 2017).

A infeccdo materna é outro importante determinante relacionado ao nascimento
precoce e é considerada uma causa evitavel, pode-se destacar as infecg¢Ges: urinarias;
intrauterinas e sistémicas. Os mecanismos fisiologicos que justificam esse fato estdo na
ativacdo do sistema imunoldgico e da estimulagao precoce da contracdo uterina, podendo
induzir a ruptura da membrana, entretanto ndo € claro se a infeccdo é causa ou
consequéncia deste rompimento (ROMERO, DAY, FISHER, 2014). A infeccdes
maternas resistentes e recorrentes se relacionam a prematuridade, desenvolvendo uma
historia de parto prematuro, com tendéncia a reincidéncia (AZAD et al., 2016).

Fatores relacionados ao aparelho genital feminino, alteracBes placentarias
(placenta prévia e descolamento prematuro), excesso de liquido amniotico (VICTORA et
al., 2013; WHO, 2014), descolamento da placenta, assim como histérico de abortos,
condigéo de Pequeno para Idade Gestacional (PIG) e o enfraquecimento da parede uterina
em decorréncia do manejo cirdrgico do parto cesariano, também podem se relacionar a
prematuridade (MALACOVA et al., 2018).

Ainda ligado aos determinantes maternos, a literatura aponta a predisposicao do
traco genético para o parto precoce, alicercados em partos prematuros em mulheres que
foram prematuras, aumentando a relagdo de risco entre maes e filhas (ROCHA et al.,
2022). Além disso, fatores genéticos também sdo evidenciados como os polimorfismos
(fator V11 e XIII) dos genes TNF- a que possuem relacdo com essa condicdo (AZAD et
al., 2016).
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Além dos fatores maternos, evidencia-se também os predisponentes ligados ao
feto como o sexo masculino e malformacdo congénita. Estudos tém apontado que
gravidez com feto masculino estd relacionado ao elevado risco de complicacBes
obstétricos e incidéncia do parto precoce. A possivel explicagdo estaria no maior ganho
de peso nesses casos, quando comparados as maes portadoras de fetos femininos (AL-
QARAGHOULLI, FANG, 2017; ROCHA et al., 2022).

Aponta-se que a ma formacdo congénita como outros predisponentes causais,
podem induzir anomalias e interferir na gestagdo independentemente da idade
gestacional. Entretanto, essa relacdo ndo é totalmente conhecida, uma vez que ha um
compartilhamento de fatores muldirecionais na causacdo dessa condi¢do, como por
exemplo: fatores socioeconémicos, culturais, sociais, comportamentais, dentre outros
(KELKAY et al., 2019).

Os fatores ambientais também podem se relacionar com a prematuridade. O
contato com a poluicdo do ar atmosférico e seus poluentes como: Moéxido de Carbono
(CO), Didxido de Enxofre (SO2), dentre outros, podem induzir a ruptura da membrana, o
estado de inflamacdo do utero, além disso, a exposi¢do ao Monoxido de Ozénio (Os),
pode ser responsavel por desencadear uma resposta inflamatoria que contribui para o
parto prematuro (CHEN et al., 2018). Outros fatores ambientais sdo citados em outros
estudos como: as Infecgbes Sexualmente Transmissiveis (IST), infec¢des periodontais e
habitos comportamentais respaldadas pelo ambiente/social (uso de substancias
toxicas/ilicitas) (AZAD et al., 2016; WHO, 2014).

Embora néo esteja descrito no modelo de Rocha e colaboradores (2022), pode-se
também relacionar os fatores paternos como possiveis determinantes no nascimento
prematuro, quando este possui idade avancada. Embora os mecanismos fisiolégicos nao
sejam claros, estudos mostraram forte associacdo da maior idade com parto abaixo das
32 semanas gestacionais (ASTOLFI, DE PASQUALE, ZONTA, 2006; ZHU, MADSEN,
VESTERGAARD, 2005; AZAD et al., 2016).

3.1.2 Determinantes intermediarios da prematuridade
Os determinantes considerados intermediarios, sdo aqueles que ndo possuem uma

relacdo diretamente ligada a ocorréncia da interrupcao precoce da gestacdo, porém sao

relevantes, a saber: a satde psicoldgica da mée, comportamentos inadequados (de risco),
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e a acessibilidade aos servicos de salde para manutencdo da gestacdo (ROCHA et al.,
2022).

A instabilidade emocional provocada pela gestacdo pode ocasionar
vulnerabilidades psicologicas, como elevacdo dos niveis de estresse materno e como
consequéncia desenvolvimento de depressdo e ansiedade. Dentre as causas da
instabilidade estdo: a rede de apoio fraca ou inexistente, incertezas sobre o futuro
(relacionados as questdes financeiras), dentre outras. Essas demandas emocionais podem
contribuir para uma pior condicdo psicologica da mae (MERKLINGER-GRUCHALA,
KAPISZEWSKA, 2019).

Além disso, as proprias mudangas corporais e hormonais, em decorréncia da
propria gestacdo podem trazer inseguranca, como a auto aceitacdo do corpo, alem do
agucamento das emocdes. Esses determinantes psicolégicos podem ser responsaveis pelo
resultado da gestacdo, sejam eles por vias comportamentais ou fisiolégicos (ROCHA et
al., 2022).

Estudos apontam que a exposicdo a ansiedade e depressdo durante a gestacdo
podem elevar as concentragcbes do hormonio liberador de corticotrofina (CRH) e de
citocinas que aumentam o estado inflamatorio sistémico, elevando o risco do nascimento
prematuro. Isso ocorre, devida a desregulacdo da via eixo hipotalamo-hipd6fise-
adrenocortical, ocasionando em liberagcdes de cortisol na corrente sanguinea, interferindo
assim no funcionamento do sistema imune, tornando essa méde mais vulneravel a
infecgOes (AL-QARAGHOULI, FANG, 2017; ROCHA et al., 2022).

Além disso, fatores ligados ao comportamento e habitos de vida também podem
interferir no andamento da gestacdo, como ja citado anteriormente, o tabagismo, uso de
drogas e alcool. Esses habitos podem ser intensificados e reforgados por uma ma condicéo
psicoldgica da mée. Estudos apontam que a nicotina esta relacionada a uma resposta pré
inflamatoria, assim como o consumo de alcool se relaciova com a elevacdo da secrecdo
de prostaglandinas, responsaveis pelas contragfes uterinas. O uso dessas substancias
toxicas e outras (cocaina e heroina), podem desencadear uma intoxicacdo do feto,
comprometendo o seu correto desenvolvimento (KELKAY et al., 2019; ROCHA et al.,
2022).

Outros fatores podem se relacionar com o desenvolvimento adequado da gestacao
como a assisténcia pré-natal. Esses determinantes também se relacionam com as
condigdes socioecondmicas e de escolaridade maternas, assim, maes que possuem baixa

escolaridade e baixa renda estdo mais susceptiveis a essas condi¢des. Evidenciando que
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embora tenham ampliado aumento da coberta de assisténcia as gestantes, ainda ocorre de
maneira inadequada. Reforcando que a realizacdo do acompanhamento de qualidade do
pré-natal pode ter uma robusta influéncia na ocorréncia do nascimento precoce
(DOMINGUES et al., 2015).

3.1.3 Determinantes distais da prematuridade

No modelo apresentado por Rocha e colaboradores (2022), os determinantes
distais sdo representados pelos fatores socioecondmicos e demogréaficos. As teorias
interpretativas do processo saude-doenca refletem no desenvolvimento do proprio
pensamento humano e na interpretacdo dos fatores sociais. O modelo de surgimento da
doenca como acdo de multiplos fatores relacionados ao sujeito, a0 meio ambiente e ao
agente causador ndo da conta de explicar esses agravos em salde, uma vez que o Brasil
é um pais com profundas desigualdades sociais (ALMEIDA FILHO, 2004).

A causa da determinacdo da doenca pressupde e engloba uma dialética entre dois
fendmenos: a causa imediata e o lugar que o individuo ocupa na sociedade, ou seja, a
vivéncia social das diferencas biologicas (BARATA, 1997). Nessa perspectiva, a
epidemiologia social rompe com o reducionismo bioldgico e incorpora o materialismo
dialético como marco tedrico para compreender o processo de salde doenca, e, busca
compreender a relagdo entre os determinantes que atuam no plano social e os que atuam
na dimensao singular do individuo (SOBRAL; FREITAS, 2010).

Dessa maneira, o0s determinantes biolégicos (biologia molecular e a
microbiologia), por si s6 ndo sdo suficientes para explicar a causalidade das doencas e
suas associacdes com os fatores sociais, mesmo tendo sido aprimorados o diagnéstico de
patologias e de permitir a identificacdo de associa¢cdes (ALMEIDA FILHO et al., 1998).

Nesse sentido, para se compreender a prematuridade e o processo de modulacéo
da sua microbiota intestinal, além de suas consequéncias, como estar envolvido na
patogénese de doencas imunoldgicas, cardiovasculares e metabdlicas (HARRIS et al.,
2012), é necessario e relevante a compreensdo dos aspectos socioecondmicos e biolégicos
maternos como determinantes sociais para compreensdo da prematuridade.

Os elementos estruturantes sociais sdo usados como provaveis causas para ampliar
0 conhecimento sobre os determinantes sociais. Esses fatores sdo considerados
Determinantes Sociais em Salude (DSS), que pelo modelo de Dahlgren e Whitehead

(1991), estdo organizados em camadas, e partem do nivel micro com determinantes
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relacionados ao bioldgico/individuo, para 0 macro determinantes sociais, conforme figura
1. Assim, os determinantes podem ser compreendidos como fatores sociais, econémicos,
culturais, étnicos/ raciais, dentre outros, que influenciam a populacdo exposta (BUSS;
PELLEGRINI FILHO, 2007).
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Figura 1 — Modelo de determinagdo social da satde baseado em Dahlgren e Whitehead (1991),

com a Distribuicdo dos fatores do estudo no esquema hierarquico proposto.

Nesse esquema representativo é possivel organizar as variaveis em um modelo
hierarquico multinivel como proposta plausivel na explicacdo e caracterizacao do perfil
de morbidade dos RNPT. Pode-se observar que embora sejam considerados distais, a
condicdo socioeconémica sdo grandes responsaveis pelas diferencas ao acesso de saude
(ROCHA et al., 2022).

A desigualdade econémica pode expor o individuo a estressores psicossociais
como: pobreza, falta de moradia, residéncia em bairros perigosos, violéncia doméstica,
falta de saneamento basico, dentre outros, além de impactar nas jornadas de trabalh. Dessa
maneira, elevadas jornadas de trabalho com maior vigor fisico durante o periodo
gestacional pode resultar em eventos adversos ao nascimento, como a prematuridade
(SADOVSKY et al., 2018).
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Dentre os determinantes mais importantes, abordados nessa dimensdo, destaca-se
a renda familiar, por estar intimamente relacionada as desigualdades em salde. Essas
diferencas podem determinar a natureza laboral, 0 acesso aos servigos de saude e ao tipo
de alimentacdo. Dessa maneira, a renda determina um padrédo de vida e as oportunidades
que essas pessoas irdo ter (CAl et al., 2019).

Além da renda, o nivel de escolaridade entre as mulheres possui grande impacto
na prematuridade. Estudos mostram que mdes que possuem alto nivel educacional, tém
maior probabilidade de acesso a melhores posi¢Ges de trabalho, maior renda, e como
consequéncia maior procura pelos servigos de saude (pela compreensdo da sua
importancia), aléem de maior poder aquisitivo para adquirir alimentos de melhor
qualidade. Dessa forma, o alto nivel educacional se relacionava com a reducdo de
comportamentos de risco como uso de substancias toxicas, comportamentos sedentarios,
dentre outros (CAl et al., 2019; ROCHA et al., 2022).

As relages conjugais maternas, e alta rotatividade de parceiros, também podem
trazer consequéncias na gestacdo. Méaes que possuem companheiros, apoio emocional, e
seguranca financeira estdo menos expostas aos fatores de risco (ROCHA et al., 2022). A
habitacdo é outro determinante associado aos desfechos negativos nesse periodo,
moradias com exposicdo a umidade/mofo, aglomeracdo de pessoas por comodo (alta
ocorréncia de infeccbes respiratorias), a falta de saneamento, moradias em locais
perigosos (barragens e encostas), também podem gerar impactos na duracdo da gestacdo
(HARVILLE, RABITO, 2018).

O local de moradia, é um fator determinado pelo poder aquisitivo e estipula o nivel
de vizinhanca, além da alta violéncia local (como invasdes e favelas). Todos esses fatores
contribuem para a insegurancga, aumentando o estresse e por consequéncia ansiedade e
depressdo, sugerindo efeitos indiretos no risco de nascimentos prematuros
(MERKLINGER-GRUCHALA, KAPISZEWSKA, 2019).

Diante do exposto, é possivel verificar que a prematuridade é um fendmeno
multicausal, que envolve varias relagdes diretas, indiretas e multidirecionais complexas,

que ndo podem ser totalmente elucidados em um Unico modelo.

3.2 Leite humano e os Aspectos Imunolégicos do Colostro

O leite materno é um fluido biolégico, complexo, rico em nutrientes e

componentes bioativos responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento saudavel do
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RN. Considerado padrdo ouro, possui componentes benéficos ao desenvolvimento do
neonato, como carboidratos, proteinas, imunoglobulinas, oligossacarideos, e também
bactérias (FROST et al., 2014; WANG et al.,, 2015). Dentre seus componentes
imunobioldgicos, contém vérios fatores antimicrobianos e mediadores de ativacao
imunoldgica, que melhoram as deficiéncias imune, a instabilidade clinica do prematuro
(SEIGEL et al.,, 2013; HURLEY, THEIL, 2011) e influenciam a composi¢do da
microbiota do RN, atuando como probiodtico (NOVAK et al., 2001).

A composicdo do leite humano sofre variagfes nas duas primeiras semanas de
lactacdo, tornando-se constante & medida que a pratica vai se estabelecendo; até o 5° dia
de vida ele é denominado colostro, do 8° até o 10° leite de transicdo e a partir de entdo
leite maduro (RIBEIRO et al., 2007; AAP, 1997).

O colostro é rico em vitaminas lipossolaveis (RIBEIRO et al., 2007), apresenta
varios fatores imunes, como: lisozimas, imunoglobulinas e citocinas, que conferem
protecdo imunoldgica; e, em alguns momentos, com concentra¢Ges mais elevadas do que
0 leite maduro (SEIGEL et al., 2013; KIJNER et al, 2022). Ademais, a alimentacao tréfica
precoce com o colostro é rica em peptideos antimicrobianos que atuam no tratamento de
desordens gastrointestinais e promove a maturacdo do intestino (TUDEHOPE, 2013;
KIJNER et al, 2022).

A composicao do leite humano é complexa e dindmica podendo ser subdivida em
trés partes. A maior dela é composta por dgua, seguida pelos macros e micronutrientes
(responsaveis pela nutri¢do infantil, como lipidios, lactose e proteinas), e a terceira parte
composta por componentes imunomoduladores como os oligossacarideos (OLH’s) e os
probidticos que estdo ligados diretamente aos aspectos imunolégicos do leite humano
(RAY etal., 2019).

Os OLH’s sdo glicanos complexos, soluveis presentes abundantemente no leite
materno, e, embora apresentem diferentes tipos e func¢des, possuem um projeto estrutural
basico, sintetizadas a partir de 5 monossacarideos béasicos: galactose, glicose, N-
acetilglucosamina, fucose e o acido sialico, que ndo sdo digeridos pelo trato
gastrointestinal (DONNOVAN; COMSLOCK, 2016).

A concentracdo desses compostos no leite humano varia ao longo da lactacéo e
pela idade gestacional. Estudos realizados (RAY et al., 2019; NOLAN; RIMER; GOOD,
2020), apontam que esses componentes sao maiores em maes de prematuros, do que em
mées a termo. Os OLH’s podem atuar como prebidticos, exercendo mecanismos de

defesas diretos contra patégenos, como moléculas sinalizadoras, anti-inflamatorios e
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imunomoduladores, além de servir como nutrientes para o desenvolvimento neurolégico
do neonato (RAY et al., 2019).

Na funcdo de prebidticos, os OLH’s chegam ao intestino com integridade
estrutural, servindo como fonte de carbono para bactérias comensais e adaptadas ao muco
como as Bifidobactérias. Essas reagcdes produzem acido graxos de cadeia curta, e, além
de ndo permitir o crescimento de bactérias nocivas, podem ativar o sistema imunoldgico,
aumentar o recrutamento de células proinflamatdrias, desempenhando papel importante
na inflamacdo intestinal (YANG, 2015; MILANI et al, 2017).

Além da funcéo prebidtica, elas constituem o sistema imunoldgico inato do RN,
uma vez que, previnem a ligacdo de patdgenos, proporcionando vantagem competitiva
aos comensais. Assim, demonstram alta eficiéncia no blogueio de lectinas (que
contribuem para a viruléncia de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e
Streptcoccus pneumoniae), com reducdo da citotoxidade das células epiteliais intestinais
(PLAZA-DIAZ; FONTANA; GIL, 2018; RAY et al., 2019).

A literatura aponta, além dos OLH’s, outros componentes imunomoduladores
como o IgA, lactoferrina, lisozima, lactaderina, fatores de crescimento, 6xido nitrico,
glutamina e as citocinas. O RNPT possui maior vulnerabilidade imunoldgica quando
comparado ao RN a termo, incluindo a baixa producdo de citocinas e outras proteinas
imunoldgicas, dessa maneira, a presenca desses compostos no leite materno fornece
protecdo passiva e modulacdo imune no receptor infantil (NOLAN; RIMER; GOOD,
2020).

O leite de mée do prematuro contém baixo nivel de citocinas pro-inflamatorias
(IL-1pB, IL-6, IL-8 e fator-o. de necrose de tumor), alto nivel de citocinas anti-inflamatorias
(anti-1L-6, 1L-10 e IL-13), de imunoglobulina A, de proteinas, sodio, zinco e calcio
(TUDEHOPE, 2013; CHEN et al., 2022).

Evidéncias apontam que o leite materno pode promover um estado de inflamacao
fisioldgica, responsavel por manter o equilibrio e interacdo entre as bactérias e o epitélio
intestinal (GROER et al., 2015). A responsavel pela acéo protetiva do leite € dada pela
composicdo da sua microbiota (BIAGI et al., 2017; MURPHY et al., 2017; PANNARAJ
etal., 2017).

As bactérias comensais com funcdo probidtica, também presentes no leite,
compde uma comunidade de organismos, influenciados tanto pela microbiota da mée,
quanto do leite materno, ajudando a modular a comunidade microbiana e na

permeabilidade do intestino do neonato. Esses microrganismos comensais evidenciaram
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capacidade de ampliar a diversidade bacteriana e reduzir a colonizacdo por géneros
patogénicos (PATEL et al., 2013; JOHNSON et al., 2015; NOLAN; RIMER; GOOD,
2020).

Essa comunidade de bactérias probioticas sofre influéncia a exposicdo de
antibioticos nas UTIN, aos quais 0s RNPT de MBP se encontram. O uso de antibidtico
profilatico de amplo espectro reduz a diversidade da microbiota, incluindo a populagéo
de Bifidobacterium e Bacteroides, podendo levar a dishiose intestinal (ligadas ao aumento
das morbimortalidades como sepse e morte), e a resisténcia antimicrobiana. Dessa
maneira, 0 tratamento com antibioticoterapia em prematuros deve ser prescrita
criteriosamente (NOLAN; RIMER; GOOD, 2020).

Acredita-se que a colonizacdo do leite materno, por meio dos probidticos, se dé
pelo eixo entero-mamario, ao qual as bactérias maternas sejam propostas as células
dendriticas da mucosa intestinal englobando-as e as levando por meio da circulagdo
sanguinea até as glandulas mamarias onde sdo incorporadas na composicao da microbiota
do leite materno (FERNANDEZ et al., 2013). Ressalta-se, portanto, a importancia da
exposicdo precoce ao leite materno e ao seu microbioma especifico na maior
possibilidade de nutrir bactérias promotoras da salde, e que sdo essenciais para a
modulacdo imunolodgica para o neonato (GREGORY et al., 2016).

Dessa maneira, a dieta € evidenciada na literatura com papel dominante na
nutricdo e no fortalecimento imunolégico do RNPT, reforcando o aleitamento materno,
com um importante papel na determinacédo da saude do RNPT (HURLEY; THEIL, 2011;
RAY etal., 2019; NOLAN; RIMER; GOOD, 2020).

3.3 Microbiota Intestinal e Metagenémica

A microbiota gastrointestinal € um ecossistema complexo e dindmico que consiste
em varias centenas de milhares de microrganismos, principalmente bactérias. A
investigacao sobre a composi¢do da microbiota teve inicio em 1900 (TISSIER, 1900), e
era realizada por meio de cultura in vitro; as modernas e recentes tecnicas de
sequenciamento de DNA, e a sua grande capacidade para identificar as espécies
bacterianas (incluindo as que ndo podiam ser cultivadas in vitro), permitiu desvelar o
ecossistema gastrointestinal (GUARALDI; SALVATORI, 2012).

A microbiota é composta principalmente de microrganismos (que compartilham

caracteristicas evolutivas comuns), essa composicao varia de acordo com a localizagdo
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anatdbmica, dessa maneira existem espécies comumente encontradas nas regides do célon
ou vagina. As bactérias que constituem usualmente esses locais sdo: Lactobacillus,
Prevotella, Escherichia, Bacteroides e Bifidobacterium (CHO; BLASER, 2012;
GOULET, 2015).

A concentracdo e a composicdo da microbiota intestinal variam fisiologicamente
ao longo do trato gastrointestinal (se adequando a acidez do meio), variam também no
que diz respeito os estagios da vida (sofrendo influéncia de fatores externos e internos),
progredindo da pouca variabilidade do RN até a colonizagdo complexa do adulto
(GUARALDI; SALVATORI, 2012).

Muitas fungdes s@o concedidas a microbiota intestinal dos seres humanos, como
modulacdo imunoldgica, absor¢do de nutrientes, barreira protetora contra patdgenos,
producdo de acidos graxos de cadeia curta, vitaminas, dentre outros (JANDHYALA et
al., 2015). A inter-relacdo entre as bactérias que compde a microbiota e células epiteliais
ou imunoldgicas, geram reacdes que possuem papel imunoldgico equilibrado no
reconhecimento de bactérias patologicas, e, induzem a producdo de interleucinas e
imunoglobulinas (DONALDSON, LEE, MAZMANIAN, 2015; WALKER, 2010).
Assim, a competicdo entre 0s microrganismos por receptores especificos na mucosa
intestinal e as interacdes com o hospedeiro, garante a variabilidade de géneros (JOST el
al., 2015).

A modulagdo imunolégica dada pela composi¢do da microbiota possui capacidade
de diminuir a incidéncia/prevaléncia de doencas atopicas, equilibrando a relagdo dos
fenotipos de reacdo helper 1 (Th1) e helper 2 (Th2) com a producédo de imunoglobulinas.
Os linfocitos T CD4+, também chamado de auxiliar (Helper), quando ativados secretam
citocinas que promovem o crescimento, diferenciacdo e funcBes de linfécitos B,
macrofagos e outras células. Esses linfocitos podem ser definidos por dois tipos de
citocinas que secretam: Thl (T helper 1) e Th2 (T helper 2). As células Thl séo grandes
produtoras de interferon gama (IFN-g), e sdo necessarias para uma resposta efetora contra
patogenos intracelulares, ja as Th2 secretam Interleucinas (IL), IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13,
e possuem relacdo com a producéo de anticorpos IgE e reacdes imunes contra alérgenos
e helmintos (SCHOLTENS et al., 2012).

A metabolizacdo de carboidratos realizada pela microbiota produz substratos, e
esses produtos sdo reabsorvidos pela mucosa do intestino. Dentre os substratos
produzidos, estdo os Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC); acetato; lactato; butirato,

dentre outros. Essas moléculas, além de terem agdo anti-inflamatoria, estimulam a
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diferenciacdo das células do epitélio intestinal. As bactérias do género Eubacterium,
Roseburia e Bifidobacterium estdo envolvidas no metabolismo e conversdo desses
substratos em outros produtos, essas conversdes auxiliam na regulagdo do pH intestinal
(PLAZA-DIAZ; FONTANA; GIL, 2018).

A funcdo de barreira protetora € dada pela parede intestinal, que possui papel
importante nesse processo, pois é composta por uma camada de muco, que possui acdo
contra invasao de microrganismos patogénicos. Esse muco é formado por glicoproteinas,
denominadas de mucinas, que além do papel protetor, auxilia no reconhecimento de
determinadas bactérias pelas células imunologicas (DONALDSON; LEE;
MAZMANIAN, 2015; PEREZ-CANO, 2022).

Dada essas evidéncias, verifica-se a importancia que a composic¢ao da microbiota
intestinal tem para a saide em neonatos. A literatura atual ja evidencia que a colonizagdo
intestinal do RN se inicia na vida intrauterina, pela presenga de DNA bacteriano na
placenta e no mecénio (COLLADO et al., 2016; AAGAARD et al., 2014), porém a
abundancia bacteriana e fortemente determinada pelo tipo de parto (WERNROTH et al,
2022) .

O modo de entrega pode afetar a colonizagdo intestinal no inicio da vida, pois ao
nascer por cesariana o neonato apresenta diferencas na sua microbiota, que passa a ser
constituida por bactérias semelhantes as encontradas na pele materna, dos profissionais
de saude e do ambiente hospitalar. Na microbiota de lactentes nascidos de parto normal,
esses microrganismos se assemelham a microbiota vaginal e intestinal de suas mées. Essa
diferenca, em um estado de vulnerabilidade imunoldgica, como no caso do RNPT, pode
favorecer a pouca variabilidade, predominancia de géneros patoldgicos e por
consequéncia conferir um ambiente disbidtico, favoravel a desfechos negativos a satde
do bebé (FERRARO et al., 2019; HO et al., 2018).

Apls o nascimento, outros fatores sdo evidenciados como relevantes na
colonizacdo intestinal. Assim, a modulacdo imunitaria do neonato, ou seja, equilibrio da
microbiota intestinal, pela intervencdo probiotica (colonizacdo por meio de bactérias) é
um processo complexo e ocorre por sucessivas etapas sob influéncia de fatores internos
e externos (KIJNER et al, 2022).

Dessa maneira, as bactérias que inicialmente colonizam o neonato sdo da mae
(tipo de parto e amamentacdo) e ambientais (hospitalares, da equipe de salde). Esses
fatores colonizadores sdo agrupados em duas categorias, a saber: externos (bactérias

maternas, ambiente circulante, medidas de higiene, etnia, habitos alimentares,
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antibioticoterapia, inibidores de bomba de prétons, e modo de nascimento) e internos
(genética e resposta imunoldgica do neonato, ph da mucosa, interacGes, e secrecdes
intestinais), dentre outros (FALLANI et al., 2010, ROZE et al., 2020).

O tipo de dieta por meio da amamentacéo e do leite materno possui um importante
papel na colonizacado intestinal dos neonatos, por conter prebidticos (como os OLH’s) e
ser fonte de bactérias simbiontes com funcéo probiotica (KIJINER et al, 2022). Os géneros
mais comuns identificados no leite materno sdo: Streptococcus, Staphylococcus,
Bifidobacterium, Lactobacillus, Propionibacteria e Enterococcus (PLAZA-DIAZ;
FONTANA; GIL, 2018).

Devido a abundancia de oxigénio no intestino do RN ao nascimento, 0s primeiros
colonizadores  sdo,  predominantemente,  bactérias  aerObias  facultativas
(Enterobacteriaceae, Enterococcus e Streptococcus). Com o crescimento gradual dessa
populacdo, ha a reducdo do oxigénio disponivel (pelo consumo gradual), favorecendo a
proliferacdo de géneros bacterianos anaerobios, com dominio (em um ambiente
equilibrado) de Bifidobacterium, Bacteroides e Clostridium, superando em ndmero as
bactérias aerdbias (GUARALDI; SALVATORI, 2012).

Distarbios na colonizagdo inicial da microbiota, atribuidos aos fatores
anteriormente citados, somados ainda as condi¢cdes que 0 neonato pré termo estd
submetido como longos periodos internados em UTIN (em incubadoras), em uso de
oxigenoterapia invasiva, além de outros fatores (ROZE et al., 2020), podem contribuir
para a ocorréncia de alergias alimentares, obesidade, doencas inflamatérias e doencas
crénicas (RAJANI; SEPPO; JARVINEN, 2018). Além disso, evidéncias atuais apontam
que padrdes de colonizacdo estdo se associando com a ocorréncia de Enterocolite
Necrosante (NEC) e sepse tardia (SIM et al., 2023).

Evidéncias atuais sugerem que o estabelecimento da microbiota em RNPT possui
grandes diferencas do RN a termo. Observou-se que o estabelecimento de bactérias
anaerdbias como Bifidobacterium e Bacteroides é mais lenta em RNPT do que em RN a
termo provavelmente justificados pelo uso de antibioticos, principalmente na primeira
semana de vida, pela idade gestacional e pelo peso ao nascer (SIM et al., 2023;
ARBOLEYA etal., 2015).

A riqueza e variabilidade da microbiota intestinal continuam seu curso de
desenvolvimento até a sua estabilizacdo aos 2 anos de idade, que passa a apresentar uma
composicdo semelhante a do adulto. Embora haja diversas teorias explicativas para a

colonizacdo bacteriana, muitos mecanismos ainda ndo séo totalmente conhecidos. Dentre
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0s motivos apontados como limitantes desse processo estd 0 método de identificacdo dos
genes bacterianos (KHAN et al., 2023).

As diversidades de espécies bacterianas que habitam o intestino sdo inerentes a
comunidades complexas, cada fragmento genémico é sequenciado a partir de uma Unica
espécie, porém dentro de uma amostra fecal existem muitas espécies diferentes, e para a
maioria delas ndo possuem um genoma completo (MANDAL; SAHA; DAS, 2015).

Essa abordagem se constitui na extracdo do DNA comunitério e com base neste
genoma ¢€ realizada a construgdo de uma biblioteca metagendmica (com o genoma misto
extraido) para identificacdo das espécies correspondentes ja conhecidos e catalogados, e
com a utilizacdo de tecnologias de sequenciamento e bioinformatica. Por isso a analise
desses genomas € considerada inovadora, pois permite a revelacdo do mundo da
microbiota por meio de técnicas independentes de cultivo (CHO; BLASER, 2012;
MANDE; MOHAMMED; GHOSH, 2012, BREITWIESER; SALZBERG, 2019).

Dessa maneira, 0 gene 16S rRNA além de auxiliar no processo de traducéo e
producéo proteica, € uma regido que possui poucas mutagdes ao longo das geracdes, 0
que facilita a identificacdo do microrganismo, de maneira que é possivel a comparagdo
de grupos taxonOmicos diversos, ou seja, apresenta uma importante sequéncia de
nucleotideos evolutivos conservados, como uma sequéncia de assinatura unica para cada
espécie bacteriana (BREITWIESER; SALZBERG, 2019).

Na microbiologia a utilizacdo da molécula de rDNA é considerada a mais
adequada para estudos de diversidade. Para a anélise de diversidade microbiana sédo
utilizados primers (para amplificacdo dos genes) para diferentes regiées do gene 16S
rRNA gue permite a classificacdo taxonémica a nivel de espécie, podendo ser utilizada
até 9 regides. Contudo, as regides habitualmente amplificadas sdo as V3 e V4, pois sdo
mais representativas para amostras ambientais (BREITWIESER; SALZBERG, 2019).

Esse método de sequenciamento representa uma importante ferramenta com alta
precisdo para estudo de microrganismos ambientais, e, com o aumento da utilizacdo dessa
técnica, observa-se a elevacdo de pesquisas dessa natureza, e com isso ampliam
consecutivamente os bancos de dados utilizados nos experimentos expandindo o catalogo
de nomenclaturas dos genomas taxondmicos, contribuindo assim para melhorar o
conhecimento sobre o ecossistema intestinal (BREITWIESER; SALZBERG, 2019).
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3.4 Modelo Teorico para Investigacao

A estrutura tedrica/conceitual facilita a apresentagdo das diversas maneiras de se
pensar o problema, de representagcéo de como os fatores complexos se relacionam entre
si, e, derivam basicamente de teorias ou modelos tedricos que apresentam suposi¢oes do
funcionamento dessas relagdes. Para a construcdo da estrutura do presente estudo,
utilizou-se a combinacdo de duas teorias (Modelo Teérico Conceitual baseado na Teoria
da Determinacgdo Social do Processo Saude Doenca e na Teoria da Complexidade) com
objetivo de ampliar a compreensdo dos diversos aspectos do problema, as provaveis
solucdes, no intuito de evitar tendenciosidades (BORDAGE, 2009).

O modelo teorico proposto foi construido baseado nas investigacfes presentes na
literatura nacional e internacional da modulacdo microbiana em RNPT, a partir da
utilizacdo do leite materno, adaptados para investigacdo dos demais fatores associados.

Para construcdo deste modelo tedrico utilizou-se uma adaptacdo dos dois modelos
(ja definido por Dahlgren e Whitehead (1991), mais utilizado no Brasil, para a
determinacdo social do processo saude doenca, e, da Teoria da Complexidade proposto
por Almeida Filho (1996)) (figura 2) (BUSS e PELLEGRINI FILHO, 2007; PUTTINI,
PEIREIRA JUNIOR; OLIVEIRA, 2010), dessa maneira optou-se pela construcéo de um

modelo préprio.

Condicbes Maternas:
Idade Materna, Raca/cor, Genética, Antibiético Profilatico da

Condicbes Cronicas, Infec¢des Crianga

Prévias, Antibioticoterapia/
'

Varidveis da Crianca: Imunoterapia
Idade Gestacional, Sexo, Baixo Peso [ | Orofaﬂngea de

| Microbiota
Intestinal

ao Nascer Colostro
Habitos de Vida Materna: R
Tabagismo, Alcéol, Drogas, Tipo de Parto
Cafeina
Condic¢bes Sociais Maternas:

Escolaridade, Renda, Ocupagéo,
Multiparidade, Situagdo Conjugal,
Nidmero de consultas pré-natais \

Amamentacdo

Fonte: Elaboragdo propria, 2023.
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Figura 2 - Modelo Tedrico Conceitual baseado na Teoria da Determinagdo Social do
Processo Salde Doenca e na Teoria da Complexidade para a investigacdo da modulagédo
da microbiota em recém-nascidos pré-termos, a partir da utilizacdo da Imunoterapia

Orofaringea de Colostro, 2023.

3.5 A Imunoterapia Orofaringea de Colostro na modulacédo da microbiota intestinal

de recém-nascidos pré-termos

A 10C, também abordada em alguns estudos como colostroterapia, € uma técnica
que consiste na administracdo do colostro materno (produto de lactagdo secretado até o
5° dia de vida p6s-parto), na mucosa orofaringea do neonato, normalmente realizado em
RNPT de MBP, na ha impossibilidade de iniciar a nutricdo tréfica (por complicacbes
decorrentes da condicdo de prematuridade), pois sua fungdo nao € nutricional e sim
imunoldgica (PARIGI; ELDH; LARSSEN, 2015; GUILHERME; MATTAR; BATISTA, 2010).
E um procedimento que vem sendo realizado em algumas unidades neonatais
como proposta de pratica clinica objetivando o fortalecimento da imunidade e preparando
o0 tubo digestorio do RNPT para a alimentagdo. No entanto, esta conduta, ainda carece de
maiores evidéncias cientificas para que seu uso possa ser ampliado para as diversas
unidades neonatais (RODRIGUEZ et al, 2009; GUILHERME; MATTAR; BATISTA, 2010).
A 10C permite a interagdo da mucosa imatura do neonato pré-termo com a IgA
secretora e substancias pré e probidticas que determinam a colonizacdo do trato
gastrointestinal por uma microbiota comensal com capacidade de competicdo com 0s
microrganismos patogénicos, impedindo a adesdo desses ultimos na mucosa intestinal e
reduzindo a possibilidade de translocagdo bacteriana, passagem desses microrganismos
ou de endotoxinas pela mucosa intestinal para a corrente sanguinea (GOULET, 2015).
Um estudo realizado nos Estados Unidos para determinar a segurancga da 10C para
criancas com EBP nos primeiros dias de vida, concluiu que é uma pratica facil e bem
tolerada (RODRIGUEZ et al., 2015). Alguns hospitais ja desenvolveram protocolos para
aplicar a 10C, mas para o sucesso da intervencdo é vital prover o cuidado canguru,
precocemente, bem como um protocolo para orientar adequadamente a utilizacdo do
colostro no ambiente de terapia intensiva neonatal (PATEL et al., 2013; RODRIGUEZ et
al., 2015). Nesse direcionamento, no ano de 2020, em Feira de Santana, foi conduzido,

pelo Nucleo de Pesquisa e Extensdo em Saude (NUPES), um estudo para estabelecer um
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protocolo clinico de utilizacdo da I0C, o qual descreveu a implementacdo da técnica em
RNPT de MBP em uma unidade neonatal (DA CRUZ MARTINS et al., 2020).

A relacdo entre a I0C e a colonizacdo intestinal de neonatos pré-termos nos
primeiros dias de vida, ainda é pouco investigada. Em uma pesquisa mais recente
conduzida em um hospital universitario de Sdo Paulo, evidenciou que a administracédo da
IOC, antes da introducdo da dieta enteral, foi capaz de favorecer bactérias do género
Bacteroides na microbiota intestinal do RNPT, e apresentou correlagdo positiva com
maiores abundancias de Bifidobacterium (MOREIRA, 2019).

Tendo em vista a incipicéncia da literatura sob a tematica principal desta
investigacdo, foi realizado uma busca na literatura publicada que abordassem tanto a
utilizacdo de protocolo de IOC como também a administracao de colostro/leite materno.
Utilizou-se para a selecdo dos artigos, os seguintes descritores: “Microbiota gut” and
“neonatal” and “colostrum”, nas bases de dados: Pubmed e Scientific Electronic Library
Online — SciELO, com recorte de 10 anos de publicacdo. Foram excluidos teses e
dissertacbes, além de estudos que ndo verificassem a modulacdo da microbiota
gastrointestinal (quadro 1).

Dessa maneira, foram selecionados 8 estudos conduzidos com RNPT, destes 4
ensaios clinicos, 3 estudos longitudinais observacionais (coorte) e 1 estudo transversal.
Todos utilizaram como método de sequenciamento gene V3-V4 16S rRNA.

No estudo de Cortez e colaboradores (2021), Unico que contemplou o objetivo
deste estudo, evidenciou a maior abundancia de Bifidobacterium e Bacteroides no grupo
submetido a IOC na primeira semana de vida. Os demais, embora ndo verificassem
especificamente a associacdo da IOC com a microbiota intestinal, averiguaram o impacto
do leite materno sobre a colonizacgao bacteriana. Os géneros mais abundantes encontrados
nesses estudos foram: Clostridium senus strictue, Lactobacillus (EMBLETON;
SPROAT; UTHAYA et al., 2023); Enterococcus, Staphylococcus, Escherichia/Shigella,
Bifidobacterium, Enterobacter e Acinetobacter (CHANG; CHIANG CHIAU; CHANG,
2022; AMANDITO; MALIK; ROHSISWATMO, 2022; LIU; ROY; GUO, 2016; CORONA-

CERVANTES; GARCIA-GONZALEZ; VILLALOBOS-FLORES, 2020); Citrobacter
(PARRA-LLORCA; GORMAZ; ALCANTARA, 2018).
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Quadro 01 — Estudos que evidenciaram a relacdo entre a Imunoterapia Orofaringea de Colostro/leite materno humano com a colonizacdo da

microbiota intestinal de recem-nascidos pré-termos nos primeiros dias de vida, 2023.

Autor / Ano de publicacao

Pais / Tipo de estudo / Populagéo
/ Método de sequenciamento

Objetivo

Resultados Principais

Embleton ND; Sproat T;
Uthaya S; Young GR; Garg S;
Vasu V, etal., 2023

Reino Unido.

Ensaio Clinico Randomizado.

126 recém-nascidos pré-termos nas
primeiras 72 horas de vida (<30
semanas gestacionais).
Sequenciamento do gene V4 16S
rRNA

Determinar as diferencas de uma dieta
exclusiva com leite humano de uma
contendo produtos derivados de
bovinos na microbiota intestinal de
recém-nascidos muito prematuros.

Lactobacillus foram o0s unicos géneros
significativos que diferiram entre 0s
grupos do ensaio, sendo menor em
lactentes que receberam a dieta exclusiva
de leite humano. A abundéancia relativa de
Bifidobacterium ndo esteve associada a
uma dieta exclusivamente de leite humano.
Na dieta exclusiva com leite materno:
maior abudancia dos géneros: Clostridium
senus strictue; e menor de
Enterobacteriaceae.

Cortez RV; Fernandes A;
Sparvoli LG; Padilha M;
Feferbaum R; Neto CM, et al.,
2021

Brasil.

Estudo longitudinal e
observacional.

24 recém-nascidos  pré-termos
avaliados ao 1°, 7°, 14° e 21° dia de
vida (idade gestacional entre 28 e 35
semanas de gestacdo).
Sequenciamento do gene V3-V4
16S rRNA

Avaliar as primeiras semanas de
desenvolvimento da microbiota oral de
recém-nascidos pré-termos recebendo
colostro orofaringeo, em comparacéao
com um grupo controle recebendo
cuidados padréo.

Houve maior abundancia de
Bifidobacterium e Bacteroides no grupo
gue houve administracdo orofaginea de
colosto na primeira semana de vida.

Chang HY, Chiang Chiau JS,
Chang JH, Hsu CH, Lin CY,
Ko MH, et al., 2022

Australia.

Ensaio Clinico.

20 prematuros de muito baixo peso
com IG < 32 semanas, avaliados
nos dias 7, 14 e 30.
Sequenciamento do gene V3-V4
16S rRNA

Investigar a composi¢do da microbiota
intestinal de prematuros pequenos para
idade gestacional com muito baixo peso
em comparagdo aos prematuros com
peso adequado para idade gestacional
com muito baixo peso.

Houve diferencas na  composicdo
microbiana intetsinal entre os grupos. A
principal composicdo a nivel de género
encontradas em ambos os grupos foram:
Enterococcus, Staphylococcus,
Escherichia/Shigella, Bifidobacterium,
Enterobacter e Acinetobacter.
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Amandito R; Malik A;
Rohsiswatmo R, 2022

Indonésia.

Estudo observacional prospectivo
de coorte.

8 recém-nascidos pré-termos,
avaliados nos dias 4 e 7.
Sequenciamento do gene V3-V4
16S rRNA

Caracterizar o microbioma fecal no
inicio da vida e determinar sua
influéncia nas condi¢des clinicas dos
recém-nascidos.

Evidenciou-se que nas amostras de
mecbnio tiveram maior abundéaficia de:
Enterobacteriaceae, Ureaplasma.
Prevaleceram os géneros

Staphylococcus no dia 4 e no dia 7 por
Clostridiales.

Parra-Llorca A; Gormaz M;
Alcantara C; Cernada M;
Nufiez-Ramiro A; Vento M,
2018

Espanha.

Estudo prospectivo, observacional
de coorte unicéntrico.

69 recém-nascidos <32 semanas de
gestacéo.

Sequenciamento do gene 16S
rRNA

Determinar o impacto do leite humano
pasteurizado de doadora na microbiota
intestinal de prematuros admitidos em
uma unidade de terapia intensiva
neonatal de referéncia

Foram obseravadas diferencas
significativas na  composicdo  da
microbiota de prematuros, de acordo com
o tipo de alimentacdo. O leite do Banco de
leite favoreceu um microbioma intestinal
mais semelhante ao leite cru da propria
mae. A nivel de género, niveis altos de:
Bifidobacterium, Citrobacter e
Clostridiaceae.

Underwood MA, Gaerlan S, De
Leoz ML, Dimapasoc L,
Kalanetra KM, Lemay DG,
2015

California.

Ensaio Clinico.

14 prematuros.
Sequenciamento  de
geracdo (NGS)

proxima

Derminar a composicéo de
oligossacarideos do leite, urina e fezes
de 14 prematuros recebendo apenas
leite  humano de suas mées e
correlacioné-los com a composigdo da
microbiota fecal.

Os oligossacarideos do leite materno,
podem influenciar a microbiota intestinal
em prematuros. Foram observadas
tendéncias para niveis mais altos de
Proteobacteria e niveis mais baixos de
Firmicutes.

Liu Z, Roy NC, Guo Y, Jia H,
Ryan L, Samuelsson L, et al.,
2016

China.

Ensaio Clinico.

120 recém-nascidos, coletadas
amostras do dia 1 e dia 21.
Método de sequenciamento
utilizado ndo foi esclarecido.

Comparar os efeitos do leite humano e
formulas infantis em recém-nascidos
humanos e um modelo de rato
desmamado.

As concentracdes fecais de
Bifidobacterium foram maiores em recém-
nascido alimentados exclusivamente com
leite materno.

Corona-Cervantes K, Garcia-
Gonzalez 1, Villalobos-Flores
LE, Herndndez-Quiroz F, Pifia-
Escobedo A, Hoyo-Vadillo C,
Rangel-Calvillo MN, 2020

Meéxico.

Estudo transversal.

67 recém-nascidos, avaliados entre
osdias1e6.

Sequenciamento de alto rendimento
de bibliotecas de rDNA V3-16S

Avaliar o efeito da microbiota do leite
humano na composi¢do bacteriana do
intestino do recém-nascido  nos
primeiros dias

Maiores prevaléncias das familias:
Pseudomonadaceae, Clostridium, e o0s
géneros: Bifidobacterium nas fezes dos
recém-nascidos.

Fonte: Elaboracéo propria, 2023.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do Estudo

Trata-se de um ensaio clinico controlado ndo randomizado (quase experimental). Neste
tipo de estudo existem dois grupos, intervencao e controle; entretanto, a maneira de selecdo dos
participantes ndo ocorre de maneira aleatdria. Esse tipo de estudo se aplica quando se pretende
demonstrar a eficacia de um novo tratamento. A principal limitacao ¢ a dificuldade de controlar
as variaveis de confundimento, porém com a identificacdo prévia das mesmas, essas podem ser
ajustadas por métodos analiticos (ROUQUAYROL, 2003).

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar, por meio da analise do DNA
metagendmico, o estabelecimento da microbiota intestinal em RNPT, tratados ou ndo com a
IOC, atendidos no SUS no municipio de Feira de Santana / BA. O hospital, no qual ocorreu a
intervencgéo, aderiu a um protocolo de administracdo de colostro cru para 0s prematuros.

Esta investigacdo estd ancorada no projeto de pesquisa intitulado “Colostroterapia,
Nutri¢do, Crescimento Pondero-Estatural e Morbimortalidade de Recém-Nascidos Prematuros
de Muito Baixo Peso Atendidos Pelo Sistema Unico de Satide (SUS): Estudo de Intervengio™,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP) da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), sob CAAE no. 93056218.0.0000.0053, respeitando-se as
Resolucdes n. 466/12, n. 510/2016 e 580/18, do Conselho Nacional de Saude (CNS).

4.2 Local do Estudo

A pesquisa foi realizada na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) e Unidade
Semi-Intensiva Neonatal (USIN) do Hospital Indcia Pinto dos Santos (HIPS), conhecido
popularmente como Hospital da Mulher, unidade onde se deu o0 acompanhamento do grupo
intervencéo, e do Hospital Estadual da Crianca (HEC), hospital onde ocorreu o seguimento do
grupo controle, em Feira de Santana, Bahia.

O HEC foi inaugurado em 2010 e foi projetado para ser o0 maior hospital de referéncia
do Nordeste do pais, direcionado para o atendimento pediatrico de média e alta complexidade,
sendo considerado um hospital de grande porte. O complexo hospitalar tem capacidade para o
funcionamento de 280 leitos; dos quais 154 estdo ativos e distribuidos em unidades de urgéncia

e emergéncia, cirurgia, ortopedia, cardiologia, nefrologia, oncologia, terapia intensiva
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pediatrica e neonatal. Dentre esses, 20 leitos sdo destinados a UTIN, 10 leitos na Unidade de
cuidado Intermediario Canguru (UCINCA) e 18 leitos na Unidade de Cuidado Intermediario
Convencional (UCINCO). Embora exista um Banco de Leite Humano (BLH) no HEC, a
prescricdo de uso de leite humano pasteurizado para RNs internados na UTIN ¢é realizada
mediante prescricdo médica e/ou disponibilidade de estoque, ndo existindo um protocolo de
administracdo da Terapia Imunoldgica Colostral.

O Hospital da Mulher (HIPS) configura-se como instituicdo mantida pela Fundacgéo
Hospitalar de Feira de Santana, com administragédo indireta da Rede Municipal. O HIPS atende
mulheres no periodo gravidico e puerperal, classificadas como de risco habitual ou aquelas de
risco que sdo admitidas em franca urgéncia ou emergéncia obstétrica, através do SUS, em
atencdo a demanda pactuada para a cidade e microrregido. Atualmente, a UTIN desta instituicdo
conta com 8 leitos, Unidade de Cuidados Intensivos (UCIN) com 6 leitos, possui 8 leitos na
Unidade Semi-intensiva Neonatal, e 10 leitos na Unidade Canguru (SESAB, 2021).

4.3 Amostra/Amostragem

Os participantes do estudo foram compostos pelas mées e seus respectivos RNPT que
estiveram hospitalizadas nas UTIN do Hospital da Mulher e do HEC, quando aplicével.

Foram adotados como critérios de inclusdo para as crian¢as prematuras, para o Hospital
da Mulher: RNs admitidos em Unidades Neonatais, peso ao nascer < 1.500g (ndo houve critério
para peso minimo, assim foram incluidos os neonatos com muito baixo peso (< 1500g) e
extremo baixo peso (< 1000g), < 36 semanas gestacionais (ndo houve critério para idade
gestacional minima, assim foram inclusos 0s prematuros extremos < 28 semanas e 0S
prematuros moderados entre 28 a < 36 semanas). Estavam em dieta zero por via oral, enteral
ou em uso de Nutricdo Parenteral Total (NPT). Além disso, devem estar estaveis clinicamente,
com 0s parametros normais segundo critérios estabelecidos no quadro 2, em uso da IOC com
protocolo do proprio hospital, iniciada em até 24 horas pds nascimento e antes do inicio da dieta

enteral.

Quadro 2 — Critérios estabelecidos para parametros clinicos de normalidade em neonatos

Observacdes

0 — Hipotermia (< 36,4 °C)

Padrédo de temperatura 1 — Normotermia (36,5 — 37,4 °C)

2 — Hipertermia (>37,5 °C)

0 - Normal (40-60 incursGes respiratorias por
minuto (irpm))

A Taxa respiratoria (frminimo e frmaxima a cada 24 horas)
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1 — Anormal (outra situacdo que ndo a normal)
Diretamente correlacionada com a idade
gestacional, a idade pds-natal e o peso de
nascimento (ver curvas normais de pressdo
arterial)

0 — Normal (situa-se entre 100-180 batimentos
A Frequéncia cardiaca (fcminima e fcmaxima a cada 24 | por minuto (bpm), em geral 120-160 acordado
horas) e 70-80 dormindo)

1 — Anormal (outra situacéo gue ndo a normal)
0 — Normal (outra situacdo que ndo a baixa)

1 — Baixa (< 93%)

A Pressao arterial (paminima e pamaxima a cada 24 horas)

Saturagdo

Fonte: dados da pesquisa (2023).

Os critérios de inclusdo para o grupo controle foram: RNPT admitidos em Unidades
Neonatais do HEC, peso ao nascer < 1.500g (ndo houve critério para peso minimo, assim foram
incluidos os neonatos com muito baixo peso (< 1500g) e extremo baixo peso (< 1000g)), < 36
semanas gestacionais (ndo houve critério para idade gestacional minima, assim foram incluidos
0S prematuros extremos < 28 semanas e o prematuro moderado entre 28 a < 36 semanas).
Estavam em dieta zero por via oral, enteral ou em uso de NPT e/ou a administracdo enteral de
leite materno (cru ou pasteurizado), além de clinicamente estaveis.

As mées dos lactentes, tanto para o grupo de intervencdo, quanto para o grupo controle,
foram selecionadas seguindo os critérios de elegibilidade de entrada dos seus filhos no estudo.
Dentre os critérios de exclusdo: a) da mae — historico materno de uso de substancias psicoativas,
drogas, alcool, presenca de desordem psicoldgica, gestagdo mdaltipla a partir de trigémeos e
filhos de mées contraindicadas para a amamentacao (retroviroses e citomegalovirus); b) do RN
- uso de medicamento vasopressor >10mcg/Kg/min, requerimento de intervencdo cirdrgica
imediata, sindromes e /ou malformagdes congénitas, morbidades neonatais como a incidéncia
de Persisténcia do Canal Arterial (PCA), sepse ou NEC.

Poucos estudos longitudinais foram conduzidos que avaliassem o efeito do aleitamento
materno no microbioma intestinal do bebé prematuro na primeira semana de vida (GREGORY
et al., 2016), e, na incipiéncia de pesquisas que permitissem a aplicacdo de formula para o
calculo do tamanho amostral da presente investigacdo, foi necessario a realizacdo de um teste
piloto, dessa maneira ndo houve calculo estatistico para estabelecimento da amostragem.

A literatura ndo é clara quanto ao tamanho minimo da amostra necessaria para o teste
piloto, havendo recomendagdo que pode variar entre 20 a 30 individuos, entretanto utilizou-se
0 parametro de amostra do estudo de Gregory e colaboradores (2016), que objetivou estabelecer
a relacéo entre a colonizacdo bacteriana por meio da amamentagéo de prematuros. Sendo assim,

o0 piloto dessa pesquisa foi realizado com 20 criancas em cada grupo (total de 40 criancas nos
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grupos intervengdo/controle). Foram considerados nivel de significancia de 5% e poder do
estudo de 80%.

Com base nessas informacoes, foi realizado, inicialmente um teste piloto no periodo
aproximado de 40 dias. O teste piloto foi realizado apds a aprovacdo do CEP da UEFS — BA.
Neste piloto foram adotados todos os procedimentos descritos para 0 experimento em si.

Além de originar dados para o calculo do tamanho amostral, esta fase da pesquisa foi
realizada com o objetivo de aprimorar 0 método e instrumento de coleta de dados, além dos
procedimentos operacionais padrdes estabelecidos. Haja vista que o piloto ndo foi utilizado na
amostra final da pesquisa.

4.3.1 Grupo de Intervencao

A intervencgdo ocorreu em criancgas, no Hospital da Mulher por ser o Gnico da regido que
estd vinculado a Rede de Atencdo Municipal do SUS, e, por possuir protocolo instituido de
administracdo orofaringea do colostro materno em RNPT internados na UTIN.

A mée do RNPT foi abordada nas primeiras 24 horas pds-parto, esclarecida quanto aos
objetivos da pesquisa e convidada a participar da mesma mediante a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE); nos casos de menor de 18 anos foram apresentados
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para o responsavel legal da menor e o
Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE). Posteriormente, foi aplicado as mées um
questionario para obtencdo de dados sociodemograficos e bioldgicos.

A intervencdo foi realizada pela equipe de profissionais de satde do Hospital da Mulher
(HIPS), em todos os RNPT admitidos nas Unidades Neonatais. Ao médico coube fazer a
contraindicacdo da IOC — quando foi necessario; o enfermeiro acompanhou e registrou a
estabilidade clinica e o técnico de enfermagem fez a administracdo do colostro ao RN. Todas
as criangas admitidas na UTIN receberam 10C, desde que ndo houve contraindicacdo médica,
uma vez que a I0C foi instituida como Protocolo Padrao do hospital. Porém, s6 foram elegiveis
para a pesquisa aquelas que atenderam aos critérios de incluséo.

De acordo com o protocolo do Hospital, para o grupo de intervencéo, foi utilizado o
colostro da prépria mde e o esquema de tratamento foi constituido diariamente por 8
administragdes de 0,2 ml (quatro gotas) de colostro por 10 segundos em mucosa orofaringea,
oferecidos a cada 03 horas, até o sétimo dia de vida da crianca. Inicialmente, a primeira seringa

contendo 0,1 ml (duas gotas) de colostro foi direcionada para o tecido mucoso oral direito e
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gotejada durante os primeiros 5 segundos; e, posteriormente a mesma seringa contendo 0,1 ml
(duas gotas) de colostro restante foi administrada no tecido mucoso oral esquerdo até o décimo
segundo.

Durante o procedimento foram monitorados: o batimento cardiaco, temperatura, a
frequéncia respiratoria, a pressdo sanguinea e a saturacdo do oxigénio de pulso; e, 0 mesmo foi
imediatamente interrompido caso tivesse sido observado sinais de risco a vida do neonato que
sdo inerentes a sua condicdo de vulnerabilidade (episodio de dessaturacdo, com saturacdo de
oxigénio menor que 88% ou percep¢do de mudanga dos sinais vitais; e, foi acompanhado

mediante formulario de evolucéo clinica, nutricional e pondero-estatural).

4.3.2 Grupo Controle

O grupo controle foi formado por criancas e suas respectivas maes do HEC, por ser um
Hospital pertencente a Rede de Atencdo a Salde do Estado vinculada ao SUS, e, ndo possuir

protocolo com a 10C.

4.4 Coleta de Dados

4.4.1 Coleta de dados de prontuarios

O recrutamento das criangas se deu imediatamente ap6s 0 nascimento, por meio da
avaliacdo de peso ao nascer e idade gestacional, assim como os demais critérios de elegibilidade
do estudo, o consentimento de um de seus responsaveis e seu assentimento (para maes menores
de 18 anos), a aplicacdo do questionario aos pais apds a assinatura dos termos e a coleta das
informac0es do prontuario da crianca apds a entrada na UTIN.

Para a coleta das variaveis do estudo foram aplicados trés questionarios/formularios
estruturados: o primeiro foi aplicado a mée para obter dados referentes as questbes sécio
demogréficas, assistenciais durante o pré-natal/parto e habitos de vida. O segundo formulario,
foi preenchido baseado nas informacdes dos prontuérios da crianca: constando perguntas sobre
data de nascimento, sexo, peso ao nascer, apgar no 1’ e 5’ minuto de vida e registro das
dejecdes. O terceiro formulario foi preenchido com os resultados dos exames (contidos no

prontuario), no primeiro e ao sétimo dia de vida da crianca. A solicitacdo de exames de sangue
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foi realizada pela equipe médica de ambos hospitais, como parte da avaliagdo clinica de rotina
do RN.

4.4.2 Protocolo de coleta das amostras fecais

Para a coleta de amostra das fezes dos RN’s, seguiu-se um protocolo especifico com
finalidade de preservar as col6nias bacterianas existentes e consequentemente a qualidade do
DNA metagendmico, e, se deu no momento em que 0 neonato eliminasse as trés amostras
iniciais na sequéncia (1% 22 3% dejecédo), e uma dejecdo a partir do 7° dia de vida, o que
corresponde a administracdo da 56° seringa com colostro.

Para garantir a qualidade do material coletado e consequente qualidade do DNA
gendmico, foram instituidos cuidados desde a coleta, transporte e armazenamento de amostras
fecais. Neste sentido, para que houvesse a conservagéo ideal, foi colocado dentro da fralda do
neonato pré-termo, ao nascimento, um recorte de um tecido de campo cirdrgico (fenestrado e
estéril), que recobrisse toda a parte interna, com a finalidade de evitar que o contetdo (amostra
fecal) fosse absorvido pela fralda.

Além disso, a colocagdo do tecido estéril evita que a parte absorvente da fralda que ¢é
impregnada com sais de bario, criasse um viés nos resultados, uma vez que esses sao inibidores
de patdgenos fecais. Em todas as trocas de fralda do RN foram recolocados novos recortes de
campo cirdrgico, pela equipe de técnicos, nos procedimentos de rotina, até que todas as
amostras fecais fossem recuperadas.

Quando o neonato apresentava as dejecdes, a fralda era cuidadosamente retirada pela
equipe de técnicos de enfermagem/enfermeiros, devidamente paramentados, para que nao
houvesse contaminagdo da amostra fecal, e, posteriormente realizada a higienizacdo de rotina
no RNPT. O recorte de campo cirtrgico contendo a amostra (o qual estava posicionado dentro
da fralda) foi raspado gentilmente com auxilio da espatula de ayre (estéril), e, foi passado o
conteldo diretamente para o tubo eppendorf 1,5 ml (estéril) com fechamento hermético. Foram
coletados 0,75 ml de amostra fecal, aproximadamente metade do tubo.

Os microtubos contendo o material fecal coletado foram colocados em rack plastico de
armazenagem para evitar tombamentos e encaminhado imediatamente (ap6s a coleta na fralda)
para primeiro congelamento em freezer comum (-20° C), localizado na unidade hospitalar, com

termOmetro digital para controle de temperatura.
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As amostras foram mantidas congeladas a -20° C (por ndo mais que 12 horas), e, em
seguida foram transportadas (pelos pesquisadores da equipe) em um pacote térmico, para
garantir que nao fossem descongeladas em nenhum momento e levadas ao laboratério de
Anélises Microbioldgicas da Universidade Estadual de Feira de Santana, onde foram
armazenadas em um ultrafreezer (-80°C), com validade de permanéncia por até um ano. A
coleta ocorreu em qualquer dia da semana (incluindo os finais de semana e feriados).

O transporte do tubo (congelado) do freezer do hospital para o freezer da universidade
foi realizado em recipiente isotérmico, higienizavel e impermeavel, com um termémetro digital
de cabo extensor fixado na caixa para controle de temperatura do material transportado, para
garantia de manutencdo da cadeia de frio. Para tanto, foi utilizado o gelo rigido reciclavel
(gelox) para transporte em baixas temperaturas, evitando assim o descongelamento da amostra
em qualquer momento. A coleta ocorreu por meio de escala de trabalho dos pesquisadores e/ou
no momento da dejecdo do RN, ndo havendo, portanto, horario e nem dias da semana pré-
determinados.

As informacdes referentes ao neonato foram registradas em uma planilha que ficavam
no setor neonatal (data, hora, idade do recém-nascido (em dias) e responsavel), alem disso o
microtubo recebeu um cédigo referente ao RN (as marcagdes foram realizadas com caneta
permanente no microtubo).

Considerando as normas de biosseguranca, apos a coleta do material fecal para os tubos
eppendorf, as fraldas foram embaladas em sacos plasticos totalmente fechados e descartadas,
como lixo biolégico no ambiente hospitalar, assim como todos os utensilios que entraram em
contato com o material, devido ao risco infeccioso.

Ainda sobre prevencéo de riscos, se algum RN apresentasse dermatite de contato, seria
imediatamente excluido da pesquisa. Dentre os riscos, existe também a possibildade de
contaminacdo do profissional de saide no momento da coleta pelo material fecal; sendo assim
foi instituida como medida de controle na troca de fralda o uso de EPI’s de rotina do hospital
(touca, luvas e méscara). Todos esses cuidados foram reforcados no treinamento/capacitacao
que foi realizado para todos os profissionais dos respectivos setores das unidades neonatais.

Dentre a avaliagdo dos possiveis riscos da pesquisa, incluiu-se também a manipulacéo
dos prontuérios, danificagdo por meio do manuseio, €, ou dificuldade de manter sigilo das
informagdes coletadas. Como medida de minimizacdo, foram adotados treinamentos da equipe
de coleta, e cada formulario coletado referente ao prontuario foram identificados por meio de

numeracao, evitando assim a divulgacdo dos nomes dos participantes.
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4.5 Variaveis da pesquisa

As variaveis selecionadas para estudo foram denominadas: variavel quase-
experimental, controle da variavel quase-experimental, variavel de desfecho e covariaveis para

a homogeneizagao dos grupos.

4.5.1 Variavel quase-experimental (exposi¢do)

Foi considerada variavel de exposicdo a IOC, definida neste trabalho como a utilizacéo

do colostro com fins de suplementacdo imunoldgica, em RNPT nascidos no Hospital da Mulher.

4.5.2 Variavel de controle da exposicao

A variavel de controle foi a ndo utilizacdo da IOC em neonato em situacdo de dieta zero
e/ou a administracao enteral de leite pasteurizado do BLH, prescrita pelo neonatologista para o

RNPT nascidos no HEC (onde nédo possui protocolo da IOC) com fins nutricionais.

4.5.3 Variavel desfecho

O desfecho avaliado foi a microbiota intestinal de RNPT constituida por espécies

bacterianas comensais ou nao.

4.5.4 Covariaveis

Os grupos foram pareados pelas variaveis: idade gestacional e tipo de dieta. Essas séo
descritas na literatura como possiveis fatores de confundimento por serem moduladores da
microbiota intestinal (HANSEN et al., 2014; GOULET, 2015).

As caracteristicas maternas pesquisadas foram: data de nascimento, idade materna, local
de residéncia, raca/cor, situacdo conjugal, escolaridade materna, trabalho materno/ocupacao
habitual, renda, idade gestacional, paridade, nimero de gestacBes anteriores, nimero de
consultas pré-natal, tipo de gravidez, inducdo do parto, tipo de parto, assisténcia ao nascer.
Durante a gestacao as varidveis: ingestao de cafeina, uso de medicamento pela mée e infeccéo.

Objetivando que o estudo passasse a ter um delineamento longitudinal, foram coletadas as
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informagdes pessoais dos participantes, para que pudessem ser contatados futuramente. As

covariaveis pesquisadas podem ser verificadas no quadro 3 abaixo.

Quadro 3 - Variaveis maternas pesquisadas

Variaveis

Categorizacgdo

Data de nascimento

Coletada em dd/mm/aaaa

Idade materna

Coletada em anos

Local de residéncia

Urbana
Rural

Raca/Cor (autorreferida)

Amarelo
Branco

Preto

Pardo

Indigena

Sem declaragéo

Situacéo conjugal

Casado

Unido estavel

Separado judicialmente/divorciado
Solteiro

Vilvo

Ignorado

Escolaridade materna

Pds-graduacéo

Superior Completo

Superior Incompleto

Ensino Médio

Ensino Fundamental 11 (5% a 82 série)
Ensino Fundamental | (12 a 42 série)
Sem escolaridade

Trabalho materno/Ocupacao habitual (DNV)

Trabalho remunerado com vinculo

Trabalho remunerado sem vinculo/Auténoma
Aposentada

Desempregada

Trabalho ndo remunerado

Nao soube informar

Renda

Renda > 2 salarios minimos
Renda = 1 salario minimo
Renda < 1 salario minimo

Idade gestacional (semanas)

Medida em semanas

Paridade

Multipara
Primipara

NUmero de gestages anteriores

Medido em quantidade

NUmero de consultas de pré-natal

Medido em quantidade

Tipo de gravidez

Unica

Dupla

Tripla ou mais
Ignorado

Indugdo do parto

Sim
Néo

Tipo de parto

Normal
Cesareo
Férceps

Ingesta de cafeina na gestacao

Néo
Sim

Uso de medicamento pela mée na gestacdo

Nao
Sim

Recordatério de frequéncia alimentar

Café
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Cha matte
Achocolatado
Chocolate
Refrigerante de cola

Uso de medicamentos a base de cafeina

Antialérgico
Analgésico
Antigripal

Nao

Mée com infeccdo na gestacdo (Quais?) sim

Fonte: dados da pesquisa, 2023.

As variaveis dos RNs pesquisadas foram: data de nascimento, hora de nascimento, peso

ao nascer, uso de medicamentos pela crianca (Antibidtico, Surfactante, Corticosterdide,

Diurético), escore de Apgar, sexo, temperatura média, taxa respiratoria, pressao arterial,

frequéncia cardiaca, perimetro cefalico e percentil, comprimento (medido em cm) e percentil,

peso (medido em gramas), ictericia, uso e duracdo do mecanismo de ventilacdo, medidas de

saturacdo de oxigénio arterial, dosagem de biomarcadores sanguineos (IgA, proteina C reativa

e Linfdcitos) e eliminagcdo de mecdnio (primeiras fezes do bebé) e a primeira dejecdo apos a

administracdo da 56° seringa com colostro (7° dia de vida no grupo controle). Que podem ser

observadas no quadro 4.

Quadro 4- Variaveis do recém-nascido pesquisadas

Variaveis

Categorizacgdo

Data de nascimento

Coletada em dd/mm/aaaa

Hora de nascimento

Coletado no registro de nascimento

Peso ao nascer

Medido em gramas

Uso de medicamento pela crianca
(Antibioticoterapia/Surfactante/Corticosterdide/Diurético)

Néao
Sim

Escore de Apgar 1’ e 5’

Anotadono 1’e 5’

Vinculo mae e filho

Estabelecido
Fragil

Sexo

Feminino
Masculino

Temperatura (medida em °C)

Retal (mais elevada que a oral em 1 grau)
Oral
Axilar (mais baixa que a oral em 1 grau)

A Taxa respiratoria (FR minima e FR méaxima a cada 24
horas)

Normal (40-60) Incursdes Respiratérias Por
Minuto (irpm)
Anormal (outra situacdo que nao a normal)

A Pressdo arterial (PA minima e PA maxima a cada 24
horas)

Diretamente correlacionada com a idade
gestacional, a idade pds-natal e o peso de
nascimento (ver curvas normais de pressao
arterial)

A Frequéncia cardiaca (FC minima e FC méaxima a cada 24
horas)

Normal (situa-se entre 100-180 batimentos por
minuto (bpm), em geral 120-160 acordado e 70-
80 dormindo)

Anormal (outra situacdo gue ndo a normal)

Perimetro cefélico e percentil

Medido em cm

Comprimento (medido em cm) e percentil

Ver gréfico de crescimento

52




Peso (medido em gramas) e percentil Ver gréfico de crescimento
Medida através dos exames laboratoriais de
bilirrubina (total, direta e indireta)

Ictericia (Colocar hora da coleta)

Uso do mecanismo de ventilacédo
Invasiva (entubado)

Né&o-invasiva (cpap/bipap)
Oxigenoterapia (halo/hood/capacete)
Catéter de oxigénio sem pressdo
Duragdo do mecanismo de ventilagio Coletado em horas
Medidas de saturacdo de oxigénio arterial (SAOy)
(oximetro de pulso minimo e maximo dentro de 24 | Coletado em %
horas/gasometria minimo e maximo dentro de 24 horas)
Dosagem de biomarcadores sanguineos (IgA, proteina C
reativa e Linfdcitos)

Néao
Sim

Coletado através dos exames laboratoriais

Coletado por meio da fralda:

12 amostra ao nascimento (mecénio)

2% e 32 amostra ha sequéncia apds o meconio
42 amostra ao 7° dia de vida

DejecBes de amostras fecais

Fonte: dados da pesquisa, 2023.

4.6 Analise dos Dados

Os dados foram duplamente digitados em dois bancos, por digitadores diferentes, e
depois comparados para validagdo no software EPIDATA. Foram utilizados os seguintes
pacotes estatisticos: Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 26.0) e software R studio
(versdo3.2.4).

Para a descricdo das variaveis foi utilizado o SPSS versao 20.0. As variaveis categéricas
foram descritas por meio da distribuicao de frequéncias absolutas e relativas e para as variaveis
numéricas, a média, mediana, minimo, maximo e o desvio-padrao.

Foram avaliados os indices de riqueza de Chaol, indice de diversidade de Shannon,
indice de dominancia de Simpson e a diferenca nos 15 géneros bacterianos mais abundantes em
todas as amostras de fezes, além da anélise da beta diversidade.

Para verificar se 0os dados apresentavam distribuicdo normal, realizou-se teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. Na sequéncia, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon
rank sum exact test, similar ao teste t de Student para duas amostras relacionadas. Adotou-se
nivel de significancia de p<0,05.

Para os calculos de indices de alfa diversidade (Chaol, Shannon, Simpson) foram
realizadas a analise com o Generalized Estimating Equations (GEE). Considerou-se os modelos
com distribuicbes gamma ou linear e a funcao de ligagédo identity. A matriz de correlacdo foi

variada entre independente, AR (1), unstructured e exchangeable. Para a escolha do melhor
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modelo foi considerado o menor valor de Quasi likelihood under Independence Criterion
(QIC). A melhor aderéncia foi avaliada utilizando o gréafico Q-Q plot.

Para a andlise da beta diversidade, foi utilizado o software Microbiome Analyst
(DHARIWAL et al., 2017) para observar as diferencas intra e entre os grupos em todas as
amostras. Para cada variavel foi realizado o teste PERMANOVA, utilizando as distancias
ponderadas e ndo-ponderadas (weighted e unweighted UniFrac). Realizou-se 999 permutacdes
para cada variavel. A significancia estatistica foi considerada com valor de p < 0,05. Foi
realizada a analise de coordenadas principais (PCoA), para verificacdo dos dados
multidimensionais em um plano bidimensional, com finalidade de avaliar as diferencas entre
0s grupos de comparacdo e estabelecer semelhancas e diferencas entre as comunidades
bacterianas. A PCoA utiliza as matrizes de distancias UniFrac weighted e unweighted UniFrac
para visualizar as informagdes. Essas matrizes representam as estruturas das comunidades

bacterianas e mostram como elas se comportam em diferentes condigdes.

4.7 Extracdo do DNA metagenémico e sequenciamento

A etapa de extracdo e sequenciamento do DNA metagendmico das fezes foi realizada
com o kit QlAamp DNA Stool Mini Kit, segundo as normas do fabricante, no Laboratério

Clinico do Hospital Universitario / Universidade de Sdo Paulo (USP).

4.7.1 Amplificacdo do dominio V4 do gene 16S rRNA

Para caracterizar a microbiota fecal dos RNPT foi realizada pela amplificacédo do
dominio V4 do segmento 16S ribossémico bacteriano (KOZICH et al., 2013). O comprimento
total de sequéncias iniciadoras utilizando a nomenclatura de nucledtidos IUPAC padréo,
conforme protocolo padréo para esta regido foram: V4 forward primer (5’- TCG TCG GCA
GCC AGT GAT GTG TAT AAG AGA CAG GTG CCA GCM GCC GCG GT -3’) e V4
reverse primer (5’- GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGG ACT
ACH VGG GTW TCT AAT - 3°). Para a amplificacao das sequéncias alvo, foram utilizados 5
ul de DNA microbiano (10 ng/ul), em volume total de 25 pl. A reagao realizou-se nas seguintes
condigdes: ativacdo da enzima 94°C por 2 minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturagdo 94°C
por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos, extensdo 68°C por 45 segundos, 68°C

por 2 minutos; e, finalmente a enzima foi mantida a 4°C. Complementarmente foram utilizados,
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um controle negativo da reacdo de PCR e um controle negativo dos reagentes do kit de extracdo
de DNA. Para verificacdo se o PCR amplificou o tamanho esperado apds utilizacdo dos pares
de primer V4 no protocolo, foi utilizado 1ul do produto em eletroforese com gel de agarose a
1%.

A amplificacdo inicial realizou-se em duas etapas e subsequentemente todos o0s
procedimentos foram processados de acordo com o protocolo do fabricante (Illumina-16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation). O tamanho do fragmento alvo é de 250 pb e
412 pb apds a indexacao dos adaptadores. Utilizamos os adaptadores Nextera XT e kit de 21
reagentes para sequenciamento V2 500 ciclos. Posteriormente, houve o sequenciamento das

amostras utilizando a plataforma lllumina MiSeq®, de acordo com as instrucdes do fabricante.

4.7.2 Analise da microbiota por ferramentas de bioinformatica

Ap0s adquirir as sequéncias, as bibliotecas 16S rRNA obtidas foram analisadas através
do software QIIME v.2-2020.2 (BOLYEN et al., 2019). Denoising foi realizado com a
ferramenta DADA2 (CALLAHAN et al., 2016). As sequéncias diretas foram entdo truncadas
na posic¢do 251 nucleotideos, enquanto as reversas foram truncadas nos 250 nucleotideos, a fim
de descartar as posicdes para as quais a qualidade mediana dos nucleotideos era inferior a Q30.
As amostras com menos de 1000 sequéncias também foram excluidas de analises posteriores.

Atribuiu-se a taxonomia com auxilio do ASVs (Amplicon Sequencing Variant) através
do recurso g2-featureclassifier (BOKULICH et al., 2018) e o classificador de taxonomia Bayes
naive classifysklearn, comparando as ASVs obtidas contra o banco de dados de referéncia
SILVA 132 (QUAST et al., 2013). As analises posteriores foram realizadas no software SPSS
versdo 26 e R Studio versdo 4.0.4, usando os pacotes phyloSeq (MCMURDIE; HOLMES,
2013), vegan (OKSANEN et al., 2016), microbiome (LAHTI; SHETTY, 2018) e ggplot2
(HADLEY, 2016).

4.8. Aspectos éticos
Os dados e as amostras biol6gicas somente foram coletados ap6s aprovacdo do projeto,

pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Estadual de Feira de

Santana, como também mediante assinatura do TCLE dos participantes do estudo, tendo como
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base a Resolucéo 466/12 e 510/16 do CNS do Ministério da Salude, que trata dos aspectos éticos
na pesquisa que envolve seres humanos.

Por ser uma pesquisa desenvolvida no SUS, ressalta-se que 0s pesquisadores se
comprometeram com a resolucdo 580/18 do CNS (que trata das especificidades éticas das
pesquisas de interesse estratégico). Este estudo foi autorizada pelos dirigentes das instituigdes,
assegurando entdo que o atendimento ao usuario nao foi prejudicado, independentemente de
sua decisdo em participar ou ndao (conforme esta evidenciado nos TCLE). Os novos
procedimentos adotados (insercédo do tecido dentro das fraldas) ndo impactou negativamente na
rotina dos profissionais e ndo interferiram na prestacdo dos cuidados essenciais de assisténcia
a salde ao paciente, além disso, a rotina dos profissionais também ndo foi alterada. Todos os
preceitos administrativos e legais da instituicdo foram respeitados sem prejuizo das atividades
funcionais.

Os dados coletados ndo foram expostos individualmente, sendo garantido a sua total
confidencialidade, sigilo e privacidade. Os procedimentos da pesquisa foram equiparados
como as de atencédo a saude, a qual ndo prejudicaram a rotina das atividades do hospital; e, serdo
armazenados durante 5 anos, na sala do NUPES e depois destruidos atendendo as normas do
CNS. O questionario foi acompanhado de dois TCLE devidamente assinado, simultaneamente
ao seu preenchimento, pelo responsavel da pesquisa e pela mée. Vale salientar que 0s aspectos
relacionados a fragilidade emocional que envolve a mae de prematuro foram levados em
consideracdo, o primeiro contato ocorreu de maneira cuidadosa e respeitosa, com a
identificacdo da equipe e da pesquisa onde ela foi convidada a participar. Os resultados desta
pesquisa serdo expostos, com retorno a comunidade cientifica, por meio da elaboracdo de
trabalhos para apresentacdo em eventos, congressos e a publicacdo de artigos em revistas
cientificas.

Esta pesquisa foi registrada na base de dados do Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos
(ReBEC) (registro RBR-3mm7cs) e seguiu todas as orientagdes do Consolidated Standards of
Reporting Trials (CONSORT) e na World Health Organization (WHO) sob Numero de
Julgamento Universal (UTN) cédigo U1111-1266-2295.
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5 RESULTADOS

O diagrama de fluxo dos participantes da pesquisa, pode ser observado abaixo (Figura

3), além das exclusdes justificadas que ocorreram em cada etapa.

Figura 3 — Fluxograma da pesquisa, 2023.

Avaliados para elegibilidade ( N=52)

SELECAO Tratamento n=11/ controle n=41)

| |

TRATAMENTO (n=11)

CONTROLE (n=42)

- Né&o atenderam aos critérios de inclusdo (n=1) Loty - Prontudrio ndo encontrado (n=2)
Y A4
TRATAMENTO (n=10) CONTROLE (n=40)
- Perdas por baixa qualidade do DNA (n=4) L) - Perdas por baixa qualidade do DNA (n=17)
Y Y
TRATAMENTO (n=6) ANALISE CONTROLE (n=23)

Fonte: Elaboracéo propria, 2023

Devido a questdes éticas, ndo foi possivel testar a hipotese principal do estudo
(comparacdo dos resultados entre os grupos, devido os campos de coleta ndo apresentarem a
mesma casuistica). Sendo assim, a analise foi feita nos dois grupos de maneira independente,
conforme apresentados abaixo sob forma de trés artigos cientificos: Protocolo para coleta,
acondicionamento e transporte de amostras fecais de recém-nascidos pré-termos (artigo
1), escrito segundo as normas da REVISTA PLOS ONE; Evolucédo da microbiota intestinal
na primeira semana de vida de recém-nascido pré-termo (artigo 2), apresentado conforme
as normas da REVISTA PLOS ONE; Efeito da imunoterapia orofaringea de colostro na
microbiota intestinal de recém-nascidos pré-termos (artigo 3), apresentado conforme as
normas de publicacdo da REVISTA NUTRIENTS. Salienta-se que todos 0s manuscritos serdo
submetidos em periodicos internacionais reconhecidos pela Coordenacéo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
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5.1 ARTIGO 1 - PROTOCOLO PARA COLETA, ACONDICIONAMENTO E
TRANSPORTE DE AMOSTRAS FECAIS DE RECEM-NASCIDOS PRE-TERMO

RESUMO

O microbioma intestinal do recém-nascido pode variar com a idade gestacional, a via de parto
e o tipo de alimentacdo. Para andlises fidedignas de amostras fecais é fundamental o
estabelecimento das etapas: coleta, acondicionamento, transporte e armazenamentos
adequados. OBJETIVO - Descrever o desenvolvimento de protocolo e testar um algoritmo da
sequéncia de acOes e procedimentos de coleta, acondicionamento, transporte e armazenamento
de amostras fecais de RN prematuros internados em UTIN. METODO - O protocolo foi
dirigido a um ensaio clinico controlado ndo randomizado, conduzido em UTIN de dois hospitais
- pablicos, conveniados pelo Sistema Unico de Satde de uma cidade de grande porte do interior
do Nordeste brasileiro. A metodologia utilizada no seu desenvolvimento seguiu as
recomendacdes do Guia de Elaboracdo, do Ministério da Satde do Brasil. RESULTADOS - O
fluxo das acBes e procedimentos foram condizentes com as evidéncias cientificas. A sequéncia
de etapas do processo de trabalho necessarias para implementacdo do protocolo proposto foi
testada e resultou em uma representacdo grafica de um algoritmo compativel com a realidade
dos hospitais brasileiros da rede plblica. CONCLUSAO - O seguimento das etapas do
protocolo com descricdo das regras de condutas e recomendacBes quanto a coleta,
acondicionamento, transporte e armazenamento de amostra fecal de Recém-Nascido Pré-
termos (RNPT), garantiu a preservacdo e integridade do DNA bacteriano da amostra fecal. O
detalhamento das recomendacdes permitira sua reprodutibilidade e aprimoramento por
profissionais e pesquisadores que tenham semelhantes objetos de estudo.

Keywords: microbiota, colostro, recém-nascido pré-termo, protocolo de ensaio clinico

Trial registration: World Health Organization (WHO) sob Numero de Julgamento Universal
(UTN) cddigo U1111-1266-2295, e sob registro RBR-3mm7cs no Registro Brasileiro de
Ensaios Clinicos (REBEC).

INTRODUCAO

E crescente o interesse em estudar o microbioma, que consiste na colecdo de genes
abrigados nas células da microbiotal, que podem interagir com o genoma humano. Esta
interacdo, estabelecida desde o inicio da vida, influencia o processo satde-doenca, podendo a
longo prazo se associar a patologias®®*, a exemplo de: asma, obesidade e distdrbios do
desenvolvimento neuroldgico®*. No periodo neonatal, destaca-se a importancia clinica do
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microbioma intestinal para a satde dos recém-nascido pré-termos (RNPT) na prevencdo da
enterocolite necrosante®®,

O microbioma mais estudado até o0 momento é o do intestino. As diversidades das
populacdes englobam bacterias, fungos, virus, protozoarios, dentre outros, e dependem de
predisposicdo genética, estilo de vida e de exposicdo, que comegca no momento do parto. A
biodiversidade dessa comunidade microscopica cresce durante o periodo de aleitamento
materno uma vez que ao final da adolescéncia, o microbioma que foi se formando na infancia
tende a se estabilizar. Diversos fatores podem afetar o microbioma do leite humano e
consequentemente o microbioma intestinal do recém-nascido (RN), como os maternos: indice
de massa corporal (IMC) pré-gestacional, o modo de parto, uso de antibiéticos®®, ganho de peso
durante a gravidez, dieta materna, genética, salde, diferencas demogréaficas ou ambientais e uso
de bomba para expressdo da mama?®; e os neonatais: uso de antibidticos, tipo de alimentag&o®?°,
alimentacdo enteral retardada, contato fisico retardado ou limitado com a mée, permanéncia
prolongada em cuidados intensivos neonatais®®, prematuridade®?, infeccdo infantil ativa® e
contato com cavidade oral infantil®!!, Ademais, fatores externos como diferencas nas técnicas
de coleta, extracdo e sequenciamento do DNA podem contribuir para varia¢Ges na identificacao
do microbioma do leite® bem como do microbioma intestinal.

Sobre o tipo de alimentag&o, o estabelecimento da microbiota intestinal saudavel do RN
pode ser influenciado pela amamentacdo e modulacdo imunoldgica promovida por esta
pratica'>131415 Embora o leite materno tenha sido inicialmente considerado um fluido estéril e
0s microrganismos isolados considerados contaminantes externos, atualmente é amplamente
aceita a existéncia de um microbioma exclusivo. A hip6tese mais aceita para a origem dessas
bactérias no leite materno € pela via enteromamaria, que permite a transferéncia de bactérias
ndo patogénicas do intestino materno via células imunoldgicas, dendriticas e CD18 para 0s
linfonodos mesentéricos e por fim para a glandula mamaria®1-17,

Existem evidéncias também de que bactérias especificas do leite materno podem ser
transferidas para o intestino do RN, e que influenciam a composi¢do geral da microbiota
intestinal’*, com implicacbes duradouras para a salde a curto e longo prazo!®®2 O
conhecimento dessa microbiota pode auxiliar na promocao da satde do RNPT e na prevencéo
de desfechos clinicos desfavoraveis, evitando sequelas a médio e longo prazo.

Contudo, conhecer o microbioma intestinal ndo é uma tarefa simples. A coleta das
amostras fecais de RNPT constitui-se um desafio, uma vez que esta populacdo apresenta

diversas peculiaridades e especificidades que limitam o seu acesso e manuseio. Ademais, 0
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acondicionamento correto e transporte da amostra fecal com manutencdo da cadeia de frio sdo
de suma importancia para a preservacio e identificacdo do material genético®®. Assim, o
objetivo deste estudo foi desenvolver um protocolo inovador e um algoritmo com representacéo
grafica da sequéncia de acfes e procedimentos para coleta, acondicionamento e transporte de
amostras fecais de RNPT internados em Unidade de Tratamento Intensivo Neonatal (UTIN).
Os usuérios primarios pretendidos sdo os especialistas clinicos neonatologistas, 0s
profissionais de satde que compdem a equipe multiprofissional de prestadores de cuidados ao
RNPT e aqueles que trabalham no laboratério de andlises clinicas. Este protocolo tem aplicacdo
para hospitais publicos ou privados, de paises de baixa, média e alta renda, que possuam
unidades neonatais com atendimento especializado para prematuros, em consonancia com as

politicas publicas do Ministério da Saude do Brasil e da Organizacdo Mundial de Saude (OMS).

Método

O atual protocolo esta vinculado a um ensaio clinico de superioridade, controlado, ndo
randomizado, intitulado “Anélise Metagendmica da Microbiota Intestinal de Prematuros em
Imunoterapia Orofaringea com Colostro Atendidos no SUS: Estudo de Interven¢do”, conduzido
em uma cidade de grande porte localizada no Nordeste do Brasil. A metodologia utilizada no
seu desenvolvimento seguiu as recomendacdes do Guia de Protocolos Clinicos e Diretrizes
Terapéuticas, do Ministério da Satde do Brasil?.

A intervencdo consistiu na utilizacdo da Imunoterapia Orofaringea de Colostro (10C)
mediante protocolo instituido no préprio hospital, iniciada em neonatos com até 72 horas de
vida (grupo tratamento). O grupo controle foi constituido por RNPT que n&o utilizaram a 10C.
Para maiores esclarecimentos sobre a intervencdo, buscar o artigop Da Cruz Martins e

colaboradores, 20202,

Caracterizacdo dos locais de estudo

A unidade hospitalar em que ocorreu a intervencdo é uma maternidade publica de médio
porte, vinculado ao Sistema Unico de Salde (SUS), credenciada como Hospital Amigo da
Crianca, desde 1992. Presta servicos as mulheres (durante a gravidez, trabalho de parto, parto
e puerpério) e ao recém-nascido. A unidade neonatal esta atualmente equipada com oito leitos
na UTIN, sete leitos na Unidade Intermediaria de Cuidados, e doze leitos sdo reservados para
0 Método Canguru®’. Conta ainda com atendimento especializado de um Banco de Leite
Humano (BLH).
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A unidade hospitalar de internamento dos RNPT do grupo controle é considerada de
grande porte, inaugurada em 2010, que presta servi¢os de maternidade, atendimento neonatal e
pediatrico de média e alta complexidade. A capacidade de internamento esta em 280 leitos, dos
quais 154 sdo ativos, distribuidos em unidades de emergéncia, urgéncia e terapia intensiva
pediatrica e neonatal, além de unidade ambulatorial e de apoio ao diagndstico. A unidade
neonatal possui 20 leitos de UTIN, sendo 10 leitos na Unidade de Cuidado Intermediario
Canguru (UCINCA) e 18 leitos na Unidade de Cuidado Intermediario Convencional
(UCINCO)%,

Populacdao, critérios de incluséo e exclusao

A populacdo primaria presumida pelas recomendacdes deste protocolo foi composta por
RNPT, com peso ao nascer < 1.500 g, idade gestacional < 36 semanas e internados em UTIN.
Os critérios de inclusdo foram: RNPT que iniciaram em jejum a IOC, e posteriormente
estiveram em dieta exclusiva de leite materno e/ou permaneceram em jejum, e estaveis
clinicamente. Os de exclusdo foram: a) da méde — histérico materno de uso de substancias
psicoativas, drogas, alcool, presenca de desordem psicologica, gestacdo multipla a partir de
trigémeos e filhos de mées contraindicadas para a amamentacédo (retroviroses); b) do recém-
nascido - uso de medicamento vasopressor >10mcg/Kg/min, requerimento de intervengédo
cirdrgica imediata, sindromes e /ou malformac6es congénitas, morbidades neonatais como a

incidéncia de Persisténcia do Canal Arterial (PCA), sepse ou Enterocolite Necrosante (NEC).

Coleta de amostras fecais

Para a coleta de fezes foi colocado dentro da fralda do neonato pré-termo, ao
nascimento, um recorte de um tecido de campo cirdrgico (do tipo fenestrado e estéril), que
recobrisse toda a parte interna, com a finalidade de evitar que o conteido (amostra fecal) fosse
absorvido de modo imediato. O tecido utilizado precisava estar dentro das especificages:
estéril e fenestrado. As dimensdes indicadas do recorte do tecido foram: 15 centimetros de
comprimento por 5 centimetros de largura, tamanho que melhor se ajustou dentro da fralda
(proporcdes que foram adotadas, ap6s a realizacdo de testes com variados tamanhos).

Além disso, a colocagdo do tecido estéril evita que a parte absorvente da fralda, que ¢é

impregnada com sais de bario, criasse um viés nos resultados, uma vez que esses sao inibidores
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de patdgenos fecais?*. Em todas as trocas do RN eram recolocados novos recortes de campo
cirargico, pela propria equipe de técnicos que assistiam 0s RN nos procedimentos de rotina.

Quando o neonato apresentava as dejecdes, a fralda era cuidadosamente retirada pela
equipe de técnicos de enfermagem/enfermeiros, devidamente paramentados, para que ndo
houvesse contaminagdo da amostra fecal, e, posteriormente realizada a higienizagdo de rotina
no RNPT. Os intervalos entre as trocas aconteciam de acordo com a rotina da propria equipe
(aproximadamente de 3 em 3 horas).

O recorte de campo cirargico contendo a amostra (o qual estava posicionado dentro da
fralda fechada) foi coletado com auxilio da espatula de ayre (estéril), e, o contetdo
acondicionado diretamente no tubo eppendorf 1,5 mililitro (estéril) com fechamento hermético.

Foram coletados 0,75 mililitro de amostra fecal, aproximadamente metade do tubo.

Acondicionamento e armazenamento das amostras fecais

Os microtubos contendo o material fecal coletado eram colocados em rack plastico de
armazenagem para evitar tombamentos e encaminhado imediatamente (ap0s a coleta na fralda)
para primeiro congelamento em freezer comum (-20° C), localizado na unidade hospitalar, com
termOmetro digital de cabo extensor para controle de temperatura.

Para manter a durabilidade da qualidade do material, a amostra permanecia por no
méaximo 12 horas no freezer da unidade hospitalar; e, em seguida era transportada para um
ultrafreezer (-80°C) localizado no Laboratorio de Analises Microbioldgicas da UEFS, onde o
congelamento da amostra permaneceria até o processo de extracdo e sequenciamento do DNA

bacteriano das amostras.

Transporte das amostras fecais

O transporte do tubo (congelado) do freezer do hospital para o ultrafreezer da UEFS foi
realizado em recipiente isotérmico, higienizavel e impermeavel, com um termdmetro digital de
cabo extensor fixado na caixa para controle de temperatura do material transportado, mantendo
assim a cadeia de frio.

Ademais, para manter o resfriamento, foi utilizado gelo rigido reciclavel (gelox) para
transporte em baixas temperaturas evitando assim descongelamento da amostra em algum
momento. O gelox foi mantido em freezer por aproximadamente 30 horas antes da utilizacdo

para transporte.
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O controle de qualidade do DNA foi baseado em delimitaces empiricas e por meio de
testagem na pratica clinica pela auséncia de padronizacdes especificas, e, por ndo haver revisoes

sistematicas norteadoras previamente publicadas sobre a tematica em questéo.

Avaliagéo de potenciais riscos

Para a elaboracédo da presente orientacdo pratica, inicialmente foi implantado um plano
piloto que objetivou aferir potenciais riscos, viabilidade, etapas para implantacdo da rotina
sugerida por meio do protocolo pratico e vieses de pesquisa. Para tanto, foi necessario realizar
o treinamento in loco das equipes para a correta execucdo do protocolo. Realizou-se reunides
com os profissisonais dos setores, foram apresentados videos, folhetos explicativos e
fluxogramas, além disso, as coletas iniciais transcorreram em acompanhamento pela equipe de
pesquisadores para garantir que ndo houvesse davidas.

Durante esta etapa, a progressao sequencial das ac¢Oes foi atentamente observada pela
equipe de pesquisadores e o feedback dos profissionais foi obtido mediante perguntas abertas
sobre o processo. Mesmo com as dificuldades de execucdo relatadas, ndo houve necessidade de
alteracdo no algoritmo das ac¢des propostas.

Ainda durante o procedimento para colocacao da fralda e do recorte do campo cirdrgico,
foi recomendado movimentos leves, sendo suficiente virar o RN um pouco de lado; sem erguer
muito as pernas ou o quadril. E, para o fechamento teve-se o cuidado de nao fazer pressdo na
barriga, ndo deixar a fralda apertada e de ndo deixar muito volume entre as pernas, para evitar
desconforto. Por fim, é importante relatar que o procedimento de troca de fraldas deve ser
rapido e o cuidador devera se atentar para os sinais de desconforto e de perda de calor e/ou
agitacdo pelo RNPT. Vale ressaltar que a higiene do bebé somente era realizada apos a coleta

das amostras para evitar possiveis contaminacoes.

Questoes éticas

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual
de Feira de Santana (UEFS) sob CAAE numero: 16995219.0.0000.0053 e pelo Registro
Brasileiro de Ensaios Clinicos, sob UTN: U1111-1248-6732.

Maes de RNPT foram convidadas a participar da pesquisa nas primeiras 24 horas ap6s
0 parto, com apoio do servigo de psicologia. Durante a conversa, foram dados esclarecimentos
sobre os procedimentos de coleta de dados, da importancia dos cuidados intensivos e da

alimentacdo para a recuperacdo do RNPT. A pesquisa foi conduzida mediante o aceite em
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participar (por meio da assinatura do TCLE). Uma vez que inserido na pesquisa, foi colocado

aviso na incubadora com alerta para coleta de amostras fecais.

Resultados

Os resultados desta pesquisa constituem na apresentacdo do algoritmo com as
recomendacOes especificas das etapas do fluxograma e na confirmacdo da viabilidade do
método proposto a partir da manutencdo da diversidade da microbiota fecal apds anélise

metagendmica.

Algoritmo

Além da apresentacdo do protocolo na forma de texto, foi realizada a representacao
grafica na forma de algoritmo, com definicdo da sequéncia finita do fluxo do processo de
trabalho para coleta de amostras fecais, acondicionamento, transporte, armazenamento e
extracdo do material genético (Figura 1). Este instrumento foi desenvolvido a partir dos
protocolos operacionais de atendimento dos servicos de satide, de publicagdes internacionais®
e orientagdes do livro de Werneck (2009)%. O aperfeicoamento do protocolo ocorreu durante a

rotina de trabalho da equipe de salde através da pratica diaria na implementacdo dos passos.

Figura 1 — Algoritmo do protocolo de coleta de amostras fecais, acondicionamento, transporte

e armazenamento para extracao do material genético.
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Viabilidade e diversidade da microbiota fecal

A viabilidade e garantia da diversidade da microbiota fecal foi realizada através das
etapas de sequenciamento por meio da analise metagenémica. Estudos metagenémicos sdo
comumente realizados analisando o gene 16S ribossdmico RNA procariotico (16S rRNA), pois
este apresenta menor variacdo genetica entre as espécies, facilitando portando a identificacéo
bacterianas.

Este protocolo descreve um método para sequenciar as regides V3 e V4 do gene 16S
rRNA. O mesmo foi combinado com um sistema de sequenciamento de bancada, analise
primaria integrada e analise secundaria usando o giime2, fornecendo um fluxo de trabalho
abrangente para sequenciamento de amplicon de rRNA 16S. O fluxo de trabalho foi organizado
nas etapas, descritas a seguir:

Na primeira etapa, foi utilizado primers de amplicon. O protocolo inclui as sequéncias
de pares de primers para a regiao V3 e V4 que criam um anico amplicon de aproximadamente
~460 bp. O protocolo também inclui sequéncias de adaptadores pendentes que devem ser
anexadas as sequéncias de pares de primers para compatibilidade com o indice Illumina e os
adaptadores de sequenciamento. Na 12 etapa foi amplificado a regido V3 e V4, usando uma
PCR de ciclo limitado

Na segunda etapa, sdo adicionados adaptadores de sequenciamento Illumina e codigos
de barras de indice duplo ao alvo do amplicon. Usando o complemento completo dos indices
Nextera XT, até 96 bibliotecas podem ser agrupadas para sequenciamento.

Na terceira etapa, foi realizada sequéncia no giime2, usando leituras pareadas de 300 bp
e reagentes giime2 v3, as extremidades de cada leitura sdo sobrepostas para gerar leituras
completas de alta qualidade da regido V3 e V4 em uma Unica execucdo de 65 horas.

Na quarta e ultima etapa, na analise no MSR ou BaseSpace, o fluxo de trabalho
Metagenomics foi uma opgéo de andlise secundaria incorporada ao giime2. O Metagenomics
Workflow realiza uma classificacdo taxonémica usando o banco de dados Greengenes
mostrando a classificacdo em nivel de género ou espécie em formato grafico. Entre todas as
etapas/processos descritos foram realizadas a purifica¢do (clean up)

Para as analises de bioinformatica foi utilizado o software QIIME (v. 1.9.1) que permite

remover as sequéncias de barcodes e do primer, retirar artefatos quiméricos, efetuar o
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alinhamento das sequéncias, construcdo da matriz da distancia, agrupamento das Unidades
Operacionais Taxonémicas (OTU) e para calcular os indices de diversidade.

Apos a filtragem e excluséo das sequéncias quimericas, estas foram agrupadas em OTU,
baseando-se em similaridade de 97% contra o banco de dados SILVA (versdo 128).
Posteriormente, calculou-se os indices de alfa e beta de diversidade.

Os indices alfa e beta sdo estimativas de riqueza e diversidade de espécies com base na
distancia ndo ponderada UNIFRAC (filogenética) e distancia de Bray-Curtis (ndo filogenética).
Foi realizado teste PERMANOVA com 999 permutacOes para testar significancia entre os
grupos.

Recomendacdes das etapas do fluxograma

Atualmente, ndo existem recomendacgfes baseadas em evidéncias sistematizadas na
literatura, portanto recomenda-se fortemente que o presente protocolo pratico seja desenvolvido
para o publico teste do estudo o qual foi testado o algoritmo, RNPT internados em UTIN. No
quadro 1 sdo apresentadas as recomendac¢des que abrangem cada etapa do fluxograma de acdes
do presente protocolo, no que diz respeito aos recursos bem como os materiais utilizados para
0 seu desenvolvimento.

Os fatores levados em consideragdo na formulagdo das recomendagdes ocorreram de
acordo com a experiéncia da pratica clinica do estudo base (ensaio clinico ndo randomizado),

além de outros aspectos como a viabilidade e a aceitabilidade.

Quadro 1 - Recomendacdes de cada etapa do fluxograma do protocolo, Feira de Santana, 2021.

Ao nascimento - Fixar o aviso na incubadora, sinalizando para a equipe que o neonato
foi incluido na pesquisa. A cada dejecdo coletada deve-se marcar um “X” nesse aviso
fixado na incubadora, com caneta permanente, indicando a realizagéo das coletas.
Definicdo do recorte de tecido cirargico - O tecido pode ser de qualquer marca,
contanto que seja fenestrado e estéril. O tecido cirlrgico é vendido em diversas
dimensdes, no entanto, o recorte especifico recomendado, deve ser confeccionado pela
equipe de pesquisadores adaptado ao tamanho da fralda usada na rotina da UTIN. Para
tanto, sera necessario nos testes de dimensdes, que 0s pesquisadores usem 0S
equipamentos de protecdo individual (touca, luva, méscara e avental); além de utilizar
Coleta uma tesoura de metal devidamente desinfectada com alcool a 70%. Os recortes devem
ser guardados em sacos plasticos do tipo ZipLock com fechamento hermético
(desinfectados com alcool a 70%), para evitar contaminagéo.

Dimensdes recomendadas do campo - Recomenda-se que o tecido seja recortado nas
dimens6es: 15 centimetros de comprimento e 5 centimetros de largura. Embora esse
protocolo faga recomendaces de dimensdes especificas, o recorte pode ser adaptado ao
tamanho da fralda utilizada no setor.

Cuidados ao colocar o recorte cirdrgico - Recomenda-se seguir as dimensdes de
recorte do tecido para evitar que fique saindo da fralda ou que seja pequeno demais, ndo
sendo capaz de assegurar a coleta de toda amostra. Recomenda-se também que a face do
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tecido que esteja em contato com o neonato seja a atoalhada (tendo em vista que o tecido
possui duas faces, uma plastica e outra atoalhada).

Espatulas — Recomenda-se utilizar a espatula de Ayre plastica estéril, que deve ser
embalada individualmente, bem como deve ser aberta somente no momento da
utilizagéo.

Microtubos - Tubo de centrifugacdo eppendorf estéril, 1,5 ml

Rack caixa para tubos - Recomenda-se a utilizacdo de caixa rack para armazenamento
do microtubo com capacidade de 100 tubos criogénicos de 1,5 ml a 2,0 ml com tampa
dobradica.

Tempo de coleta - ApOs a evacuagdo, a coleta deve ocorrer em no maximo 3 horas
(seguindo fluxo do hospital), para ndo ocorrer absor¢do total da amostra pela fralda.
Equipamentos de protecdo individual (EPI) - Para garantir a qualidade do material
coletado, deve ser preconizado a troca de fralda pelos profissionais que estiverem
portando o EPI (touca, luvas, avental e mascara).

Coleta - A fralda deve ser aberta dentro da prépria incubadora. Do mesmo modo, deve-
se abrir o rack contendo os microtubos e a espatula de ayre. Em seguida, recolher o
material fecal e depositar no microtubo. O tubo deve ser fechado e higienizado (alcool a
70%) e codificado (com caneta que permita escrita permanente). O tubo deve ser
encaminhado ao freezer doméstico (-20° C) em no maximo 20 minutos.

Caixa da pesquisa — Para guarda do material da coleta de fezes, no setor neonatal foram
utilizadas caixa plastica com tampa nas medidas: comprimento: 25,8 ¢cm, largura: 17,8
cm e altura: 8,5 cm.

Acondicionamento | Freezer - Proximo a unidade neonatal, recomenda-se que haja um freezer (vertical ou
horizontal) com capacidade de congelamento de até -20° C, para que as amostras sejam
acondicionadas (por no maximo 12 horas imediatamente).

TermOmetro - A temperatura do freezer deve ser controlada com auxilio de um
termdmetro digital com temperatura maxima e minima e sensor externo e alarme.

Rack caixa para tubos - Recomenda-se que haja uma caixa rack para armazenamento
dos microtubos dentro do freezer, para evitar que o tubo vire.

Transporte Caixa térmica - O transporte do tubo (congelado) do freezer do hospital para o
ultrafreezer da UEFS deve ser realizado em recipiente isotérmico, higienizado e
impermeavel, com um termémetro digital de cabo extensor fixado na caixa para controle
de temperatura do material transportado, com manutencdo da temperatura entre -10° C a
-20° C. Para o transporte das amostras foram utilizadas caixas térmicas de plastico com
capacidade de 5 a 6 litros, medindo 20,8 centimetros de comprimento, 21,3 centimetros
de largura e 28,3 centimetros de altura.

Gelox — Para manter o resfriamento das amostras fecais em baixas temperaturas, foi
utilizado o gelo rigido reciclavel (gelox) no transporte; evitando assim descongelamento
da amostra em algum momento. O gelox foi mantido em freezer por aproximadamente
30 horas antes da utilizacdo. Para o transporte das amostras foram utilizadas duas
unidades do gelox, com dimensdes: 400 ml, 17 centimetros de comprimento, por 10 de
largura e 2,7 centimetros de altura.

Rack caixa para tubos - Recomenda-se que haja uma caixa rack para armazenamento
do microtubos dentro da caixa térmica, para evitar que o tubo vire.

Deve-se sempre utilizar os EPIs para manipulacdo do tubo.

Armazenamento Ultrafreezer - O congelamento permanente deve ser realizado em ultrafreezer de
congelamento a -80° C. Esses cuidados sdo importantes para a preservacdo do material
genético.

Rack caixa para tubos - Recomenda-se que haja uma caixa rack para armazenamento
do microtubos dentro do ultrafreezer, para evitar que os tubos virem. Deve-se sempre
utilizar os EPIs nas manipulag¢6es do tubo eppendrof.

Discussao

Os poucos estudos até entdo publicados fizeram pouca mencdo quanto a coleta,
transporte e acondicionamento de amostra de fecal, o que possibilitou o surgimento de davidas
quanto as reais estratégias para a coleta e ndo contaminacdo do material por agentes externos.
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Esses fatores se apresentaram como limitagdes que dificultaram a comparabilidade dos
resultados; sendo necessario a definicdo de procedimento e critérios para coleta,
acondicionamento, transporte e armazenamento de amostra fecal, de forma a garantir a
qualidade do material extraido e viabilizar o sequenciamento gendmico do microbioma contido
nas amostras.

O presente protocolo adotou rigorosas medidas de controle, no que diz respeito a coleta,
acondicionamento, transporte e armazenamento de amostras fecais. A adocdo dessas técnicas
de controle de qualidade é necesséria para a preservagdo da qualidade do DNA e evitar que haja
fragmentac&o deste, ou o crescimento excessivo de bactérias aerotolerantes®’ contaminantes da
amostra, com prejuizo para extracdo do material genético e também para a analise
metagendmica futura.

O cuidado com o material a ser analisado deve ocorrer desde o primeiro passo do
processo. No que tange a coleta de amostras fecais com auxilio de instrumentos estéreis, dentro
da propria incubadora do RNPT, com acondicionamento imediato em microtubos também
esterilizados, diminuem os riscos relacionados a contaminagdo da amostra.

Outros pontos importantes a serem considerados nos protocolos que requerem
criopreservacao sao o tempo e as condi¢des de armazenamento até o congelamento, bem como
0 proprio processo de congelamento. Assim, na segunda etapa (acondicionamento), com
objetivo de interromper 0s processos bioldgicos de degradacédo e de dano celular, as amostras
logo que coletadas, foram congeladas em até 10 minutos em freezer doméstico (-20°C), local
em que permaneceram congeladas por no maximo 12 horas, até serem transportadas para o
laboratorio.

No transporte das amostras fecais até o acondicionamento no ultrafreezer do laboratério
foi fundamental o gerenciamento da cadeia de frio, evitando o descongelamento indesejado.
Para tanto, foram transportadas em caixas de resfriamento com elementos essenciais para
manter a temperatura, como pacotes de gelo e dispositivos de registros, e o termometro digital?’.
Outro fator relevante foi o tempo de transporte, que ndo ultrapassou 60 min, pois a maioria dos
eventos de descongelamento ocorre durante o transporte da amostra?’.

Na etapa de armazenamento, as amostras fecais foram recebidas no laboratério,
identificadas e imediatamente congeladas em ultrafreezer a -80°C. Os meios de criopreservacdo
sdo de uso padrao devido a sua capacidade de garantir a viabilidade e a recuperagdo da atividade
celular. Essas medidas sdo fundamentais nas tecnologias baseadas em sequenciamento para a

determinacdo do microbioma. No entanto, a padronizacdo dos métodos orienta 0s técnicos e
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pesquisadores e possibilita conclusbes mais robustas e comparaveis entre 0s estudos que
envolvem coleta de material bioldgico para extracdo de DNA/RNA ou qualquer outro trabalho
experimental que visem o estudo de microbioma!®?, Reitera- se assim, as vantagens de se
seguir um protocolo padrdo com etapas previamente testadas?’.

A definicdo do atual protocolo, sem duvida, contribuira para reduzir riscos para a
seguranca dos pacientes, profissionais de salde envolvidos no cuidado de RNPT e as
respectivas maes, além de manter a qualidade do material coletado com integridade do DNA
bacteriano em andlise para a identificacdo das espécies presentes no trato intestinal. Além disso,
as descricdes sobre os procedimentos utilizados, norteiam e facilitam outros estudos instituidos
para as mesmas circunstancias, ampliando a comparabilidade dos resultados e contribuindo
para consolidacdo da construcao desse conhecimento.

A principal limitacdo no desenvolvimento do atual pesquisa foi a caréncia de estudos
robustos sobre coleta, acondicionamento, transporte e armazenamento de amostras fecais, para
o embasamento do protocolo. Outras limitacdes se referem as dificuldades durante a
implementacédo, a exemplo de problemas relacionados a aplicacédo préatica do protocolo, no que
se refere a adaptacdo e integracao dos profissionais as etapas do novo fluxo da pratica clinica.
Para contornar esse fator, foi necessaria a realizacdo de treinamento e educa¢do continuada com
producéo e divulgagdo de videos explicativos, com intuito de sensibilizar a equipe de saude.
Como facilitador, cita-se a colaboracdo de alguns profissionais integrantes da equipe de salde,
que assumiram o papel de fieis colaboradores em perfeita comunicacdo com a equipe de
pesquisa, sobretudo no que diz respeito a captacdo das amostras fecais e garantia de sua

preservacao até o transporte pelos responsaveis.

Conclusotes

Um protocolo com descri¢do minuciosa das etapas, regras de conduta e recomendagdes
guanto a coleta, acondicionamento, transporte e armazenamento de amostras fecais podera
garantir a preservacdo e integridade do DNA do microbioma intestinal do RNPT, uma vez que
€ necessario um rigoroso controle de todas as etapas do processo para garantir a inocuidade e
reducdo dos fatores externos que possam eventualmente contaminar a amostra: ambiente
externo a incubadora, mdo do manipulador, temperatura inadequada de armazenamento e de
transporte que podem interferir na integridade e tipo de espécie identificada no microbioma.
Ademais, a contrucdo de um algoritmo poderé contribuir e facilitar as etapas do processo de

trabalho, bem como a replicacdo do estudo por outros servicos de saude.
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Destaca-se nesse estudo, o pioneirismo em elaborar um protocolo de coleta de amostra

fecal de RNPT MBP submetido a 10C, além de definir um algoritmo, que norteia o fluxo do

processo de trabalho da equipe de saide em hospital publico do Nordeste do Brasil, que podera

ser utilizado pelos profissionais de salde ou pesquisadores em eventuais circunstancias que

tenham como intuito manter a qualidade do material coletado e a integridade do DNA

bacteriano, para identificacdo das espécies presentes no trato intestinal. Os resultados da

pesquisa podem ser aplicados e generalizados para outros servi¢cos de saude, publicos ou

privados.
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5.2 ARTIGO 2 - EVOLUCAO DA MICROBIOTA INTESTINAL NA PRIMEIRA SEMANA
DE VIDA DE RECEM-NASCIDO-PRE-TERMO

RESUMO

Objetivou-se avaliar a evolucdo da microbiota intestinal na primeira semana de vida de recém-
nascidos pré-termos, atendidos em hospital publico de um municipio do Nordeste brasileiro.
Métodos - Trata-se de um estudo observacional, longitudinal e descritivo, com 23 recém-
nascidos pré-termos (RNPT). Foram coletadas 2 amostras fecais de cada neonato durante a 1°
semana de vida, para analise da microbiota fecal por meio do sequenciamento do gene 16S
rRNA. Foram realizadas analises de alfa diversidade (Chaol, Shannon e Simpson) e anélise de
coordenadas principais de beta diversidade. Resultados - A evolugdo da microbiota apresentou-
se dindmica e com baixa diversidade. Embora tenha sido encontrado associacéo estatistica com
géneros Enterobacterales, Streptococcus, Bacteroides, Clostridium_sensu_stricto 1,
Enterococcus e Bifidobacterium, houve grande dominancia do género Staphylococcus,
possivelmente relacionada a prevaléncia de nascimentos por parto cesareo, microbiota
caracteristica do leite materno e da cavidade oral das criangas, além de outros fatores
desconhecidos. Concluséo - Identificar, precocemente, a composi¢do da microbiota intestinal
de RNPT é importante por apresentarem repercussdes a curto e longo prazo na qualidade de

vida destes neonatos.

Palavras-chave: recém-nascidos pré-termos; microbiota; 16S rRNA

Introducéo

O microbioma intestinal é um ecossistema microbiano que esta envolvido em multiplas
interagOes com o hospedeiro e tem papel fundamental na manifestagéo precoce de doengas [1],
a exemplo da enterocolite necrotizante [2] e em manifestagdes mais tardias como doengas
atopicas [3,4]: asma, doenca inflamatoria intestinal, distdrbios metabdlicos [1,5,4], diabetes,
obesidade, doengas cardiovasculares e disturbios neuroldgicos [5].

O mutualismo entre hospedeiros e sua microbiota estd bem documentado, especialmente
no intestino [7]. Esta interagdo comeca antes do nascimento, no ambiente uterino, tempo em
que fatores externos podem afetar a composigéo da microbiota materna; e, consequentemente

a transmissdo desta para o concepto, apos o parto. No nascimento, varios fatores afetam a
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composicdo da microbiota intestinal, como o tipo de parto (cesariana versus vaginal), uso de
antibioticos (mée, bebé ou ambos), uso de leite materno versus alimentacdo artificial,
introducdo da alimentacdo complementar e o desmame [7]. A medida que a crianca cresce, a
microbiota continua a se desenvolver e influenciar a saide ao longo da vida [1], até sua
estabilidade em torno de 18 a 24 meses [8].

Outro fator importante no estabelecimento da microbiota intestinal infantil € a idade
gestacional ao nascer. Estudos tém demonstrado diferencas na microbiota fecal de recéem-
nascidos pré-termos (RNPT) e a termo [1]. Os RNPT necessitam superar sérios desafios de
salide, por terem um intestino imaturo, pois apresentam problemas imunoldgicos, respiratérios
e neuroldgicos, além de exposicdo a antibidticos e outros tratamentos medicamentosos. Esses
recém-nascidos tem geralmente internacdes hospitalares prolongadas, fazem uso de respirador
e sao alimentados artificialmente ou parenteral. Esse ambiente atipico de cuidados na Unidade
de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) interfere negativamente no padrédo natural de aquisi¢ao
e desenvolvimento da microbiota intestinal [9,1].

Uma microbiota intestinal saudavel é importante, uma vez que 0s microrganismos que
habitam o intestino humano exercem diversas funcées fisioldgicas, como absorcao de nutrientes
e minerais, fermentacéo de fibras em &cidos graxos de cadeia curta, sintese de vitaminas, quebra
de componentes toxicos, desempenho na barreira intestinal e regulacdo do sistema imunol6gico
[9]. Essas funcdes sdo fundamentais sobretudo para a satde do prematuro.

Embora a interagdo microbiota-hospedeiro ocorra durante todo o periodo da vida, ela é
notadamente importante no nascimento, quando alteracbes em sua composi¢cdo podem ter
consequéncias em estagios posteriores, com aumento de risco de varios disturbios metabolicos
ou imunoldgicos [7]. Por isso, os complexos fatores intrincados no estabelecimento da
microbiota intestinal neonatal tém ganho interesse nos ultimos anos. Neste sentido, o atual
estudo tem como objetivo avaliar a evolucdo da microbiota intestinal na primeira semana de
vida de recém-nascidos pré-termos, atendidos em hospital pablico de um municipio do

Nordeste brasileiro.

Meétodos
Caracterizacéo do estudo

Trata-se de um estudo descritivo de um grupo de RNPT, vinculado a um ensaio clinico
de superioridade, controlado, ndo randomizado, intitulado “Andlise Metagenomica da

Microbiota Intestinal de Prematuros em Imunoterapia Orofaringea com Colostro Atendidos no
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SUS: Estudo de Interven¢do”, conduzido em uma cidade de grande porte localizada no Nordeste
do Brasil, aprovado sob CAAE nlmero: 16995219.0.0000.0053 pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) e pelo Registro Brasileiro de
Ensaios Clinicos, sob UTN: U1111-1248-6732. Maes de RNPT foram convidadas a participar
da pesquisa nas primeiras 24 horas apds o parto, com apoio do servigo de psicologia.

Amostra

Foram incluidos todos os RNPT atendidos no Hospital Estadual da Crianga (HEC),
localizado em Feira de Santana (cidade de nivel médio metropolitana situada no estado da
Bahia, Brasil); cujos nascimentos ocorreram no ano de 2021 e atendiam aos critérios de
elegibilidade: peso ao nascer < 1.500g, < 36 semanas de idade gestacional, em dieta zero por
via oral e enteral ou em uso de Nutri¢do Parenteral Total (NPT) e/ou a administracdo enteral de
leite materno (pasteurizado) do Banco de Leite do hospital.

Coleta de amostras fecais

Na primeira semana de vida, foram coletadas duas amostras de cada RNPT, sendo uma
dessas correspondente a primeira dejecdo (mec6nio) com o0 neonato ainda em jejum; e, a outra
no 7° dia de vida. A coleta na unidade neonatal ocorreu em todos os dias da semana.

A coleta ocorreu por meio de um protocolo especifico com finalidade de preservar
espécies bacterianas existentes, bem como a qualidade do DNA metagenémico. Neste sentido,
logo apds o nascimento foi colocado dentro da fralda do neonato, recorte de tecido de campo
cirurgico (fenestrado e estéril), com a finalidade de evitar que o contetido fecal fosse absorvido
pela fralda. Assim que o neonato eliminasse as dejecOes, a fralda era cuidadosamente retirada
por um técnico de enfermagem/enfermeiro, devidamente paramentado, para que nao houvesse
contaminacdo da amostra, com auxilio da espatula de ayre (estéril) foi acondicionada em tubo
eppendorf 1,5 ml (estéril) com fechamento hermético e que recebeu um codigo referente aos
respectivos RN.

As amostras fecais foram mantidas congeladas a -20° C (por no méaximo 12 horas) e
transportadas, por um membro da equipe de pesquisa, respeitando a preservacgéo da rede de frio,
até a armazenagem em ultrafreezer (-80°C), no laboratério de microbiologia da UEFS, por no
méaximo 1 ano. Informacdes adicionais sobre a coleta das amostras fecais estdo disponiveis em

um manuscrito ainda ndo publicado.
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As informagdes referentes ao neonato foram registradas em uma planilha especifica para
este fim, que ficava no setor neonatal, com anotacdo do responsavel pelo procedimento de
coleta. Durante a primeira semana de vida, além dos cuidados convencionais, todas as criangas
receberam dieta por sonda orogéastrica com leite materno doado (banco de leite humano da
prépria unidade).

Variaveis

As varidveis maternas pesquisadas foram: idade materna (<18/>18 anos), raga/cor
autorreferida (branco/ndo-branca), situacdo conjugal (com companheiro/sem companheiro),
trabalho materno (remunerado/ndo remunerado), local de residéncia (urbana/rural), paridade
(primipara/multipara), nimero de consulta pré-natal (<6/>6), tipo de parto (cesarea/vaginal),
diabetes gestacional (nd@o/sim), hipertensdo gestacional (n&o/sim), tabagismo (n&o/sim),
infeccdo por coronavirus (ndo/sim), infeccdo urinaria (ndo/sim), doenca renal crénica (ndo/sim)
e sifilis materna (ndo/sim). As variaveis referentes ao prematuro foram: idade gestacional (<28
semanas/>28 semanas), sexo (feminino/masculino), peso ao nascer (gramas e extremo baixo
peso/muito baixo peso), uso de antibidticos (sim/ndo), tipo de oxigenoterapia (nao-
invasiva/invasiva), obito (ndo/sim), causa de Obito, tempo para iniciar a dieta enteral (< 24
horas/>24 horas), tempo de nutricdo parenteral (dias), peso no sétimo dia de vida (gramas),
exposicdo a infeccbes TORCHS (Toxoplasmose, Rubéola, Citomegalovirus, Herpes simples,

Sifilis) (ndo/sim) e Doenga da Membrana Hialina (DMH) (n&o/sim).

Extracio de DNA

O DNA total das amostras de fezes coletadas foi extraido com o kit QlAamp DNA Stool
Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), segundo as normas do fabricante. O sobrenadante foi
descartado, e o pellet ressuspendido em 1000uL de buffer Tris EDTA (10mM Tris-HCI [pH
7,5], ImM EDTA [pH 7,6]). A suspenséo foi entdo centrifugada a 15.700g por 15 min. As
amostras foram entdo lisadas em 200uL de buffer TELS (lisozima 20mg/ml: 1M Tris-HCI [pH
7,5], 0,5M EDTA [pH 8,0], 20% sucrose), e entdo foram incubadas por 60 minutos a 37°C. Os
proximos passos seguiram as instrugdes do fabricante.

Apos extracdo, as amostras de fezes foram armazenadas a -80°C até a proxima etapa de
quantificacdo do DNA total pelo equipamento Qubit Fluorometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA).
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Sequenciamento das amostras
Amplificacdo do dominio V4 do gene 16S rRNA

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

A amplificacdo inicial foi realizada em duas etapas e posteriormente todos 0s
procedimentos foram executados seguindo o protocolo do fabricante (Illumina-16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation). O tamanho do fragmento alvo é de 250pb e
412pb apds a indexacdo dos adaptadores. Utilizamos os adaptadores Nextera XT e kit de 21
reagentes para sequenciamento V2 500 ciclos. Posteriormente, as amostras foram sequenciadas

utilizando a plataforma Illumina MiSeq® de acordo com as instrugdes do fabricante.

Andlise da microbiota por ferramentas de bioinformatica

Apos a obtencdo das sequéncias, as bibliotecas 16S rRNA obtidas foram analisadas
através do software QIIME v.2-2020.2 [11]. Denoising foi realizado com a ferramenta DADA2
[12]. As sequéncias diretas foram entdo truncadas na posicdo 251 nucleotideos, enquanto as
reversas foram truncadas nos 250 nucleotideos, a fim de descartar as posi¢Ges para as quais a
qualidade mediana dos nucleotideos era inferior a Q30. Amostras com menos de 1000
sequéncias também foram excluidas de analises posteriores.

A taxonomia foi atribuida utilizando ASVs (Amplicon Sequencing Variant) através do

recurso g2-featureclassifier [13] e o classificador de taxonomia Bayes naive classifysklearn,
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comparando as ASVs obtidas contra o banco de dados de referéncia SILVA 132 [14]. As
analises subsequentes foram realizadas no software SPSS versdo 26 e R Studio versdo 4.0.4,

usando os pacotes phyloSeq [15], vegan [16], microbiome [17] e ggplot2 [18].

Analise estatistica

As analises foram realizadas no software SPSS versao 26 e 0 ambiente de programacao
R Studio. Avaliou-se os indices de riqueza de Chaol, indice de diversidade de Shannon, indice
de dominancia de Simpson e a diferenca nos 15 géneros bacterianos mais abundantes em todas
as amostras de fezes, além da analise da beta diversidade. Todas as analises avaliaram o efeito
do tempo na microbiota intestinal e compara os diferentes periodos de tempo.

Apresentou-se as medidas descritivas como média e desvio padrdo para as variaveis
numeéricas e frequéncias absolutas e relativas para as variaveis categoéricas. Para verificar as
variacdes no tempo, primeiro avaliou-se a adesdo a normalidade por meio do teste Shapiro-
Wilk. Na sequéncia, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Wilcoxon rank sum exact test, que é
similar ao teste t de Student para duas amostras relacionadas. Adotou-se nivel de significancia
de p<0,05.

Os calculos para os indices de alfa diversidade (Chaol, Shannon, Simpson) foram
realizados por meio da analise com o Generalized Estimating Equations (GEE). Os modelos
foram avaliados considerando as distribuicbes gamma ou linear e a funcéo de ligacdo identity.
A matriz de correlacdo foi variada entre independente, AR, unstructured e exchangeable. Para
a escolha do melhor modelo, considerou-se o menor valor de Quasi likelihood under
Independence Criterion (QIC). Também foi avaliada a melhor aderéncia dos residuos,
utilizando o grafico Q-Q plot.

Na analise de beta diversidade, o software Microbiome Analyst foi utilizado [19] para
observar as diferencas intra e entre os grupos em todas as amostras. O teste PERMANOVA foi
realizado para cada variavel, utilizando as distancias weighted e unweighted UniFrac. Foram
realizadas 999 permutacGes para cada variavel. Um valor de p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.

Realizou-se a Analise de Coordenadas Principais (PCoA), que € uma representacdo
gréafica que permite a analise de dados multidimensionais em um plano bidimensional. Essa
técnica avalia as diferencas entre 0os grupos de comparagdo e estabelece semelhancas e

diferencas entre as comunidades bacterianas. A PCoA utiliza as matrizes de distancias UniFrac
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ponderada ou n&o para visualizar as informacdes. Essas matrizes representam as estruturas das

comunidades bacterianas e mostram como elas se comportam em diferentes condicdes.

Deposicédo de dados
Os dados da sequéncia foram depositados no National Center for Biotechnology
Information (NCBI) sob o BioProject ID PRINA762545.

Resultados

Foram coletadas 80 amostras de fezes de 40 RNPT para analise da microbiota intestinal.
Apos a analise bioinformatica, 34 amostras foram excluidas (17 criangas) por apresentarem
baixa contagem de leituras do DNA (<1000 leituras). Destas, 46 amostras de 23 neonatos foram
analisadas e sequenciadas. As caracteristicas descritivas das mées e de RNPT do estudo
encontram-se nas tabelas 1 e 2. As caracteristicas maternas estdo apresentadas na tabela 1. A
idade média da mée foi de 28,8 + 9,3 anos, a maioria referiu-se como ndo-branca, situacao
conjugal com companheiro estavel, realizaram menos que seis consultas pré-natais, tipo de
parto cesareo e residiam na area urbana. Quanto as comorbidades/infeccOes relatadas foram:
Diabetes Mellitus (DM), Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS), sifilis materna, infecgéo

urinéria, Doenca Renal Crénica (DRC) e infeccdo por coronavirus (Tabela 1).

Tabela 1. Estatistica descritiva de mées de recém-nascidos pré-termos na primeira semana de
vida, 2023.

Variaveis N (%)
Idade materna 23

> 18 anos 21 (91,3)
< 18 anos 2(8,7)
Raca/cor autorreferida 23
Branca 1(4,3)
Nao branca 22 (95,7)
Situacéo conjugal 20
Com companheiro 11 (55)
Sem companheiro 9 (45)
Local de residéncia 23
Urbana 18 (78,3)
Rural 5(21,7)
Paridade 18
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Multipara 9 (50)

Primipara 9 (50)
Numero de consultas pré-natal 16
>6 consultas 4 (25)
<6 consultas 12 (75)
Tipo de parto 23
Vaginal 11 (47,8)
Ceséreo 12 (52,2)
Diabetes gestacional 23
Né&o 21 (91,3)
Sim 2(8,7)
Hipertensao gestacional 23
Né&o 17 (74)
Sim 6 (26)
Tabagista 23
Né&o 22 (91,3)
Sim 1(4.4)
Infeccdo por coronavirus 23
Né&o 22 (95,6)
Sim 1(44)
Infeccdo urinaria 23
Né&o 21 (91,3)
Sim 2(8,7)
Doenca renal crénica 23
Né&o 22 (95,6)
Sim 1(4.4)
Sifilis materna 23
Né&o 22 (95,6)
Sim 1(44)

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

As caracteristicas dos neonatos estdo descritas na tabela 2. A média de peso ao nascer
foi de 1055,2 + 224,2 gramas, sendo 52,2% classificados como de Muito Baixo Peso (MBP); o
peso médio no sétimo dia de vida foi de 1010,9 + 208,7 gramas. A maioria tinha idade
gestacional > 28 semanas, com media 29,09 + 2,6 semanas, fizeram uso de antibioticos (87%)

e uso de oxigenoterapia invasiva por ventilagdo mecénica (60,9%). Quanto & nutri¢do todos o0s
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recém-nascidos receberam dieta por sonda orogastrica com leite humano de banco de leite da

propria unidade hospitalar. O tempo médio para inicio da dieta enteral foi 1,66 + 1,45 dias e 0

tempo médio de nutricdo parenteral foi de 6,04 = 1,63 dias. As principais morbidades

informadas nos prontuarios foram: doenca da membrana hialina e exposicao a sifilis. Trés foram

a obito por infec¢do (pneumonia e septicemia).

Tabela 2. Estatistica descritiva de recém-nascidos pré-termos na primeira semana de vida,

2023.

Variaveis MedFl)aa;_rrI;sswo N (%)
Sexo do recém-nascido 23
Feminino - 12 (52,2)
Masculino - 11 (47,8)
Idade gestacional 23
>= 28 semanas - 13 (56,6)
<28 semanas - 10 (43,5)
Idade gestacional (semanas) 29,09+ 2,6 -
Peso ao nascer (gramas) 1055,2 +224,2 -
Peso ao nascer 23
<1500 > 1000 gramas (MBP)" - 12 (52,2)
<1000 gramas (EBP)” - 11 (47,8)
Uso de antibidticos 23
Né&o - 3(13)
Sim - 20 (87)
Tipo de oxigenioterapia 23
Nao invasiva - 9(39,1)
Invasiva - 14 (60,9)
Obito 23
Né&o - 20 (87)
Sim - 3(13)
Exposicdo a TORCHS™ 23
Né&o - 21 (91,3)
Sim - 2 (8,7)
Doenga da Membrana Hialina (DMH) 23
Né&o - 19 (82,7)
Sim - 4 (17.3)
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Tempo para iniciar a dieta enteral (dias) 1,66 + 1,45 -
Tempo de nutricdo parenteral (dias) 6,04 £1,63 -
Peso no dia 7 (gramas) 1010,9 £ 208,7 -

“MBP = muito baixo peso; EBP= extremo baixo peso.

“TORCHS: toxoplasmose, rubéola, citomegalovirus, herpes simples, sifilis

Alfa diversidade

Os indices de alfa diversidade (Chaol, Shannon e Simpson) em relagdo ao tempo (TO -
primeira amostra coletada / T1 - amostra coletada ao 7° dia de vida) foram calculados para
estimar a riqueza de espécies nas amostras. As vantagens dos indices de diversidade € a
possibilidade de concentrar numa mesma medida, duas métricas da comunidade (riqueza e
equabilidade).

O célculo do indice de Shannon, um dos parametros que permite avaliar a diversidade
bioldgica e possui como meétricas a riqueza (nimeros de espécies) e a equabilidade
(uniformidade entre as abundéancias relativas das espécies presentes na comunidade amostrada).
Os resultados dos indices de alfa diversidade (Chaol, Shannon e Simpson) em rela¢&o ao tempo
(TO - primeira amostra coletada / T1 - amostra coletada ao 7° dia de vida) estdo na Figura 1.

O indice de riqueza de espécies raras e equalidade de Chaol demonstrou diminuicéo de
médias de TO para T1, com significancia estatistica ao longo do tempo na primeira semana de
vida (p=0,006), ao nivel de significancia de 5%. O indice de diversidade de Shannon demonstra
uma reducdo significativa da microbiota, quando comparado TO (primeira amostra coletada)
com a T1 (amostra coletada ao 7° dia de vida) (4,46 vs. 1,88; p <0,001) (Figura 1). J& o indice
de diversidade de Simpson varia de 0 a 1 e mede a probabilidade de dois individuos retirados
ao acaso da comunidade pertencerem a mesma espécie, 0 (zero) representa diversidade infinita
e 1 nenhuma diversidade. Os resultados indicam diferencas estatisticamente significantes
quanto ao indice de Simpson em TO quando comparado com T1 (0,90 vs. 0,63; p = 0,001)
(Figura 1).

As analises das amostras entre a primeira coleta e a ultima coleta (ja iniciada a dieta
enteral) demonstraram que embora tivesse sido encontrado em todos os testes diversidade
bioldgica, estes apresentavam tendéncia de diminuicdo da diversidade alfa (Shannon 4,46 vs
1,88; Chaol 76,7 vs 36,9; Simpson 0,90 vs 0,63).
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Figura 1. indices de Diversidade Chao 1, Shannon e Simpson na primeira semana de vida de

Recém-Nascidos Pré-termos.
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D. Semana T1- amostra coletada ao 7° dia de vida
Chao1l index-p-value! 0.006

Shannon index - p-value! <0.001

Simpson index - p-value! 0.001

L Wilcoxon rank sum exact test; Wilcoxon rank sum test

Beta diversidade

As diferencas com relacdo a beta diversidade, podem ser observadas a partir de um
grafico de Anélise de Coordenadas Principais (PCoA), que é baseado nas matrizes de distancia
Unifrac ponderada e ndo ponderada. Esses graficos representam o comportamento das
estruturas das comunidades em diferentes condi¢Ges. Na andlise de beta diversidade, cada ponto
representado no plano cartesiano representa as informacdes de cada participante do estudo.

A analise ponderada (Figura 2 - painéis da esquerda) leva em conta a quantidade de
espécies observadas na distribuicdo espacial das amostras, e permite avaliar a estrutura
bacteriana referente as bactérias mais abundantes. A presenca de diferencas entre 0s grupos
pode ser conduzida pelas bactérias mais abundantes. Na analise ndo ponderada (Figura 2 -
painéis a direita), representa a estrutura bacteriana como um todo, levando em consideracao
todas as bactérias presentes, independentemente de sua abundancia (demonstra a presenga ou
auséncia de espécies na distribuicdo espacial das amostras).

A analise de coordenadas levou em consideracao dois grupos, o primeiro pelo tempo de
coleta entre as amostras (TO e T1) e pelo uso de antibi6tico profilatico (sim e ndo). Observou-

se uma sobreposicao na estrutura da comunidade bacteriana, entretanto ndo houve significancia
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estatistica na analise ponderada entre TO e T1 (F=0,77; P=0,51), nem quanto ao uso de
antibiotico (F=0,54; P=0,69). Ja na analise ndo ponderada observou-se significancia somente
guanto ao tempo entre as amostras (F=8,92; P=0,001) o mesmo ndo foi verificado quanto ao
uso de antibidtico (F=1,33; P=0,22).

Figura 2. Andlise de coordenadas principais beta diversidade, comparacdes ao longo da
primeira semana TO e T1, e quanto ao uso de antibidtico, 2023.
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Abundancia relativa dos géneros

Foi realizada a analise estatistica e distribuicdo dos 15 géneros bacterianos mais
abundantes nas amostras de fezes em TO e T1, descritos na Tabela e Figura 3. A abundéancia
relativa quanto aos géneros bacterianos mais prevalentes nas amostras, destaca-se a dominancia
de trés géneros. Em TO foram: g_Staphylococcus (22,57%), g_Streptococcus (9,18%),
g_Enterobacterales (8,10%). Em T1 foram: g_Staphylococcus (45,59%), g_Bacteroides
(10,90%), g_Ralstonia (8,57%) e g_Enterobacterales (6,85%).
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Ap0s andlise estatistica, a anélise de composicdo e variagdes taxondmicas, evidenciou
significancia estatistica (p<0,05) em TO quando comparado a T1 quanto aos géneros
g_Enterobacterales (p=0,041), g_Streptococcus (p=0,019), g _Bacteroides (p=0,022),
g_Clostridium_sensu_stricto_1 (p=0,038), g_Enterococcus (p=0,010), g_Bifidobacterium
(p<0,001), Others (p<0.001). N&o foram identificadas diferencas estatisticamente significantes

nas abundancias relativas dos outros oito géneros testados (Tabela 3).

Tabela 3. Composicédo e Variagbes Taxondmicas de amostras ao nivel de género e suas
abundancias relativas ao longo do tempo.

Semana
Género p-value?
TO! (%) T1 (%)
g_Staphylococcus 22,57 45,59 0,11
g_Enterobacterales 8,10 6,85 0,041
g_Ralstonia 6,5 8,57 0,7
g_Streptococcus 9,18 5,59 0,019
g_Bacteroides 6,18 10,90 0,022
g_Filobacterium 0,0047 0,0026 0,9
g_Clostridium_sensu_stricto_1 577 1,21 0,038
g_Lachnoanaerobaculum 0,0026 0,0040 0,5
g_Stenotrophomona 0,103 0,0035 0,2
g_Enterococcus 2,54 5,46 0,010
g_Asteroleplasma 2,77 2,05 0,7
g_Bifidobacterium 4,16 0,62 <0,001
g_Ureaplasma 3,98 0,10 0,3
g_Acinetobacter 0,55 7,87 0,6
g_Listeria 0,0056 0,000 0,081
Others 27,46 4,77 <0,001

1 Semana TO — amostra meconio / Semana T1- amostra coletada ao 7° dia de vida;
2p-value p<0,05
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Figura 3. Abundancia Relativa quanto ao género bacteriano na amostra de fezes de recém-

nascidos pré-termos ao longo do tempo.
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Discussao

O atual estudo buscou descrever o desenvolvimento e a diversidade da microbiota
intestinal em duas ocasides diferentes do inicio da vida: nascimento, alicercada na analise do
mecdnio, e no sétimo dia de vida, mediante analises do perfil microbiano baseadas no gene 16S
rRNA em nivel taxondmico de 46 amostras fecais oriundas de 23 RNPT internados em UTIN
de uma cidade do Nordeste brasileiro.

Os Indices de Chao 1, Shannon e Simpson foram utilizados para estimar os padrdes de
riqgueza e diversidade da comunidade microbiana da microbiota intestinal de criangas
prematuras. As amostras fecais coletadas, entre o TO (jejum/mec6nio) e 0 T1 (sétimo de vida)
apresentaram diversidade bioldgica em todos os testes estatisticos, entretanto, evidenciou-se

uma tendéncia de diminuicdo da diversidade alfa. Essa caracteristica de baixa diversidade alfa
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da microbiota intestinal foi observada em outros estudos, além de ser considerada um marcador
de disbiose [20,21,22].

Quanto a beta diversidade, observamos diferencas significantes na analise nédo
ponderada entre as amostras (TO/T1). No meconio encontramos abundancia relativa quanto aos
géneros: Staphylococcus, Streptococcus, Enterobacterales. Enquanto que os identificados no
sétimo dia de vida foram: Staphylococcus, Bacteroides, Ralstonia e Enterobacterales.
Entretanto, quando analisadas as variagdes taxondmicas nos dois momentos de coletas,
evidenciou-se significancia estatistica quanto aos géneros Enterobacterales, Streptococcus,
Bacteroides, Clostridium_sensu_stricto_1, Enterococcus, Bifidobacterium.

A diversidade da microbiota intestinal nos dois momentos é esperada [23,22], uma vez
gue a microbiota do mecdnio reflete principalmente os fatores pré-natais e neonatais. Infeccdes
maternas prévias, como as observadas neste estudo: sifilis, infeccdo urinaria, infeccdo por
coronavirus e exposicdo as TORCHS, podem ter influenciado o perfil de coloniza¢do dos
neonatos.

Por sua vez, a microbiota intestinal no 7° dia reflete a exposicdo dos recém-nascidos ao
ambiente extrauterino. Em recém-nascidos muito prematuros, a microbiota intestinal é
caracterizada por baixa diversidade alta variabilidade interindividual [22] que pode ser atribuida
as variadas condi¢fes, como parto cesariano, exposi¢do prolongada ao ambiente e praticas de
unidade de terapia intensiva neonatal (UTIN), que envolve: isolamento em incubadoras, uso de
oxigénio, intubacdo, extubacdo, uso de antibidticos de amplo espectro [22]. Além disso, a
prépria prematuridade e o tipo de alimentacdo influenciam a dindmica do estabelecimento
bacteriano intestinal [1].

Em neonatos saudaveis, as bactérias anaerobias facultativas, como Enterococcus, sdo as
primeiras bactérias a colonizarem o trato gastrintestinal, devido ao alto teor de oxigénio. Essas
bactérias sdo comumente encontradas no trato gastrointestinal, porém ja foram relacionadas a
contaminacdo do ambiente hospitalar, oferecendo riscos a satde do neonato [24].

De modo semelhante, estudo conduzido na Indonésia, que utilizou o sequenciamento
metagendmico para caracterizar o microbioma intestinal do inicio da vida de neonatos pré-
termos demonstrou diversidade e complexidade decrescente do microbioma, quando se
comparou amostras fecais no meconio, no 4° e 7° vida de vida. No nivel de género, 0 mais
abundante no mecénio foi Enterobacteriaceae, no 4° dia houve dominancia por Staphylococcus

e no 7° dia predominancia de Clostridiales [25].
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Observou-se elevacdo na prevaléncia de Bacteroides ao longo do tempo (T0/T1). O
incremento desse género no final da primeira semana de vida do RNPT, pode refletir o tipo de
parto, que geralmente & um dos principais fatores determinantes da colonizagéo inicial, uma
vez que os Bacteroides caracterizam o microbioma vaginal normal [26,6]. O parto por via
vaginal foi observado em quase metade das maes dos RNPT avaliados.

As amostras de meconio que foram avaliadas foram oriundas de RNPT que estavam em
dieta zero. Enquanto que as amostras fecais do 7° dia, sofreram influéncia do tipo de
alimentacdo e do tempo de inicio da dieta enteral, via sonda orogastrica, com leite humano
ordenhado de banco de leite humano (BLH); alimentacéo preconizada para RNPT, na auséncia
do leite da propria mae, ou quando a producdo € insuficiente. O uso do leite humano
pasteurizado auxilia na tolerancia alimentar e na satde intestinal, apesar de apresentar impacto
diferente na microbiota intestinal do bebé, quando comparado ao leite cru da prdpria mée.
Entretanto, ambos apresentam influéncia marcante na microbiota fecal quando comparados
com a microbiota dagueles que usam formula [27].

As diferencas na composi¢cdo microbiana intestinal entre bebés amamentados e
alimentados com formula estdo bem documentadas, com niveis aumentados de bifidobactérias
presentes nos alimentados com leite humano [1]. Neste sentido, considerando que todos os
RNPT do atual estudo estavam consumindo exclusivamente leite humano no 7° dia, esperava-
se que esta microbiota apresentasse maior riqueza de Bifidobacterium, uma vez que o leite
humano ¢ fonte de espécies comensais como esta, que metaboliza oligossacarideos e pode
alterar a composi¢cdo microbiana do intestino, promovendo o desenvolvimento do sistema
imunoldgico. No entanto, encontramos diminui¢do na média de prevaléncia em (T1).

A literatura evidencia que 0 RNPT exibe colonizacgéo intestinal retardada com espécies
anaerdbicas comensais, como Bifidobacterium [1,28,22,29] ou Bacteroides, onde, em vez disso,
suas fezes contém niveis significativamente mais altos de Enterobacteriaceae, Enterococcus,
Enterobacterales [1]. Outro fator que precisa ser considerado em nossa coorte € a precocidade
da coleta das amostras fecais que pode nao ter permitido que o género Bifidobacterium atingisse
estado de dominancia que possibilitasse a sua evidéncia, pois a diversidade alfa da microbiota
intestinal em RNPT aumenta a medida que os neonatos pré-termos envelhecem [30]. De modo
semelhante, estudo conduzido na Indonésia observou baixa prevaléncia de Bifidobacterium e
Lactobacillus, que foi atribuida a dieta materna, pobre em laticinios [25].

Alguns neonatos da pesquisa apresentaram algumas infecgGes como a septicemia,

muitos fatores podem estar relacionados, porém pode-se especular para uma possivel relacao
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entre cepas de géneros considerados patogénicos, como Enterobacterales, nas amostras
analisadas, mesmo tendo ocorrido reducdo na prevaléncia entre os tempos TO e T1. Essas
bactérias fazem parte do grupo de bactérias coliformes, as quais podem causar infecdes
oportunistas em pacientes imunocomprometidos, ou em situacdo de internamento em hospital
[1].

Embora ndo tenha havido significancia estatistica quanto ao género Staphylococcus,
neste ensaio, nota-se uma elevada prevaléncia na abundancia relativa em ambos os grupos (TO
e T1), corroborando com outros estudos que apontaram a dominancia desse género no meconio
de RNPT [31], sobretudo nos nascimentos por cesariana [32]. A elevada abundéncia dessas
bactérias pode ter contribuido para ocorréncia de sepse neonatal [33]. A elevacdo de
Staphylococcus, também foi evidenciada em outro estudo, podendo ser justificada pela
transferéncia bacteriana do leite humano para o RNPT, como também pela degluticdo de
bactérias presentes na cavidade oral que ndo foram aderidas a mucosa, e participam da
colonizacdo intestinal [34].

Ademais, observamos maior prevaléncia do género Clostridium sensu stricto 1 nas
amostras de meconio quando comparada ao 7° dia. O género Clostridium sensu stricto 1 inclui
mais de 20 espécies sendo algumas delas com potencial patogénico e outras com caracteristicas
comensais [35]. Sabe-se que RNPT nascido por cesariana, tipo de parto que prevaleceu no atual
estudo, apresentam complexidade reduzida da microbiota intestinal e sdo mais frequentemente
colonizados pelo género Clostridium sensu stricto 1 e Clostridium difficile, microrganismos
ambientais da pele materna, da equipe do hospital ou do ambiente hospitalar, diferentemente
daqueles que nascem por parto vaginal, que por entrarem em contato com a microbiota vaginal
e fecal materna, resultam na colonizacao do intestino por microrganismos associados a vagina,
como Bifidobacterium e Bacteroides [1].

E possivel que fatores, a exemplo da alimentag&o com leite humano, tenham contribuido
para correcdo desta sinalizacdo de disbiose intestinal identificada nas amostras de meconio.
Estudo de coorte conduzido com 1249 diades maes-bebés trouxe evidéncias de que o leite
materno pode transferir bactérias para o intestino infantil e influenciar o desenvolvimento da
microbiota intestinal, em uma extensdo semelhante a outros modificadores do microbioma
infantil, como 0 modo de nascimento [13].

Os pontos fortes do atual estudo incluem o seu pioneirismo em investigar a evolucao da
microbiota intestinal na primeira semana de vida de recém-nascidos pré-termos, atendidos em

um hospital publico de um municipio do Nordeste brasileiro. Além da cuidadosa técnica para
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coleta de amostras fecais a fim de evitar contaminagéo e permitir a avaliacdo do gene 16S rRNA
pela andlise metagendmica. No entanto, possui algumas limitacBes, como o fato dos
participantes terem sido selecionados por uma amostra de conveniéncia, pelo pequeno tamanho
amostral e perda de acompanhamento de algumas amostras fecais devido a baixa contagem de
leituras do DNA. Esses fatores podem ter impactado no poder estatistico do estudo, de maneira

a inviabilizar que estes sejam generalizados para todos os RNPT ou nascidos a termo.

Conclustes

Este estudo avaliou o desenvolvimento e a diversidade da microbiota intestinal de RNPT
em duas ocasides diferentes do inicio da vida, ao nascimento e ao sétimo dia de vida, mediante
analises do perfil microbiano baseadas no gene 16S rRNA.

Os neonatos durante a primeira coleta de amostra fecal estavam em dieta zero e ao 7°
dia de vida todas estavam sendo alimentadas via sonda orogastrica, com leite humano
ordenhado de BLH. Notamos que a evolucdo da microbiota intestinal dos neonatos foi dindmica
e com baixa diversidade com variacBes dos géneros: Enterobacterales, Streptococcus,
Bacteroides, Clostridium_sensu_stricto 1, Enterococcus, Bifidobacterium. Nos dois
momentos ocorreu dominancia do género Staphylococcus.

Esses resultados refletem os achados da microbiota intestinal de um grupo de RNPT
internados em UTIN de uma cidade do Nordeste brasileiro. Sugere-se a realizacdo de estudos
com maior tempo de observacdo e com amostras maiores para estabelecer possiveis relactes

causais.
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5.3 ARTIGO 3 - EFEITO DA IMUNOTERAPIA OROFARINGEA DE COLOSTRO NA
MICROBIOTA INTESTINAL DE RECEM-NASCIDOS PRE-TERMOS

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da administracao da Imunoterapia Orofaringea de Colostro (I0C)
no desenvolvimento da microbiota intestinal de recém-nascido pré-termo (RNPT), atendidos
em hospital pablico de um municipio do Nordeste brasileiro. Métodos - Trata-se de um estudo
observacional, longitudinal e descritivo, que acompanhou seis RNPT submetidos a IOC em um
hospital publico. Foram coletadas 2 amostras fecais de cada neonato durante a 1° semana de
vida, para analise da microbiota fecal por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA. Foram
realizadas analises de alfa diversidade (Chaol, Shannon e Simpson) e anélise de coordenadas
principais de beta diversidade. Resultados - Embora ndo tenha havido dominancia de géneros
especificos pode-se destacar a maior prevaléncia de Bacteroides, Streptococcus e Listeria na
primeira amostra (meconio) e Staphylococcus, Enterococcus e Bacteroides na segunda amostra
(7° dia de vida). Conclusdo — Né&o foi observado efeito significativo da IOC sobre a evolugéo
na colonizacdo de géneros bacterianos comensais na primeira semana de vida de RNPT. A
microbiota inicialmente foi pouco diversa, com tendéncia a elevacdo (baseado nas analises de
diversidade alfa e beta), o que pode representar um bom progndstico, mostrando o quéo

dindmico é esse ambiente no inicio da vida.

Palavras-chave: imunoterapia; colostro; recém-nascidos pré-termos; microbiota; 16S rRNA

Introducéo

A microbiota intestinal é fundamental para a vida humana devido as maltiplas interacoes
mutualisticas entre o hospedeiro e sua microbiota®. Ao longo da vida, a complexa formagcéo da
microbiota intestinal sofre influéncia de determinantes endogenos e exdgenos. Ao hascimento
um dos determinantes externos que influencia a coloniza¢do microbiana do intestino é o tipo de
alimentac&o do recém-nascido?.

O leite materno é um dos principais fatores na definicdo e no desenvolvimento da

microbiota intestinal por conter em sua composicao substratos prebidticos, com énfase para 0s
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os oligossacarideos (também conhecidos como HMO’s) responsaveis pela modulacdo
imunitaria e da microbiota intestinal®*. O leite humano também pode ser fonte de
micorganismos, sendo 0s géneros bacterianos mais frequentemente identificados:
Streptococcus, Staphylococcus seguidos por Bifidobacterium, Lactobacillus, Propionibacteria,
Enterococcus e familia Entrobacteriaceae®. Estudo de coorte conduzido com 1.249 diades
maes-bebé evidenciou que bactérias presentes no leite materno (Streptococcus spp. e
Veillonella) podem ser transferidas para o intestino da crianca e contribuir para o
desenvolvimento da microbiota intestinal, com impacto semelhante a outros modificadores do
microbioma infantil, como o modo de nascimento®.

No entanto, no caso de recém-nascidos pré-termo (RNPT), sobretudo os de extremo
baixo peso a dieta enteral é postergada em decorréncia de caracteristicas proprias da
prematuridade, como imaturidade do aparelho digestivo e instabilidade clinica’. Recentemente,
para esses recéem-nascidos impossibilitados de serem alimentados por via enteral, a
Imunoterapia Orofaringea de Colostro (IOC) tem sido recomendada como uma estratégia para
proporcionar os beneficios imunoldgicos do colostro; secrecdo lactea produzida nos primeiros
cinco dias pés-parto e quando comparada ao leite maduro apresenta em sua composi¢do menor
quantidade de gordura, de lactose e grande riqueza de componentes imunol6gicos como:
lactoferrina, IgA secretora, fatores de crescimento, citocinas, dentre outros®®. Essa
caracteristica chama a atencao para que a funcao primaria do colostro pode néo ser a nutricional
e sim trofica e imunoldgica®. O colostro das mées dos RNPT apresenta maiores quantidades de
fatores imunobiol6gicos em comparacdo com o leite de recém-nascidos a termo’®!!, Esses
componentes estdo ausentes no leite de formula e diminuem no leite humano pasteurizado de
Banco de Leite Humano (BLH), dai a importancia desta intervencao ser realizada com leite cru
da propria mae?.

A 10C consiste na administracdo de gotas de colostro da propria mée, na mucosa
orofaringea direita e esquerda do RNPT com o intuito de promover a absor¢do de componentes
imunobioldgicos do leite, e assim, provocar um efeito sistémico que favorece o sistema
imunoldgico e gastrointestinal*>*®>, A 10C demonstrou ser uma intervencdo viavel,
potencialmente benéfica e bem tolerada pelos RNPT, que também pode contribuir para reduzir
o0 tempo que os Recém-Nascidos (RN) de muito baixo peso levam para atingir a nutri¢do enteral
plena, quando comparados com aqueles ndo fizeram esta terapia'?.

Poucos estudos abordaram as caracteristicas da microbiota intestinal dos prematuros que

utilizaram a 10C, sobretudo na primeira semana de vida®®. Além disso, ja foi documentado que
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a variacdo da comunidade bacteriana do leite pode influenciar a estrutura do microbioma
intestinal da crianca?®.

Ademais, o microbioma do leite humano molda diretamente o microbioma intestinal do
RN, o que permite a instalagdo de microbiota saudavel e limita o crescimento de bactérias
patogénicas®.

Os indicios asseguram tracar estratégias inovadoras na area da salde, sustentados na
evidéncia cientifica que a microbiota comensal permite repercussées positivas na saude do
RNPT a curto e longo prazo®. Nesta perspectiva, o objetivo do atual estudo foi de avaliar o
efeito da administragdo da IOC no desenvolvimento da microbiota intestinal de recém-nascido

pré-termo, atendidos em hospital publico de um municipio do Nordeste brasileiro.

Métodos

Caracterizacao do estudo

O estudo consiste em uma descricao de um grupo de RNPT e suas respectivas maes que
voluntariamente aceitaram participar da pesquisa. Esta pesquisa estd vinculada a um ensaio
clinico de superioridade, controlado, ndo randomizado, intitulado “Analise Metagendmica da
Microbiota Intestinal de Prematuros em Imunoterapia Orofarinega com Colostro Atendidos no
SUS: Estudo de Intervencao”, realizado em uma cidade de grande porte localizada no Nordeste
do Brasil, sob aprovagdo CAAE: 16995219.0.0000.0053 pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) e pelo Registro Brasileiro de Ensaios
Clinicos, sob UTN: U1111-1248-6732.

Amostra

Foram incluidos todos os RNPT e suas respectivas maes, atendidos no Hospital Inécia
Pinto dos Santos (HIPS); cujos nascimentos ocorreram durante o ano de 2022 e atendiam aos
critérios de incluséo: peso ao nascer < 1.500g, < 36 semanas gestacionais, com dieta zero, por
via enteral ou parenteral, e estaveis clinicamente nas ultimas trés horas antes de iniciar a 10C.
Todos as participantes assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

antes da coleta dos dados.
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Intervencéao

A 10C foi conduzida pela equipe de profissionais de salde da unidade neonatal. Se
caracterizou na administracdo de 0,2 ml (quatro gotas) de colostro da propria mée, nas mucosas
orofaringeas direita e esquerda do RNPT, no tempo de 10 segundos, oferecidos a cada 03 horas,
totalizando 8 administraces dirias, até o sétimo dia de vida do neonato. A interveng&o seguiu
protocolo padrdo, recentemente publicado, que podera ser consultado para informacgdes

adicionais®?.

Coleta de amostras fecais

Ao nascimento, foram coletadas duas amostras de cada RNPT internados na unidade
neonatal, sendo uma dessas correspondente a primeira dejecdo em jejum denominada de TO
(mec6nio); e, a segunda amostra no 7° dia de vida, ap6s a finalizagdo da IOC planejada para
cada neonato (denominada de T1).

A coleta ocorreu em todos os dias da semana, por meio de um protocolo especifico de
coleta de amostra fecal, com a finalidade de preservar as coldnias bacterianas existentes. Para
tanto, ao nascimento foi colocado dentro da fralda do RNPT, um recorte de tecido de campo
cirurgico (fenestrado e estéril), que teve como objetivo evitar que o conteddo fecal fosse
absorvido pela fralda. Logo que o recém-nascido pré-termo apresentasse as dejeces, a fralda
era retirada por um profissional de salde da instituicdo, previamente treinado. A amostra foi
retirada na fralda com auxilio da espatula de ayre (estéril) e acondicionada em tubo eppendorf
1,5 ml (estéril) com fechamento hermético, que foi codificada para cada neonato.

As amostras fecais foram acondicionadas, pelos pesquisadores, congeladas a -20° C (por
no maximo 12 horas) na propria unidade hospitalar e transportadas, com preservacdo da rede
de frio, até a armazenagem em ultrafreezer (-80°C), no laboratorio de microbiologia da
Universidade Estadual de Feira de Santana. As informagdes adicionais sobre a coleta das
amostras fecais estdo disponiveis em um manuscrito ainda ndo publicado. Todas as informacdes

da pesquisa referentes ao RNPT foram registradas em uma planilha.

Variaveis
As variaveis maternas pesquisadas foram: idade materna (média e desvio padréao), raca/cor
autorreferida (branco/ndo-branca), situagdo conjugal (com companheiro/sem companheiro),

local de residéncia (urbana/rural), paridade (primipara/multipara), nUmero de consulta pré-natal
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(<6/>6), tipo de parto (cesarea/vaginal), diabetes gestacional (ndo/sim), infeccdo urinaria
(ndo/sim), vulvovaginite (ndo/sim). As variaveis referentes ao prematuro foram: idade
gestacional (média ou <28 semanas/>=28 semanas), sexo (feminino/masculino), peso ao nascer
em gramas (média e desvio padrdo ou classificado em extremo baixo peso (<1000g)/muito
baixo peso (> 1000g a < 1500g), apgar 1° e 5° minuto (média), tipo de oxigenoterapia (ndo-
invasiva/invasiva), Sindrome de Desconforto Respiratério (SDR) (ndo/sim), Sifilis Congénita
(SC) (ndo/sim), dbito (ndo/sim), causa de obito (morbidade), tempo para iniciar a dieta enteral
(média em dia), tempo de nutricdo parenteral (média em dia), peso no sétimo dia de vida
(gramas).

Extracdo de DNA

A extracdo do DNA total das amostras de fezes, foi realizado com o kit QlAamp DNA
Stool Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), de acordo com as normas do fabricante. Foi
descartado o sobrenadante, e ressuspendido o pellet em 1000 pL de buffer Tris EDTA (10 mM
Tris-HCI [pH 7,5], 1 mM EDTA [pH 7,6]). Esta suspenséo foi centrifugada a 15.700 g por 15
min. As amostras foram lisadas em 200 uL de buffer TELS (lisozima 20mg/ml: 1M Tris-HCI
[pH 7,5], 0,5 M EDTA [pH 8,0], 20% sucrose), e em seguida incubadas por 60 minutos a 37°C.
Todos 0s passos seguintes seguiram as instrugOes do fabricante.

As amostras de fezes, ap0s extracdo, foram armazenadas a -80°C até a etapa de
quantificacdo do DNA total pelo equipamento Qubit Fluorometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA).

Sequenciamento das amostras

Amplificagdo do dominio V4 do gene 16S rRNA

Utilizou-se a amplificacdo do dominio V4 do segmento 16S ribossémico bacteriano,
para caracterizagdo da microbiota fecal dos recém-nascidos!’. Seguindo o protocolo,
comprimento total de sequéncias iniciadoras utilizando a nomenclatura de nucleétidos IUPAC
padrdo, utilizado para esta regido foram: V4 forward primer (5’- TCG TCG GCA GCC AGT
GAT GTG TAT AAG AGA CAG GTG CCA GCM GCC GCG GT - 3”) e V4 reverse primer
(5’- GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGG ACT ACH VGG
GTW TCT AAT - 3’). Para a amplificagdo das sequéncias alvo, utilizou-se Sul de DNA

microbiano (10ng/ul), em volume total de 25ul. Realizou-se a reacdo nas determinadas
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condigdes: ativacdo da enzima 94°C por 2 minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturagdo 94°C
por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos, extensdo 68°C por 45 segundos, 68°C
por 2 minutos; e, finalmente a enzima foi mantida a 4°C. Em adicdo, foram utlizados, um
controle negativo da reacdo de PCR e um controle negativo dos reagentes do kit de extracéo de
DNA. Utilizou-se 1ul do produto em eletroforese com gel de agarose a 1%, para verificagdo se
o PCR amplificou o tamanho esperado apds utilizar os pares de primer V4 no protocolo.
Inicialmente, a amplificagdo aconteceu em duas etapas e, na sequéncia, os demais
procedimentos foram efetuados seguindo o protocolo do fabricante (Illumina-16S Metagenomic
Sequencing Library Preparation). O tamanho do fragmento alvo é de 250pb e 412pb apos a
indexacdo dos adaptadores. Utilizou-se os adaptadores Nextera XT e kit de 21 reagentes para
sequenciamento V2 500 ciclos. Subsequentemente, as amostras foram sequenciadas utilizando

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

Analise da microbiota por ferramentas de bioinformatica

Objetivando obter as sequéncias, as bibliotecas 16S rRNA obtidas foram analisadas por
meio do software QIIME v.2-2020.2'8. Utilizou-se o Denoising com a ferramenta DADA2°.
As sequéncias diretas foram entdo truncadas na posicao 251 nucleotideos, e as reversas nos 250
nucleotideos, com finalidade de descartar as posi¢des para as quais a qualidade mediana dos
nucleotideos era inferior a Q30. As amostras com menos de 1000 sequéncias foram excluidas
de analises posteriores.

Foi atribuida a taxonomia utilizando ASVs (Amplicon Sequencing Variant) por meio do
recurso 2-featureclassifier®® e o classificador de taxonomia Bayes naive classifysklearn,
comparando as ASVs obtidas contra o banco de dados de referéncia SILVA 13221, As anélises
posteriores foram realizadas no software SPSS versdo 26 e R Studio versdo 4.0.4, usando 0s

pacotes phyloSeq??, vegan?®, microbiome? e ggplot2%.

Andlise estatistica

Foram utilizados o o software SPSS versdo 26 e o ambiente de programacéo R Studio,
para a realizacdo das analises. Foram avaliados os indices de riqueza de Chaol, indice de
diversidade de Shannon, indice de dominancia de Simpson e a diferenca nos 15 géneros
bacterianos mais abundantes nas amostras fecais, ademais a analise da beta diversidade. Dessa
forma, em todas as andlises foi avaliado o efeito do tempo na microbiota intestinal e comparados

os diferentes periodos de tempo.
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As medidas descritivas foram apresentadas como média e desvio padrdo para as
variaveis numericas e frequéncias absolutas e relativas para as varidveis categoricas. Para
verificacdo de variacdo temporal, inicialmente avaliou-se a adesdo a normalidade pelo teste
Shapiro-Wilk. Em seguida, utilizamos o teste ndo paramétrico de Wilcoxon rank sum exact test,
que é similar ao teste t de Student para duas amostras relacionadas. Adotamos um nivel de
significancia de p<0,05.

Os indices de alfa diversidade (Chaol, Shannon, Simpson), foram calculados por meio
da andlise com o Generalized Estimating Equations (GEE). Avaliou-se 0s modelos
considerando as distribuicbes gamma ou linear e a funcdo de ligacdo identity. A matriz de
correlacdo foi variada entre independente, AR (1), unstructured e exchangeable. Para selecdo
do melhor modelo, foi considerado o menor valor de Quasi likelihood under Independence
Criterion (QIC). Também foi avaliada a melhor aderéncia dos residuos, utilizando o gréafico Q-
Q plot.

Para a analise da beta diversidade, utilizamos o software Microbiome Analyst?® com
objetivo de observar as diferencas intra e entre 0s grupos nas amostras. Foi realizado o teste
PERMANOVA para cada variavel, utilizando as distancias weighted e unweighted UniFrac.
Foram realizadas 999 permutacdes para cada varidvel e a significancia estatistica foi dada com
valor de p < 0,05.

A andlise de coordenadas principais (PCoA) foi utilizada como ténica para avaliar as
diferencas entre os grupos de comparacao, por meio da analise de dados multidimensionais. A
PCoA, permite a visualizagdo das matrizes de distancia UniFrac, que representam as estruturas

das comunidades bacterianas e mostram o comportamento em diferentes cenarios.

Deposicédo de dados
Os dados da sequéncia serdo depositados no National Center for Biotechnology
Information (NCBI) sob o BioProject ID PRINA762545.

Resultados

Dados descritivos

A microbiota intestinal foi investigada por analise de bioinformatica com 20 amostras
de fezes de 10 RNPT. Em seguida, foram excluidas 8 amostras (4 criancas) pela perda do par
de comparagéo ou por apresentarem baixa contagem de leituras (<1.000 leituras), o que afetaria

a qualidade das analises. Por fim, 12 amostras de 6 neonatos foram analisadas e sequenciadas.
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A Tabela 1 apresenta as caracteristicas descritivas das méaes que participaram do estudo.
A idade média das maes foi de 21,6 + 4,9 anos, sendo a maioria ndo-branca e residente em area
urbana. Mais da metade das mdes ndo tinham um companheiro estavel, eram primiparas,

realizaram menos de seis consultas pré-natais e tiveram parto vaginal.

Tabela 1. Caracteristicas de maes de recém-nascidos pré-termos em uso de Imunoterapia

Orofaringea de Colostro, 2023.

Média + Desvio

Variaveis N (%)
Padréo

Idade materna 216+4)9 -
Raca/cor autorreferida - 6
Branca - 1(16,7)
Nao branca - 5 (83,3)
Situacéo conjugal : 6
Com companheiro - 2 (33,3)
Sem companheiro - 4 (66,7)
Local de residéncia - 6
Urbano - 6 (100)
Rural - 0(0)
Paridade - 6
Multipara - 2 (33,3)
Primipara - 4 (66,7)
Numero de consultas pré-natal : 6
>6 consultas - 1(16,7)
<6 consultas - 5(83,3)
Tipo de parto - 6
Vaginal - 5 (83,3)
Ceséreo - 1(16,7)
Diabetes gestacional - 6
Né&o - 5 (83,3)
Sim - 1(16,7)
Vulvovaginite - 6
Né&o - 3 (50)
Sim - 3 (50)
Infeccdo urinaria - 6
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Sim - 1(16,7)
Fonte: Elaboragdo Prdpria (2023).

Quanto as caracteristicas dos RNPT, observamos que todos eram do sexo masculino, com
média de idade gestacional de 27,3 + 2,1 semanas, média de peso ao nascer de 965,3 + 288,8
gramas - sendo que 83,3% encontravam-se na faixa de Extremo Baixo Peso (EBP). A média do
Apgar no 1° minuto foi de 5,6 + 2,8 e no 5° minuto 7,83 £+ 1,47. Ao sétimo dia de vida, 0 peso
médio foi de 974,8 + 311,3 gramas. A média de tempo para inicio da dieta enteral foi de 2,6 £
1,6 dias; e, de 5,3 = 2,2 dias para tempo médio de uso da nutri¢do parenteral.

Todos os RNPT, na primeira semana de vida, estavam em uso de antibioticos (desse modo
essa varidvel ndo foi controlada), todos fizeram uso de IOC e receberam dieta por sonda
orogastrica com leite materno. A oxigenoterapia invasiva (ventilagdo mecanica) foi utilizada
em 83,3% dos casos. Foram registrados 4 dbitos, tendo como causa sepse tardia (3 RNPT) e
hemorragia pulmonar (1 RNPT) (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas de recém-nascidos pré-termos em uso de Imunoterapia Orofaringea
de Colostro, 2023.

Média + Desvio

Variaveis N (%)
Padréo

Sexo do recém-nascido 6
Feminino - 0 (0)
Masculino - 6 (100)
Idade gestacional 6
>= 28 semanas - 3 (50)
<28 semanas - 3 (50)
Idade gestacional (semanas) 273+21 -
Peso ao nascer (gramas) 965,3 +288,8 -
Peso ao nascer - 6
Muito baixo peso - 1(16,7)
Extremo baixo peso - 5(83,3)
Apgar 1° minuto 5628 -
Apgar 5° minuto 7,83 +1,47 -
Tipo de oxigenoterapia 6
Né&o invasiva - 1(16,7)
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Invasiva - 5(83,3)

Obito 6
Né&o - 2 (33,3)
Sim - 4 (66,7)
Sindrome de desconforto respiratério 6
Né&o - 4 (33,3)
Sim - 2 (66,7
Sifilis congénita - 6
Néo - 5(833)
Sim - 1(16,7)
Tempo para iniciar a dieta enteral (dias) 26+16 -
Tempo de nutricéo parenteral (dias) 53122 -
Peso no dia 7 (gramas) 974,8 £311,3 -

Fonte: Elaboragéo Prépria (2023).

Alfa diversidade

Nas andlises de distribuicdo do teste de normalidade de Shapiro-Wilk normality para
indices de Diversidade Chaol, Shannon e Simpson evidenciaram que as amostras possuem
distribuicdo normal, exceto para o teste Chaol (p = 0,02) (Tabela 3).

Na analise de diversidade bioldgica (nimero de espécies) e a equabilidade
(uniformidade entre as abundancias relativas das espécies), houve significancia estatistica ao
longo do tempo, em TO quando comparado a T1 (nivel de significancia de 5%), quanto ao indice
de Shannon (0,70 vs. 1,58; p < 0,02) e Simpson (0,18 vs. 0,54; p < 0,04); mas, as diferencas
ndo foram estatisticamente significantes em Chaol (15,5 vs. 17,0; p < 0,91), ver Tabela 3 e

Figura 1.

Tabela 3. indices de Diversidade Chaol, Shannon e Simpson na primeira semana de vida de

Recem-Nascidos Pré-termos que realizaram a Imunoterapia Orofaringea de Colostro, 2023.

Tempo p-value!

Variaveis TO! T1! p-value?
Shannon index 0,70 (0,09-1,39) 1,58 (0,94-2,04) 0,028 0,7234
Simpson index 0,18 (0,03-0,53) 0,54 (0,31-0,61) 0,046 0,1212
Chaol index 15,5 (9,27-48,2) 17,0 (9,5-22,77) 0916  0,02339

TO — amostra meconio
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T1- amostra coletada ao 7° dia de vida

1 Wilcoxon test
2 Shapiro-Wilk normality test

As amostras entre 0 TO (jejum/mecdnio) e o T1 (sétimo de vida/iniciada dieta enteral)
demonstraram que houve diversidade bioldgica em todos os testes, exceto em Chaol, entretanto
observamos uma tendéncia de aumento da diversidade alfa para os testes Shannon (0,70 vs 1,58)
e Simpson (0,18 vs 0,54).

Figura 1. indices de Diversidade Chao 1, Shannon e Simpson na primeira semana de vida de

Recem-Nascidos Pré-termos que realizaram a Imunoterapia Orofaringea de Colostro, 2023.

Chao1 index Shannon index Simpson index

chaol index
shannon index
simpson index

50 06

40

04

30

20 02

05

0.0 0.0

A. TO — amostra mecénio

D. T1- amostra coletada ao 7° dia de vida

Chaol index-p-value! 0.916

Shannon index - p-value! 0.028

Simpson index - p-value' 0.046

L Wilcoxon rank sum exact test; Wilcoxon rank sum test

Beta diversidade

A anélise de coordenadas levou em consideracdo o tempo de coleta entre as amostras
(TO e T1); e observamos uma sobreposic¢ao na estrutura da comunidade bacteriana, porém sem
significancia estatistica, tanto na analise ponderada (F=0,20; P=0,95) quanto na ndo ponderada
(F=1,59; P=0,15) (Figura 2).
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Figura 2. Andlise de coordenadas principais beta diversidade, compara¢fes ao longo da
primeira semana, de Recém-Nascidos Pré-termos que realizaram a Imunoterapia Orofaringea
de Colostro, 2023.

A PcoAtime Influence colostrum therapy group weighted UniFrac PCoA time influence colostrum therapy group unweighted UniFrac

26% explained varaton

p value:0,95 p value:0,15

PC1 58 54% explaned vanaton PC1 43 73% expianed viriaton

TO — amostra do primeiro dia (mec6nio)
T1- dltima amostra (coletada ao 7° dia de vida)
P value <0,05.

Abundancia relativa

Quanto a abundancia relativa, foi realizada a analise estatistica e distribuicdo dos 15
géneros bacterianos mais abundantes nas amostras de fezes em TO e T1, descritos na Tabela 4
e Figura 3. Neste interim, notamos a dominancia de sete géneros, dentre eles em TO:
g_Bacteroides (16,75%), g_Listeria (16,49%) g_Streptococcus (16,48%), g_Staphylococcus
(15,89%), g_Lachnoanaerobaculum (15,45%) e g_Filobacterium (14,95%); e, em TL1:
g_Enterococcus  (24,01%), g_Staphylococcus (22,07%), g_Bacteroides (16,16%),
g_Streptococcus (13,93%) e g_Lachnoanaerobaculum (10,43%). Na andlise de composicdo e

variacdes taxonémicas, ndo houve significancia estatistica (p<0,05).

Tabela 4. Composicdo e Variacbes Taxondmicas de amostras ao nivel de género e suas
abundancias relativas ao longo do tempo em recém-nascido pré-termos que fizeram uso de

Imunoterapia Orofaringea de Colostro, 2023.

Semana
Género TOY%) T1Y(%) p-value?
g_Staphylococcus 15,89 22,07 0.13
g_Enterobacterales 1,16 0,034 0.7
g_Ralstonia 0,008 5,34 >0.9
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Género
g_Streptococcus
g_Bacteroides

g_Filobacterium

g_Clostridium_sensu_stricto_1
g_Lachnoanaerobaculum

g_Stenotrophomona

g_Enterococcus

g_Asteroleplasma

g_Bifidobacterium

g_Ureaplasma
g_Acinetobacter
g_Listeria

Others

Semana
T0Y(%)
16,48
16,75
14,95
0,568
15,45
0,0003
0,086
0,22
0,001
0,130
0,0009
16,49

1,77

T1(%)
13,93
16,16

0
0,050
10,43
0,022

24,01

6,48

1 Semana TO — amostra meconio - Semana T1- amostra coletada ao 7° dia de vida

2p-value p<0,05

p-value?

0.6
0.087
0.2
0.4
0.3
>0.9
0.7
0.4
0.4
>0.9
0.4
0.4

0.3

Figura 3. Abundancia Relativa quanto ao género bacteriano na amostra de fezes de Recém-

Nascidos Pré-termos que fizeram a Imunoterapia Orofaringea de Colostro, 2023.
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120
100 — — —
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60
40
20
, L = .
41A 42A 43A 45A 50A 52A 41D 42D 43D 45D 50D 52D
B g Staphylococcus (%) B g_Enterobacterales (%)
g__Ralstonia (%) g__Streptococcus (%)
B g Bacteroides (%) H g Filobacterium (%)
mg_ Clostridium_sensu_stricto_1 (%) W g_ Lachnoanaerobaculum (%)
B g Stenotrophomonas (%) B g Enterococcus (%)
W g Asteroleplasma (%) W g_ Bifidobacterium (%)
B g  Ureaplasma (%) g__Acinetobacter (%)
g__Listeria (%) Others (%)
Discussao

O estudo atual fornece insights sobre o desenvolvimento e diversidade da microbiota
intestinal em neonatos em duas fases distintas do inicio da vida: no momento do nascimento,
analisando o0 mecdnio, e no sétimo dia de vida. As analises realizadas forneceram informacdes
taxonémicas detalhadas sobre a composic¢éo da microbiota intestinal desses neonatos.

Nas amostras analisadas, observamos abundancia de sete géneros (distribuidos em TO e
T1), sem dominancia de um género especifico. Embora tenha sido ndo identificado diferenca
significativa na diversidade beta; notamos tendéncia de aumento na diversidade alfa,
sinalizando para um progndstico positivo, uma vez que uma elevada diversidade é encontrada
em microbioma equilibrado e saudavel?’.

A abundéancia e diversidade que compdem os padrfes de colonizagcdo da microbiota
intestinal em RNPT diferem muito dos recém-nascidos a termo devido a diversos fatores, como:
corioamnionite materna, idade gestacional, tipo de parto, tipo de alimentacdo, exposicdo a
antibioticos e fator ambiente na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN)?27. Ademais,
sabe-se que 0s primeiros microrganismos a colonizarem o trato gastrointestinal sdo anaerobios

facultativos (por exemplo, Escherichia, Shigella, Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus
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e Veillonella) e por volta de 1 a 2 semanas serdo substituidas pelos anaerdbios obrigatorios
(Bacteroides e Clostridia)?®2’.

Neste estudo, os anaerobios facultativos Streptococcus diminuiram ao longo do tempo
e Enterococcus e Staphylococcus aumentaram entre TO e T1. Quanto aos anaerobios
obrigatorios, Bacteroides manteve-se estavel e Clostridia diminuiram entre TO e T1. Em geral,
destacamos a prevaléncia na amostra do mecénio de Bacteroides, Listeria e Streptococcus; e,
na amostra coletada ao 7° dia de vida de Enterococcus, Staphylococcus e Bacteroides.

O género Bacteroides apresentou a maior prevaléncia em TO e se manteve estavel com
0 passar dos dias (T1). Esta relatado na literatura que as bactérias deste género podem exercer
atividades benéficas, como: atividade imunomoduladora, protecdo contra inflamacéo,
promogcéo da glicosilagdo do epitélio intestinal e secrecdo de hidrosilases de glicosideos?®.
Ademais, Bacteroides secretam uma gama diversificada de glicosidases ao competir pelo uso
de carboidratos complexos®.

Os Bacteroides e Bifidobacterium competem pelos oligossacarideos do leite humano
(HMO), fato que possivelmente justifique a prevaléncia maior do primeiro com relacdo ao
segundo nas amostras fecais do nosso estudo?; uma vez que, Bifidobacterium optam por usar
HMO de cadeia curta, enquanto Bacteroides preferem oligossacarideos maiores®. Assim, a
composigdo dos niveis/tipos de HMO disponivel no leite, pode prever a abundancia relativa de
alguns géneros bacterianos presentes em amostras fecais?®.

Outras possibilidades que determinam a baixa prevaléncia Bifidobacterium sao:
alimentacéo exclusiva com leite humano®, uso de antibi6tico®®! e retardo no inicio da dieta
enteral®. Esta documentado na literatura que RNPT amamentados exclusivamente com LH
apresentam uma microbiota intestinal com baixa abundancia de Bifidobacterium, e que a
riqueza bacteriana diminui ao longo do tempo®. Estudos evidencia, que 0s neonatos apresentam
uma colonizagédo intestinal com espécies anaerdbicas comensais, como Bifidobacterium ou
Bacteroides, retardada em relacdo aos recém-nascidos a termo, sendo encontrada mais
comumente em suas fezes niveis mais elevados de microrganismos patogénicos, como
Enterobacteriaceae, Enterococcus, Enterobacterales®3.

Além disto, no nosso estudo, todas as criangas estavam em uso de antibidtico desde o
nascimento e o tempo médio de inicio da dieta enteral via sonda orogéstrica foi de dois dias e
meio. Esse fato pode ter influenciado no processo de colonizagéo e estabelecimento de uma
microbiota especifica comensal. O jejum prolongado pode ser explicado, pela gravidade das

criancas, na analise geral, a exemplo da média do apgar no 1° minuto de vida inferior a 7,
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embora tenha ocorrido uma recuperagdo no 5° minuto de vida. Levando a crer que as condig¢oes
de nascimento e as medidas implementadas na sala de parto podem interferir diretamente nas
condigdes clinicas e evolucdo dos RNPT, podendo retardar a introdugédo e progressédo da dieta
enteral®2.

Bactérias do género Streptococcus sdo Gram-positivas e anaerobias facultativas, podem
causar doengas em humanos, mas a grande maioria das espécies sdo inofensivas. No estudo em
questdo, as cepas apresentaram declinio da prevaléncia entre os tempos investigados TO
(16,48%) e T1 (13,93%), o que corrobora com a ideia de colonizadores iniciais?®2”; no entanto,
dentre os RNPT que vieram a Obito por sepse, todos apresentaram Streptococcus seja no
mecdnio ou nas fezes ao sétimo dia; e, 0 neonato com hemorragia pulmonar houve altas
prevaléncias destas cepas em ambos os tempos (98,2% e 83,5%). Estudos de revisdo afirmam
que a presenca de Streptococcus do grupo B (GBS) durante o processo de nascimento esteve
associado a enterocolite necrotizante e sepse neonatal tardia®%.

Quanto ao género Staphylococcus (bactérias Gram-positivas e anaerdbias facultativas)
verificamos um aumento na prevaléncia entre TO (15,89%) e T1 (22,07%). A predominancia
destas cepas ao 7° dia de vida no nosso estudo, também foi relatada por Seki et al (2022), os
quais associam os maiores niveis de Staphylococcus a quantidade de energia liberada da dieta
por via parenteral®2. Vale ressaltar que, dos neonatos que tiveram sepse neonatal tardia, dois
apresentaram aumento na prevaléncia destas cepas entre os tempos estudados. Fato que
corrobora com relatos da literatura ao afirmar que bactérias comensais da pele ou intestinos,
incluindo Staphylococcus spp., E. coli, K. pneumoniae ou Candida spp., séo tipicamente
causadores do sepse neonatal tardia®,

O microbioma intestinal € composto principalmente por Enterobacteriaceae de baixa
densidade, Staphylococcus, Estreptococos, entre outros®. Nas amostras fecais verificou-se que
apos a administracdo do protocolo da I0C (T1-7° dia), o aumento do género Staphylococcus.
Este resultado corrobora com estudos que apontam a transferéncia bacteriana do leite materno
para 0 RNPT, pois este foi o género mais abundante observado nas amostras, dessa maneira a
microbiota oral desempenha um papel importante na colonizacdo da microbiota intestinal dos
neonatos, pois € passagem obrigatoria para o Leite Humano (LH) chegar ao trato
gastrointestinal®1°, Além disso, a cavidade oral do neonato esta em constate exposicdo ao
ambiente e juntamente com a producéo de saliva pode facilitar que géneros como Streptococcus
presente neste local e que ndo se aderem a superficie oral, sejam engolidas e participem da

colonizac4o intestinal 363,
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Percebemos que bactérias do género Enterococcus aumentaram com o decorrer do
tempo; fato também evidenciado em outro estudo, no qual a abundancia e dominancia deste
género foi associada ao tratamento com antibiotico por até duas semanas ap0s a suspensdo do
medicamento. Este mesmo estudo, chama a atencdo para a possibilidade de conversdo dos
Enterococcus de comensais intestinais a patdgenos nosocomiais, por apresentar resisténcia a
multiplas drogas e outros determinantes de viruléncia, representando um risco a salude ja
debilitada destes neonatos®,

Outros géneros foram identificados nas amostras como Lachnoanaerobaculum, Listeria
e Filobacterium que podem ter a presenca explicada por contaminagdo cruzada no ambiente
hospitalar, apesar de ndo termos realizados testagem da microbiota ambiental. As espécies
desses géneros podem se relacionar a infeccdo hospitalar da contaminacdo do recém-nascido
durante o parto®4°,

As bactérias do género Lachnoanaerobaculum sdo Gram-positivas, anaerdbias
obrigatdrias e em nosso estudo apresentaram comportamento decrescente de multiplicacdo no
decorrer do tempo. Essas bactérias podem ser isoladas de cavidade oral, intestino delgado,
sangue e liquido amniotico de humanos; e, estudo de Hedberg et al (2012) isolou a cepa a partir
de biopsia intestinal pertencente a crianga com doengca celiaca*’. Destacamos que o RNPT que
apresentou 91% de prevaléncia do género citado no meconio e 63% nas fezes ao sétimo dia de
vida veio a Obito por sepse; 0 que chama a atencdo para o risco da presenca deste género em
microbiota intestinal de prematuros.

O género Listeria é anaerdbio facultativo e causador da listeriose, doenca que afeta
principalmente gestantes, criangas e idosos. Em gestantes a sua ocorréncia estd associada a
aborto espontaneo e trabalho de parto prematuro espontaneo*?4%; a sua transmissao para recém-
nascidos € considerada vertical, e estd associada a maiores taxas de prematuridade,
natimortalidade*** e infeccBes neonatais congénitas*®. Em nosso estudo, o género esteve
presente no mecdnio e ausente nas fezes ao sétimo dia de vida; em um dos neonatos, a
prevaléncia de Listeria chegou a 99% no mecénio, provavelmente em consequéncia de infeccéo
urinaria apresentada pela gestante; e, 0 RNPT veio a Obito por sepse, associada infeccdo
congénita, enterocolite necrotizante e sindrome do desconforto respiratério (Grau 1V). Este
neonato, também apresentou a prevaléncia de 81% de Enterococcus nas fezes ao sétimo dia de
vida.

As Filobacterium sdo bactérias Gram-negativas, que apresentam crescimento em

condicdes microaerobias; e, induzem doencas respiratdrias cronicas em roedores*. No nosso
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estudo, o crescimento apresentou declinio entre as amostras de fezes pesquisadas (TO e T1),
chegando a aproximadamente 15% no meconio e auséncia no sétimo dia de vida, fato que
corrobora com a literatura, uma vez que bactérias aerobias ou anaerobias facultativas se
apresentam em um primeiro momento na microbiota intestinal e posteriormente sdo substituidas
por bactérias anaerdbias, devido ao consumo deste gas pelas cepas colonizadoras iniciais?’. Um
dos neonatos, apresentou prevaléncia de aproximadamente 90% de Filobacterium no mecénio,
com historico de infeccdo congénita neonatal e mae com infeccdo por vulvovaginite na
gestacdo. Na amostra de fezes ao sétimo dia de vida deste, as maiores prevaléncias foram devido
aos géneros Enterococcus (63%) e Ralstonia (32%).

O género Ralstonia é um bacilo Gram-negativo, com quatro espécies patogénicas
(Ralstonia picketti, Ralstonia Solanacearum, Ralstonia insidiosa e Ralstonia mannitolilytica)
associadas a infeccBes em hospedeiros imunocomprometidos®. Diante, do apresentado
chamamos a atencdo de profissionais de saude para a realizacdo de cultura de vigilancia em
amostras fecais de forma a detectar precocemente microrganismos patogénicos presentes na
microbiota do tratogastrointestinal de RNPT que possivelmente venham a desenvolver
morbidades que comprometam ainda mais o estado clinico do neonato; e, para o uso adequado
de antibioticos no periodo neonatal. A disbiose microbiana em prematuros pode promover
consequéncias de curto e longo prazo, como: transtornos metabdlicos e neurolégicos, alergias,
doencas infecciosas, intestinais, cardiovasculares e broncopulmonar?.

Nesta pesquisa, metade das maes apresentaram infeccdo vaginal e urinaria e a maioria
tiveram um parto vaginal, fato que pode ter contribuido para uma possivel colonizacdo
disbiotica de seus bebés. Durante o parto, 0 neonato entra em contato com bactérias especificas
de cada tipo de entrega (vaginal ou cesarea), 0 que permite que bactérias aerdbicas, colonizem
rapidamente o intestino?.

A composicdo da microbiota intestinal em neonatos é essencial para estimular o sistema
imunoldgico e para a integridade da barreira intestinal®. No entanto, nosso conhecimento sobre
a montagem inicial do microbioma intestinal em neonatos humanos é limitado, e 0 progresso
cientifico neste campo interdisciplinar € prejudicado devido a individualidade na composicao
desta. Nosso estudo aborda os processos ecoldgicos que resultam na individualidade observada
de microrganismos no trato gastrointestinal entre prematuros extremos e nascidos a termo.

Considerando a importancia do tipo de alimentacdo com leite materno para a nutrigdo
do RNPT, préticas como a I0C auxiliam no desenvolvimento da imunidade e na colonizacao

dessa populacdo. Tendo em vista que a maior parte dos neonatos desta investigacdo eram
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prematuros de EBP, e na impossibilidade de ser iniciada a alimentagdo precocemente, a I0C
pode ser iniciada anterior a dieta enteral, e, em teoria antecipar o efeito protetor como terapia
imunoldgica reduzindo a morbi-mortalidade desses RNPT’. Estudos apontam que a 10C pode
ser utilizada como uma terapia imune para os RNPT, especialmente, o de EBP e Muito Baixo
Peso (MBP), devido aos efeitos imune-estimuladores sistémicos que protegem contra possiveis
infecgBes’.

Destaca-se como pontos fortes do atual estudo: pesquisa original que seguiu um
protocolo especifico e cuidadoso de coleta de amostras fecais, em série, de RNPT com
nascimento em hospital publico no Nordeste brasileiro, que permitiu comparar os perfis da
microbiota intestinal. No entanto, possui algumas limitagbes, como uma amostra de
conveniéncia, pequeno tamanho amostral e perda de acompanhamento de algumas amostras

fecais (devido a baixa contagem de leituras).

Concluséo

Né&o foi observado efeito significativo da IOC sobre a evolucdo dos géneros bacterianos
comensais na primeira semana de vida dos RNPT.

Inicialmente a microbiota apresentou baixa diversidade, com tendéncia a elevacao, o
que pode representar um bom progndéstico. Embora ndo tenha havido dominancia de géneros
especificos pode-se destacar a maior prevaléncia de Bacteroides, Streptococcus e Listeria na
primeira amostra e Staphylococcus, Enterococcus e Bacteroides na segunda amostra.

Né&o houve significancia estatistica para as analises de abundancias relativas quanto aos
géneros, podendo ser justificado por: a) fatores pré-nascimento: infeccdes e comorbidades
maternas importantes, aliadas ao precario acompanhamento de pré-natal; b) pos-nascimento:
retardo de inicio da dieta enteral, todos os neonatos estarem em utilizagdo de antibidtico,
prematuridade extrema (idade gestacional) de EBP; c) fatores ambientais: provavel
contaminagdo ambiental cruzada; e, d) fatores ainda desconhecidos.

Esses resultados refletem os achados da microbiota intestinal de um grupo de RNPT que
realizaram o protocolo da 10C, internados em UTIN de uma cidade do Nordeste brasileiro;
achados que ndo podem ser generalizados para outros RNPT ou nascidos a termo oriundos de
outras populagdes. Por fim, sugere-se a realizacdo de estudos com maior tempo de observacao

e com amostras maiores, para que se possa estabelecer possiveis relagdes causais.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este € um estudo inovador, sendo o Unico trabalho nacional que discutiu a evolucao da
microbiota intestinal de RNPT de MBP e EBP, com extrema relevancia na area clinica. Essa
tese teve como objetivo principal avaliar, por meio da analise do DNA metagenémico, 0
estabelecimento da microbiota intestinal em RNPT, tratados ou ndo com a I0C em hospitais de
Feira de Santana — BA. Por quest®es éticas, a hipdtese principal do estudo néo foi testada,
entretanto os dados foram analizados intragrupos independentemente.

Para alcangar os objetivos propostos, foi elaborado um protocolo de coleta de amostra
fecal de RNPT MBP, além da definicdo de um algoritmo, que norteou o fluxo do processo de
trabalho da equipe de saude. Por meio deste protocolo foi possivel manter a qualidade do
material coletado e a integridade do DNA bacteriano, para identificacdo das espécies
bacterianas da microbiota intestinal dos neonatos investigados.

Na anéalise do grupo controle, o qual o objetivo foi avaliar o desenvolvimento e a
diversidade da microbiota intestinal de RNPT no inicio da vida (mec6nio) e ao sétimo dia de
vida, mediante analises do perfil microbiano baseadas no gene 16S rRNA, verificou-se que a
evolucdo da microbiota dos neonatos foi dindmica, com baixa diversidade. Os géneros
observados foram: Enterobacterales, Streptococcus, Bacteroides,
Clostridium_sensu_stricto_1, Enterococcus, Bifidobacterium. Em ambas as amostras houve
prevaléncia do género Staphylococcus. Apos as analises de abundancia relativa, houve
significancia estatistica quando foi comparada a primeira amostra com a ultima quanto aos
géneros: Enterobacterales, Streptococcus, Bacteroides, Clostridium_sensu_stricto_1,
Enterococcus e Bifidobacterium.

No grupo de intervencédo, o qual teve como finalidade verificar o efeito da 10C sob a
colonizagdo intestinal dos RNPT, os resultados evidenciaram que ndo foi observado efeito
significativo sobre a evolugdo dos géneros bacterianos comensais na primeira semana de vida
dos neonatos. A microbiota apresentou baixa diversidade, entretanto com tendéncia a elevacéo,
sinalizando um prognostico positivo. Destacou-se prevaléncia na primeira amostra dos géneros
microbianos: Bacteroides, Streptococcus e Listeria; e na Gltima amostra de: Staphylococcus,
Enterococcus e Bacteroides. Ndo houve significancia estatistica para as analises de abundancias
relativas quanto aos géneros das amostras deste grupo.

Como pontos fortes destaca-se: a) Pesquisa original e bem projetada; b) o ineditismo na

construcdo e testagem de um protocolo de coleta de amostras fecais, reforcando que a
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padronizacdo de todas as etapas possibilita conclusdes mais robustas e comparéveis entre 0s
estudos; e ¢) o pioneirismo em investigar a evolucdo da microbiota intestinal na primeira
semana de vida de RNPT, tratados ou ndo com o protocolo da IOC, atendidos em um hospital
publico de um municipio do Nordeste brasileiro.

Todavia, esta investigacdo possui algumas limitagdes como: a impossibilidade de
comparacdo dos resultados entre os grupos, o método de selecdo dos participantes por
conveniéncia, 0 pequeno tamanho amostral e questdes logisticas (tempo de coleta curto na
unidade de intervencgdo, baixo numero de leitos dna UTI neonatal do HIPS, o que implica
diretamente na velocidade de acesso da populacéo do estudo). Todos esses fatores, de alguma
maneira, podem ter impactado no poder estatistico do estudo, ndo sendo possivel a
generalizacao dos resultados para RNPT ou a termo de outras populacdes.

Em sintese, espera-se que o protocolo da IOC em neonatos pré-termos internados em
UTIN dos hospitais publicas e privados, sejam amplamente implatados objetivando a promocéo
e desenvolvimento de uma microbiota saudavel, além de todos os beneficios nutricionais e
imunomoduladores que o leite materno possui, fortalecendo o estimulo precoce do aleitamento
materno em consonancia com as recomendacdes do Ministério da Saude.

Por fim, os achados desta pesquisa refletem resultados da evolugédo da microbiota
intestinal de RNPT internados em UTIN de uma cidade do Nordeste brasileiro, sugerindo-se a
realizacdo de estudos com maior tempo de observacdo e com amostras maiores para melhores

elucidacoes.
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ANEXO A
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Autarizadn pedo Decreto Federnl 8°77.4% de 270476
Reconhecida peln Portaria Ministerial o” 7486 de 1971286
Recredenciada pelo Decreto Estadual 0° 9.271 de 14/122004

Feim de Samana, 29 de janeiro de 2019
CARTA DE ANUENCIA

Pelos presestes, Jessicas Samos Passos Costa, beasilowa - ES, poradons do (PF
031009 61544, Gracsete Oliveirn Viewra, brasilesra - BA, portadora CPF. 130928125-
49, Heli Vigira Brandlo, brasticira - BA, portadoca CPF. 359 011.445-20, Gilmar Mercés
d¢ Jesus, baasilerro - BA, do CPF: (05 545 87506, Tatiana de Oliverra Viewa,
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ANEXO B

Feira de Santana, 29 de janeiro de 2019
OF: 10/19

De: Charline Portugal
Diretora do Complexo Materno Infantil

Para: Dra. Raquel Guimaries Benevides
Professora Adjunta da Universidade de Estadual de Feira de Santana

Prezada Senhora.

Informo que autorizo a coleta de dados para o projeto intitulado ““ANALISE
METAGENOMICA DA MICROBIOTA INTESTINAL DE PREMATUROS EM
IMUNOTERAPIA COM COLOSTRO ATENDIDOS NO SISTEMA UNICO DE
SAUDE (SUS): ESTUDO DE INTERVENCAO”, nesta unidade hospitalar tdo logo
seja aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
Estadual de Feira de Santana (CEP/UEFS) e inscrito no Registro Brasileiro de Ensaios
Clinicos (REBEC).

Na oportunidade nos colocamos a disposigiio para esclarecer eventuais davidas ¢
aproveitamos o ensejo para renovar protestos de relevada estima e consideragéo.

Atenclosamente,

ne ga
Diretora do Complexo Materno [nfantil

~neeg A
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ANEXO C

Feira de Santana 0F de marco de 2019

A Sra. Chaglipe Portuzal
Driretora do Complexo hatero Infantil

Prezads semhora, encaminho o  projeto intimlade ““ANAIISE
METAGENOMICA DA MICROBIOTA INTESTINAL DE PREMATUROS EM
IVMUNOTERAPIA COM COLOSTRO ATENDIDOS MO SISTEAMA UNICO DE
SAUDE (SUS): ESTUDO DE INTERVENCAO” reslirado pelos discenmtes do
Diputorado do Programa de Pos Graduaczo em Saids Coletiva da Universidade Estadual
de Feira de Santana (PPGECTEFS) e peaguizadare: do Wicleo de Pexguiza & Extensdo
Sande (NUPES UEFS), Jessica Bantos Dassoz Costa, Camilla da Cruz Martins, Mara
Wizna Cardoso, Ellaype Souza Carguemra, hichelle de Samtana Jiavier Famos, sob minba
coordenac3o, para a Vosa Apreciacdo e reguerimento de sutorizacio para realizacdo
dezte projeto de peaquizz nesta metituicso.

Tratz-za de wn enszaio chinico ndo-randomizado gue esca svaliar o inpacto da
Terapia Imumologica Colostral na colomizacdo de especies bacteriana intestinzis de
prematuros com muito baixo peso, atendides pelo Sisterna TUnico de Sadde (SUS). A
pexquiza sera reslizada através de aplicacdo de inguérito 2 mae & acompankamento do
premators de nmito baboo peso na Uhidsde MNeomatal depeis de aceite do sujeito da
pezquiza e respectiva assinstura do Termo de Consantimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Rezzzlto gque o referido projeto atends 3 nommas da Fesolugdo 46612 do Conzalho
Macional de Szide do Ministerio da Sahds, nova Fesolugdo em substitaicdo a 19696, e
ast2 sendo encaminhado para apreciacio do Comiteé de Etica em Pesguiza com Sares
Humanos dz Universidade Estadual de Feira de Santana Portanto a coleta soments sera
iniciada mediants 3 sutorizacio do mesmao.

Atenciosamsante,

me: .
Profa. Ramuel Guimar3es Banevides

Professora Adnmts da Tniversidade de Estadus] de Feira de Santana
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ANEXO D
Carta de aprovacao de projeto — CNPQ

CNPq - Resultade do julgamento - [427466/2018-0] - Chamada MCTIC/CNPg N° 28/2018 - Universal/Faixa A - Até RS 30.000,00

WM

encaminhada

De: Cnpq <atendimento@cnpa.br>

Data: quarta-feira, 12 de dezembro de 2018

Assunto: CNPq - Resultado do julgamento - [427466/2018-0] - Chamada MCTIC/CNPg N° 28/2018 - Universal/Faixa A - Até RS 30.000,00
Para: helivb.fsa@gmail.com

Ce: cgsau@cnpg.br

Processo: 427466/2018-0
Chamada: Chamada MCTIC/CNPg N° 28/2018 - Universal/Faixa A - Até R$ 30.000,00

Senhar{a) Heli Vieira Brandio,
Comunicamos que a Diretoria do CNPg aprovou a concessdo de auxilio, conforme discriminado abaixo:
Custeio: RS 30.000,00
Para a implementagdo do benefidio, € necessario preencher o Termo de Aceitagdo que se encontra dispenivel no endereco
http://efomento.cnpg.br/efornento/termo?token=hdN86807PA11068254089025347877
2 envid-lo eletronicamente, clicando no botdo "Enviar ao CNPg".
Os pareceres relativos a sua proposta poderdo ser consultados na Plataforma Carlos Chagas (httpy//carloschagas.cnpg.br/).

Reiterames que, caso a implementagdo ndo ocorra no prazo de 90 dias a partir de 06/12/2018 11:27:22, quando enviada a primeira notificagdo eletrdnica do resultado do julgaments,
a concessdo serd cancelada.
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ANEXO E

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIEA DE SANTANA
Auntorizada pelo Decreto Federal n*77.496 de 270476
Feconhecida pela Portaria Ministerial n® §74.86 de 19/12/86
Eecredenciada pelo Decreto Estadual n® 8271 de 147122004

Feira de Santana 01 de sbril de 2019

DECLARACAQ DE ANUENCIA

Eu, Halio Mitpshi Eamida, mecrito sob CPF. 782.090.500-40, Drof. Dr. Titular da
Universidade Estaduz] de Feira de Santana — BA (UEFE), Coordenador do Leboratorio
de Pesguiza em Mcrobiclogia (LAPEM) e Dirstor do Departamento de Ciénciss
Eiclogicas (DCBID) da UEFS, declaro estar ciente da parceriz, pera fins de direito, com
a2 emeoucEo do projetn “ANALISE METAGENOMICA DA MICROEIOTA
INTESTINAL  DE FEEMATUROS EM  TEATAMENTO  COM
COLOSTROTERAPIA ATENDIDOS PELO SISTEMA UNMICO DE SAUDE
(5U5): ESTUD DE INTERVENCAOQ" O LAPEM ficard respomsivel pelo
recebimento dss amostra: faczis, srmszenampento e amalises da qualidade do DINA
bacteriano. MNos comprometenos a observar as MNormas da Fesolucdo CNE 4667112,
58018 & 5100146, em Pesguwiza com Seres Fhomamos.

WoalioWigprds Knmida
e M
Bxof, v Tigala, UEFS
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ANEXO F

Protocolo de treinamento HIPS

Feira de Santana, 01 de abril de 2019

CARTA DE ANUENCIA

Ea, Juliana Rigaud, coardenadora da equipe de enfermagem do Hospital Inédcia Pinto (HIPS), Gostaria
de declarar, em nome da equipe de enfermagem, que participaremos da etapa de coleta de amostra fiecal (na
auséncia do pesquisador responsavel) do projeto de pesquisa intitulado *ANALISE METAGENOMICA DA
MICROBIOTA INTESTINAL DE PREMATUROS EM IMUNOTERAPIA COM COLOSTRO
ATENDIDOS NO SISTEMA UNICO DE SAUDE (SUS): ESTUDO DE INTERVENCAO™, mediante
realizagiio de treinamento desses protocolos, tendo em vista que este ¢ um procedamento fora da rotina da
equipe do hospetal. Nos comprometemos a observar as Normas da Resolugdo CNS 466/12, S80V18 ¢ 510716,
em Pesquisa com Seres Humanos.

Juhiana Rigaud
Coordenadora da Equipe de Enfermagem do Hospital Ingcia Pinto (HIPS)
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ANEXO G

Protocolo de treinamento HEC

BOW e
Db St
’ — .
HEC =
74 v ’ | A
- TROEALE L i G ewmm
LIGA ALVARD BAHIA DOESTADO

Feira de Santana, 30 de abril de 2019

CARTA DE ANUENCIA

Eu, Livia Leite da Silva Macedo, gereate operacional o Hospital Estadual da Crianga (HEC).
gostaria de declarar, em nome da equipe de enfermagem que participaremos da etapa de coleta de amostra
fecal (o auséneia do pesquissdor responsivel) do projeto de pesquisa intitulado “ANALISE
METAGENOMICA DA MICROBIOTA INTESTINAL DE PREMATUROS EM IMUNOTERAPIA
COM COLOSTRO ATENDIDOS NO SISTEMA UNICO DE SAUDE (SUS): ESTUDO DE
INTERVENCAO”, mediante realizagio de treinamento desses protocolos, tendo em vista que este ¢ um
procedimento fora da rotina da equipe do hospital. Nos comperometemos a observar as Normas da ResolugSo
CNS 466/12, 58(N18 ¢ S10V16, em Pesquisa com Seres Humanos.

[QUJ-; .{;’)Lk & S M

LIVIA LEITE DA SILVA MACEDO
GERENTE OPERACIONAL
o1. 05 Jo{
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ANEXO H

Declaragéo de colostroterapia HIPS

Feira de Santana, 01 de abril de 2019

DECLARACAO

Eu, Charline Portugal, Daretora do Complexo Matemo Infantil do Hospital Indcia Pinto (HIPS),
declaro que neste bospital possul o protocolo de administraglio de Colostroterapia Orofaringea em Recém-
Nascados de Extremo Baixo Peso internados na Umidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN)

Alenciosamente,

) u&u’!‘yz"
- i
Diretora do Complexo Mat#Hlo Infantil

C
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ANEXO |

Declaragéo de ndo colostroterapia HEC

SECEETAR.

- D Bt
- s L | o ¥

il Hezapiln| Extadual & Snmngs Mm

LIGA ALVARD BAHM DOESTADO

Feira de Santana, 23 de abril de 2019

DECLARACAD

Eu Dr" Bruno Manoel Emidio de Assis, Diretor de Assisiéneia a sadde do Hospital Estadual da
Crianga (HEC), sob gest®o da Liga Alvaro Bahia contra mortalidade infantil, declaro que neste hospital nio
possui o protocolo institeido de administragiio de Colostroterapia Orofaringea em Recém-Nascides de

Extremo Baixo Peso.

Atenciosamente,

HOSPITAL ESTADUAL DACRIA
. CHEL, 15.170,723/0005-30
mv. Eduarda Froes da Mata, 5/N
. Bruno Manpg) Em de Assig
: Sa

Diretor de Assi 2 & Salde - HEC'LABCMI
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ANEXO J

Declaragéo de prescri¢éo de uso de leite materno - HEC

SECRETaSA
O 5aLTE
-‘ N mrrmme mw 3
> ‘lvﬂ S‘f.- L o I~
, - L ) - =11
- Meapitedl Estaciun tdn Criangas GWERNO
LIGA ALVARO BAHIA DO ESTADO

Feira de Santana, 23 de abril de 2019

DECLARACAO

Eu D’ Bruno Manoel Emidio de Assis. Diretor de Assisténcia a sadde do Hospital Estadual da
Crianga (HEC), sob gestio da Liga Alvaro Bahia contra mortalidade infantil, declaro que neste hospital
embora exista um banco de leite humano (BLH), a prescricio de uso de leite materno pasteurizado para
recém-nascidos internados na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) ¢ realizada mediante
prescrigio médica e/ou disponibilidade de estoque no BLH.

Atenciosamente,

Pl 15, CR“M
D: gf:n":;" do fr, “/0005 A
l’nrq. O“Emlqj d!: " SIN
Dr* BrieXidabe

Diretor de Assisténcia & Salde - 'MI
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ANEXO K

Solicitagé@o de exames HIPS

Feira de Santana, 01 de abnl de 2019

DECLARACAO

Eu, Charline Portugal, Diretora do Complexo Materno Infantil do Hospital Inacia Pinto (HIPS),
declaro que neste hospital realiza-se a solicitagdo de exames de sangue de 1gA ¢ da Proteina C Reativa (PCR),
pela equipe médica, como parte da avaliagio clinica do recém-nascido na Unidade de Terapia Intensiva
Neonatal (UTIN). Esses exames serfio realizados no 1° ¢ 7° dia de vida do prematuro de extremo baixo peso,
conforme preconizado para realizagiio do projeto *“ANALISE METAGENOMICA DA MICROBIOTA
INTESTINAL DE PREMATUROS EM IMUNOTERAPIA COM COLOSTRO ATENDIDOS NO
SISTEMA UNICO DE SAUDE (SUS): ESTUDO DE INTERVENCAO"

Atenciosamente,
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ANEXO L

Solicitacdo de exames HEC

SECERTrAA
D A DL
B s

-ﬁ!n:,'l--ir: s |
v 4 iy N=
-

Haspdlal Exledenl de Crianca

GOVERMNO
LIGA ALMARDY BAHEL DOESTADD

Feira de Santana, 23 de abril de 2019

DECLARACAQ

Eu Dr* Bruno Manoel Emidio de Assis, Diretor de Assisténcia & sside do Hospital Estadual da
Crianga (HEC), sob pestio da Liga Alvare Behia contra mortalidade infimtil, declaro que neste hospital
realiza-se o solicitagdo de exames de sangue de IgA e da Proteina C Reativa (PCR), pela equipe médica,
como parte da avaliacho clinica do recém-nascido na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN), Esses
exames serdo realizados no 1% ¢ 7 dia de vida do prematuro de exiremo baixe peso, conforme proconizado
para realizagio do projeto “ANALISE METAGENOMICA DA MICROBIOTA INTESTINAL DE

PREMATUROS EM IMUNOTERAPLA COM COLOSTRO ATENDIDOS NO SISTEMA UNICO
DE SAUDE {SUS): ESTUDO DE INTERVENCAO™

Atenciosamente,

Diiretor de Assisiéncia 4 Sadde - HEC'LABCMI

144



ANEXO M

Faira de Santanz 01 de abril de 3012

I T
Priscila Soares
Coordenadors da Educacio Permanents da Secretariz de Sande

Prezada  senhora, encaminho o  projeto intinlado  “ANALISE
METAGENOMICA DA MICROBIOTA INTESTINAL DE PREEMATUROS EM
IMUNOTERAPIA COM COLOSTRO ATENDIDOS NO SISTEMA UNICO DE
SAUDE (5SUS): ESTUDO DE INTERVENCAO® realizado pelos discentes do
Douatorado do Programa de Pos Graduagio em Sande Coletiva dz Universidade Estadual
de Feira de Santans (PPGSC/UEFS) e peaquisadores do Nicleo de Pesquiza e Extensio
em Szide TUPESTUEFS), Jessica Santos Passoz Costa, Camilla da Cruz Martins, hara
Wiana Cardoso, Ellaype Souza Carqueira, hlichelle de Santana Mavier Famos, sob minha
coordenacZo, para a Vossz ApreciacZo e reguerimento de sutorizacio para reslizacdo
deste projeto de pesquisa nesta instituicso.

Tratz-ze de wm enzaio chinico nio-randomizado gue busca avaliar o impacto da
Terapia Immmologica Colestrzl na colomizagdo de espécies bacteriana intestinziz de
premstaros com muito baixo peso, stendidos pelo Sisterna Unico de Sande (SUS). A
pesquiza sera realizada awave: de aplicacio de inguérito 2 mie ¢ acompanbkaments do
pramatore de amxito baiboo peso na Unidsds MNeonatal, depoiz de aceite do sujeito da
pesquisa e respectiva assinatora do Termo de Consantimenta Livye e Esclarecida (TCLE]).

Fezzalto que o refarido projeto atende 2 normas da Resclugso 4866/12, 3230718 e
510/18 do Conselbo Macional de Sands do Ministario dz Sande, nova Fesohugdes em
substituicio 2 19694, & ast2 sendo encaminhado para spreciacio do Comité de Etica em
Pesguisa com Seres Fimanos da Universidade Estadual de Feira da Santana Portanta a
coletz somente sa13 iniciada mediante a swtorizacio do mesma.

Atenciosamanta,

W%ﬁ .
Profa. Dra¥ Ragquel Guimaries Benevides

Profeszora Adnmtz da Universidade de Estadus] de Faira de Santana
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ANEXO N

GO ERMO s
H oo oo =l L T T

Feira de Samana, 08 de margo de 2019,

A Profa. Dra. Raguel Guimardes Benevides
Coordemadora do projets de pesquisa = Universidade Esmduml de Feira de Santans

Euw, D Baruno Munoed Emidio di Assia, Dinetor de assssiinga & smide, do Hospitl Estachal da Crinnga, sob
gestin da Liga Alvare Bahia conlra moralidade infentil, declaro que recehi o projeis de peaguiss *ANALISE
METAGENOMICA DA MICROBIOTA INTESTINAL DE PREMATURDS EM IMUNOTERAPLA OO
COLOSTHO ATENDIDOS N0 SISTEMA UNICO DE SAUDE (SUS): ESTUDD DE INTERVENCAD™ da
Doutcrnnds besalea Seenos Passos Costa, wob 3 orientagio da Profa. Dra. Graciete Oliveire Vi,

Aucnze & exscuie da pesquisa nesta [nstituigdo mediame o o presentacho do dosymnemo & Aprevacio do
Comilié de Etica em Pesquisa em Seres Humanos. Ressalo ges a versko do projule acsilo pele Comitd de Etica deve
ser enviada a essa diretnria parn devida squinamsnin.

Lemhro que cs pesquisadores deven se compromeler o seguir as normas e rotinas do Serddgo e zeler peio
sigilo dtico. A colieta, guande suiorizade, devierd sor realizadh a partir de conimo do Micleo de Educaglo com
Coordensglio do setor, pars apersdamento da colela de dados Caso necessirio, 2 qualquer momento podlenemis
TEvgar £ Aulanzaddo, s comprovada atividades que causem algum prejuize o esm Instinsg o ou ger compromiz
i principios éioos. Reszalto gee uma vez conclulds o atbvidede ds pesquisa deverd dor encaminkado so Micleo de
Eduragio — HEC/LABCMI Crestdo Hospitnler, wna cipla do relasdrso final cam od resuliados obtidos.

Alencinsamente,

HOSPTAL ESTADAL

Brano Moasl pdEfssis
-_\__"-._\_ﬂ-.%-'i*\.
" Hruss io de Ausis

Diretod de AssisiEncis b Saide - HECTLAKCMI

FEsaal Egtadeal da Sradda
A Echuwnda Fries da Wloe, o# 3 — Buderp 350 BataBedo de infinteria
ey JaRlEeE = BA Cap- ST
Tl | TS Basae-Isl Bl
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ANEXO O

Feira de Santana, 08 de marco de 2019

DECLARACAO 01

Dieclaro, para fins de direito, que na condigio de pesquizadora responsavel pelo projeto
“ANALISE METAGENOMICA DA MICROBIOTA INTESTINAL DE
PEEMATUROS EM IMUNOTERAPIA COM COLOSTRO ATENDIDMOS NO
SISTEMA UNICO DE SAUDE (SUS): ESTUDO DE IFT]_ER.';TNC.'-‘-LG“ nio imiclarel
a coleta de dados até a aprovagdo do mesmo pelo Comits da Etica em Pesquiza com sares
humanos da Universidade Estadual de Faira de Santana (CEP/UEFS) & comprometo-ma
a atender 2 Besolugdo 466/12, 3807138 2 310V]16, em todas as fazes desta pesquiza.

. [ ) -
AL, I-"ﬂ'-ln.a..-.."lk‘fd'j'l- l s "-u_.-':._.t-c\_,

Doutoranda e Mastre am 2adde Coletiva pela Universidade de Estaduzl da Faira da
Zantana
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE COLETIVA
DOUTORADO EM SAUDE COLETIVA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (INTERVENCAO)
PARA MAE - (Apéndice A)

A Sra. estd sendo convidada a participar de um estudo realizado pela doutoranda Jessica
Santos Passos Costa e coordenado por Dr? Graciete Oliveira Vieira, da Universidade Estadual
de Feira de Santana (UEFS), com titulo: “ANALISE METAGENOMICA DA MICROBIOTA
INTESTINAL DE PRE-TERMOS EM IMUNOTERAPIA DE COLOSTRO ATENDIDOS NO
SISTEMA UNICO DE SAUDE (SUS): ESTUDO DE INTERVENCAO?”. Iremos relacionar o
tipo de alimentacdo que o bebé recebe, o primeiro leite materno, a colostroterapia, que é uma
pratica realizada neste hospital, com o tipo de bactérias que moram no intestino do seu bebé, e
que podem ser benéficas para desenvolver a satde do seu filho. Seu bebé ja estd em uso dessa
terapia por ter peso inferior a 1500 gramas e ter nascido prematuro com menos de 32 semanas.
Os beneficios para os bebés que fazem uso dessa terapia envolvem a reducdo de doencas, a
melhora da composicdo da flora intestinal, acelerar o crescimento e desenvolvimento, como
também, reduzir tempo de internamento e diminuir o risco de morte, porém ndo podemos
garantir que esses beneficios ocorram com seu filho. Esta pesquisa possui como objetivo avaliar
a associacdo, por meio da analise metagenémica, entre a imunoterapia de colostro e o
microbioma intestinal colonizado por espécies bacterianas em recém-nascidos pré-termos
atendidos no Sistema Unico de Satde em Feira de Santana — BA. Caso a senhora ndo aceite
participar da pesquisa, ndo havera nenhum tipo de penalidade, assim o procedimento ndo sera
interrompido por esse motivo. Além disso, iremos colher uma amostra do cocd no primeiro e
7° dia de vida do seu filho, onde serdo analisadas o tipo de bactérias encontrada e a possivel
relacdo com o seu colostro. Os resultados desse estudo poderdo contribuir para a disseminacao
do conhecimento cientifico sobre a importancia do incentivo ao aleitamento materno na
colonizacdo de bactérias intestinais que sdo benéficas a crianca, incentivo a realizacdo de
colostroterapia em hospitais da cidade, tendo em vista que o mesmo proporciona beneficios
globais a crianca por meio do efeito protetor contra a imaturidade intestinal, podendo reduzir
risco de infecgéo e outras doencas. Os riscos desse estudo s&o: constrangimento e/ou vergonha
ao responder alguma questdo ou sentir-se incomodado com o tempo utilizado ao responder,
algum desconforto para a crianga com a manipulagcdo, como perda de calor e/ou agitacdo, 0s
quais serdo avaliados pela equipe médica do hospital, contaminacdo da amostra de coc6 (caso
a equipe ndo esteja treinada), assim como danificagdo dos prontudrios e sigilo do participante.
Para evitar que isso aconteca, toda equipe sera recebera treinamento adequado. Caso ocorra a
interrupcdo do tratamento com colostro, determinado pela equipe médica, serdo excluidas da
pesquisa, sem que haja nenhum tipo de prejuizo no atendimento ao seu filho. Se a senhora
entendeu 0 que € esta pesquisa, 0 nosso objetivo e concorde em participar da mesma, te
convidamos a assinar esse documento, e caso queira, consulte outras pessoas ou familiares e
tire suas davidas com nossa equipe antes de tomar a decisdo. Concordando em participar, a
senhora respondera algumas perguntas em local reservado, mas pode se recusar a responder
qualquer uma delas, ou desistir em qualquer fase da pesquisa sem penalidade ou prejuizo algum
no cuidado hospitalar recebido por vocé e seu filho (a). Nosso grupo de pesquisa possui um
Nucleo grupo chamado NUPES,

Ass. Pesg. Resp./Colab.: Ass. Mée:
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Nucleo de Pesquisa e Extensdo em Salde, que fica localizado no prédio do Programa de Pos-
Graduagdo em Saude Coletiva da UEFS, endereco: Avenida Transnordestina, S/N,
Novo Horizonte, CEP: 44036-900, Feira de Santana-BA ou pelo telefone: (75) 3161-
8096. Caso queira qualquer informac&o sobre questdes éticas, entre em contato com
0 CEP-UEFS pelo telefone (75) 3161-8124 ou pelo e-mail: cep@uefs.br, o CEP-
UEFS funciona de segunda a sexta de 13:30 as 17:30h. Todas as informacdes pessoais
fornecidas e coletadas ndo serdo divulgadas associadas ao seu home, mas sim, como dados
gerais de todos as participantes da pesquisa, garantindo confidencialidade, privacidade e
anonimato. N&o existem despesas previstas para a Sra., no entanto, se porventura houver, sera
ressarcida; além disso, garantimos indenizacdo em caso de danos, bem como receberd
assisténcia integral imediata, pelo tempo que for necessario. A cépia deste termo e 0s
questionarios desta pesquisa serdo guardados em nosso Nucleo de pesquisa (NUPES), sob
minha responsabilidade, por até 5 anos e ap0s este periodo serdo destruidos. Informamos que
os resultados desta pesquisa serdo divulgados para toda sociedade e para o hospital que cedeu
o local para pesquisa; e, para vocés, participantes, serdo enviadas cartas respostas via correio.
Esta pesquisa esta de acordo a Resolucdo 466/12, 510/16 e 580/18 do Conselho
Nacional de Saude do Ministério da Saude, que trata dos aspectos éticos na pesquisa que
envolve seres humanos. Foi aprovada pela Diretoria Médica desta Instituicdo e pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UEFS, sob protocolo n. XX. Caso sinta-se devidamente esclarecida e
concorde em participar da pesquisa voluntariamente, por favor assine esse termo em duas vias,
ficando com uma delas. Dessa maneira, solicitamos autorizacdo para coletar informacgdes do
seu prontuério e também do bebé, que registra todo 0 acompanhamento da equipe clinica até o
sétimo dia de vida da crianca, assim como gostariamos de autorizacdo para publicacdo dos
resultados em revistas cientificas, congressos e outros meios. Além disso, vamos registrar seu
endereco e telefone, ja que existe a possibilidade de contatos futuros para novas pesquisas.

1/2

Feira de Santana, de de
Pesquisador Responsavel Assinatura
Pesquisador Colaborador Assinatura
Nome da Mée Assinatura ou Digital
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE COLETIVA
DOUTORADO EM SAUDE COLETIVA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (INTERVENGAO) PARA O
RESPONSAVEL LEGAL (Apéndice B)

Estamos solicitando o seu consentimento para que a menor e o recém-nascido sob sua
tutela possam participar de um estudo realizado pela doutoranda Jessica Santos Passos Costa e
coordenado por Dr2 Graciete Oliveira Vieira, da Universidade Estadual de Feira de Santana
(UEFS), com titulo: “ANALISE METAGENOMICA DA MICROBIOTA INTESTINAL DE
PRE-TERMOS EM IMUNOTERAPIA DE COLOSTRO ATENDIDOS NO SISTEMA
UNICO DE SAUDE (SUS): ESTUDO DE INTERVENCAO?”. Iremos relacionar o tipo de
alimentacdo que o bebé recebe, o primeiro leite materno, a colostroterapia, que é uma pratica
realizada neste hospital, com o tipo de bactérias que moram no intestino do bebé, e que podem
ser benéficas para desenvolver a salde da crianca. O bebé ja estd em uso dessa terapia por ter
peso inferior a 1500 gramas e ter nascido prematuro com menos de 32 semanas. Os beneficios
para os bebés que fazem uso dessa terapia envolvem a reducdo de doencas, a melhora da
composicdo da flora intestinal, acelerar o crescimento e desenvolvimento, como também,
reduzir tempo de internamento e diminuir o risco de morte, porém ndo podemos garantir que
esses beneficios ocorram com o bebé. Esta pesquisa possui como objetivo avaliar a associagéo,
por meio da analise metagendmica, entre a imunoterapia de colostro e o microbioma intestinal
colonizado por espécies bacterianas em recém-nascidos pré-termos atendidos no Sistema Unico
de Saude em Feira de Santana — BA. Caso a senhora ndo dé o consentimento para a menor e 0
bebé participar da pesquisa, ndo havera nenhum tipo de penalidade, assim o procedimento ndo
serd interrompido por esse motivo. Além disso, iremos colher uma amostra do cocd no primeiro
e 7° dia de vida da crianca, onde serdo analisadas o tipo de bactérias encontrada e a possivel
relacdo com o colostro da mde. Os resultados desse estudo poderdo contribuir para a
disseminacdo do conhecimento cientifico sobre a importancia do incentivo ao aleitamento
materno na colonizacdo de bactérias intestinais que sdo benéficas a crianca, incentivo a
realizacdo de colostroterapia em hospitais da cidade, tendo em vista que 0 mesmo proporciona
beneficios globais a crianca por meio do efeito protetor contra a imaturidade intestinal, podendo
reduzir risco de infeccdo e outras doengas. Os riscos desse estudo sdo: constrangimento e/ou
vergonha ao responder alguma questdo ou sentir-se incomodado com o tempo utilizado ao
responder, algum desconforto para a crianga com a manipulagdo, como perda de calor e/ou
agitacdo, os quais serdo avaliados pela equipe medica do hospital, contaminacéo da amostra de
cocd (caso a equipe ndo esteja treinada), assim como danificacdo dos prontuarios e sigilo do
participante. Para evitar que isso aconteca, toda equipe serd recebera treinamento adequado.
Caso ocorra a interrupcdo do tratamento com colostro, determinado pela equipe médica, serdo
excluidas da pesquisa, sem que haja nenhum tipo de prejuizo no atendimento ao seu filho. Se a
senhor (a) entendeu 0 que é esta pesquisa, 0 N0sso objetivo e concorde em participar da mesma,
te convidamos a assinar esse documento, e caso queira, consulte outras pessoas ou familiares e
tire suas duvidas com nossa equipe antes de tomar a

Ass. Pesg. Resp./Colab.: Ass. Responsavel legal:

1/2
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decisdo. Concordando as duas em participar, a menor respondera algumas perguntas em
local reservado, mas pode se recusar a responder qualquer uma delas, ou desistir em qualquer
fase da pesquisa sem penalidade ou prejuizo algum no cuidado hospitalar recebido. Nosso grupo
de pesquisa
possui um Nacleo grupo chamado NUPES, Nucleo de Pesquisa e Extensdo em Saude, que fica
localizado no prédio do Programa de Pds-Graduacdo em Saude Coletiva da UEFS, endereco:
Avenida Transnordestina, S/N, Novo Horizonte, CEP: 44036-900, Feira de Santana-BA ou pelo
telefone: (75) 3161-8096. Caso queira qualquer informacdo sobre questdes éticas, entre em
contato com o CEP-UEFS pelo telefone (75) 3161-8124 ou pelo e-mail: cep@uefs.br, o CEP-
UEFS funciona de segunda a sexta de 13:30 as 17:30h. Todas as informacgdes pessoais
fornecidas e coletadas ndo serdo divulgadas associadas ao seu home ou da menor, mas sim,
como dados gerais de todos as participantes da pesquisa, garantindo confidencialidade,
privacidade e anonimato. N&o existem despesas previstas para a Sra (0)., ho entanto, se
porventura houver, sera ressarcida (0); além disso, garantimos indenizagao em caso de danos,
bem como recebera assisténcia integral imediata, pelo tempo que for necessério. A copia deste
termo e 0s questionadrios desta pesquisa serdo guardados em nosso Nucleo de pesquisa
(NUPES), sob minha responsabilidade, por até 5 anos e ap06s este periodo serdo destruidos.
Informamos que os resultados desta pesquisa serdo divulgados para toda sociedade e para o
hospital que cedeu o local para pesquisa; e, para vocés, participantes, serdo enviadas cartas
respostas via correio.

Esta pesquisa esta de acordo a Resolucdo 466/12, 510/16 e 580/18 do Conselho
Nacional de Saude do Ministério da Saude, que trata dos aspectos éticos na pesquisa que
envolve seres humanos. Foi aprovada pela Diretoria Médica desta Instituicdo e pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UEFS, sob protocolo n. XX. Caso sinta-se devidamente esclarecida e
concorde em participar da pesquisa voluntariamente, por favor assine esse termo em duas vias,
ficando com uma delas. Dessa maneira, solicitamos autorizacdo para coletar informacgdes do
seu prontuério e também do bebé, que registra todo 0 acompanhamento da equipe clinica até o
sétimo dia de vida da crianca, assim como gostariamos de autorizacdo para publicacdo dos
resultados em revistas cientificas, congressos e outros meios. Além disso, vamos registrar seu
endereco e telefone, ja que existe a possibilidade de contatos futuros para novas pesquisas.

Feira de Santana, de de
Pesquisador Responsavel Assinatura
Pesquisador Colaborador Assinatura
Nome Responsavel legal Assinatura ou Digital
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TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (INTERVENCAO) PARA MAE
ADOLESCENTE (Apéndice C)

Vocé esté sendo convidada a participar de um estudo realizado pela doutoranda Jessica
Santos Passos Costa e coordenado por Dr2 Graciete Oliveira Vieira, da Universidade Estadual
de Feira de Santana (UEFS), com titulo: “ANALISE METAGENOMICA DA MICROBIOTA
INTESTINAL DE PRE-TERMOS EM IMUNOTERAPIA DE COLOSTRO ATENDIDOS NO
SISTEMA UNICO DE SAUDE (SUS): ESTUDO DE INTERVENCAO?”. Iremos relacionar o
tipo de alimentacdo que o bebé recebe, o primeiro leite materno, colostroterapia, que é uma
pratica realizada neste hospital, com o tipo de bactérias que moram no intestino do bebé, e que
podem ser benéficas para desenvolver a salde da crianga. O seu bebé j& estd em uso dessa
terapia por ter peso inferior a 1500 gramas e ter nascido prematuro com menos de 32 semanas.
Os beneficios para os bebés que fazem uso dessa terapia envolvem a reducdo de doengas, a
melhora da composicdo da flora intestinal, acelerar o crescimento e desenvolvimento, como
também, reduzir tempo de internamento e diminuir o risco de morte, porém ndo podemos
garantir que esses beneficios ocorram com o seu bebé. Esta pesquisa possui como objetivo
avaliar a associacdo, por meio da anélise metagenémica, entre a imunoterapia de colostro e o
microbioma intestinal colonizado por espécies bacterianas em recém-nascidos pré-termos
atendidos no Sistema Unico de Saude em Feira de Santana — BA. Caso vocé ndo queria
participar da pesquisa, ndo havera nenhum tipo de penalidade, assim o procedimento nao sera
interrompido por esse motivo. Além disso, iremos colher uma amostra do cocd no primeiro e
7° dia de vida do seu filho, onde serdo analisadas o tipo de bactérias encontrada e a possivel
relacdo com o seu colostro. Os resultados desse estudo poderdo contribuir para a disseminacao
do conhecimento cientifico sobre a importancia do incentivo ao aleitamento materno na
colonizagdo de bactérias intestinais que sdo benéficas a crianca, incentivo a realizacdo de
colostroterapia em hospitais da cidade, tendo em vista que o mesmo proporciona beneficios
globais a crianga por meio do efeito protetor contra a imaturidade intestinal, podendo reduzir
risco de infecgéo e outras doencgas. Os riscos desse estudo s&o: constrangimento e/ou vergonha
ao responder alguma questdo ou sentir-se incomodado com o tempo utilizado ao responder,
algum desconforto para a crianga com a manipulacdo, como perda de calor e/ou agitagcdo, 0s
quais serdo avaliados pela equipe medica do hospital, contaminacdo da amostra de coc6 (caso
a equipe ndo esteja treinada), assim como danificagdo dos prontuarios e sigilo do participante.
Para evitar que isso aconteca, toda equipe sera recebera treinamento adequado. Caso ocorra a
interrupcdo do tratamento com colostro, determinado pela equipe médica, serdo excluidas da
pesquisa, sem que haja nenhum tipo de prejuizo no atendimento ao seu filho. Se vocé entendeu
0 que é esta pesquisa, 0 n0sso objetivo e concorde em participar da mesma, te convidamos a
assinar esse documento, e caso queira, consulte outras pessoas ou familiares e tire suas duvidas
com nossa equipe antes de tomar a decisdo, além da sua assinatura, serd necessario a autorizacao
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do seu responsavel legal. Concordando em participar, vocé respondera algumas perguntas em
local reservado, mas pode se recusar a responder qualquer uma delas, ou desistir em qualquer
fase da pesquisa sem penalidade ou prejuizo algum no cuidado hospitalar recebido. Nosso grupo
de pesquisa possui um Nucleo grupo chamado NUPES, Nucleo de Pesquisa e Extensdo em
Saude, que fica localizado no prédio do Programa de P6s-Graduagdo em Saude Coletiva da
UEFS, endereco: Avenida Transnordestina, S/N, Novo Horizonte, CEP: 44036-900, Feira de
Santana-BA ou pelo telefone: (75) 3161-8096. Caso queira qualquer informacéo sobre questoes
éticas, entre em contato com o CEP-UEFS pelo telefone (75) 3161-8124 ou pelo e-mail:
cep@uefs.br, o CEP-UEFS funciona de segunda a sexta de 13:30 as 17:30h. Todas as
informacdes pessoais fornecidas e coletadas ndo serdo divulgadas associadas ao seu nome, mas
sim, como dados gerais de todos as participantes da pesquisa, garantindo confidencialidade,
privacidade e anonimato. Nao existem despesas previstas, no entanto, se porventura houver,
sera ressarcida; além disso, garantimos indenizacdo em caso de danos, bem como recebera
assisténcia integral imediata, pelo tempo que for necessario. A copia deste termo e 0s
questionarios desta pesquisa serdo guardados em nosso Nucleo de pesquisa (NUPES), sob
minha responsabilidade, por até 5 anos e ap0s este periodo serdo destruidos. Informamos que
os resultados desta pesquisa serdo divulgados para toda sociedade e para o hospital que cedeu
o local para pesquisa; e, para vocés, participantes, serdo enviadas cartas respostas via correio.
Esta pesquisa esta de acordo a Resolucdo 466/12, 510/16 e 580/18 do Conselho
Nacional de Saude do Ministério da Saude, que trata dos aspectos éticos na pesquisa que
envolve seres humanos. Foi aprovada pela Diretoria Médica desta Instituicdo e pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UEFS, sob protocolo n. XX. Caso sinta-se devidamente esclarecida e
concorde em participar da pesquisa voluntariamente, por favor assine esse termo em duas vias,
ficando com uma delas. Dessa maneira, solicitamos autorizacdo para coletar informacgdes do
seu prontuério e também do bebé, que registra todo 0 acompanhamento da equipe clinica até o
sétimo dia de vida da crianca, assim como gostariamos de autorizacdo para publicacdo dos
resultados em revistas cientificas, congressos e outros meios. Além disso, vamos registrar seu
endereco e telefone, ja que existe a possibilidade de contatos futuros para novas pesquisas.

Feira de Santana, de de
Pesquisador Responsavel Assinatura
Pesquisador Colaborador Assinatura
Nome da Mée Assinatura ou Digital
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO(CONTROLE) PARA MAE -
(Apéndice D)

A Sra. esta sendo convidada para participar de um estudo realizado pela doutoranda
Jessica Santos Passos Costa e coordenado por Dr? Graciete Oliveira Vieira, da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), com titulo: “ANALISE METAGENOMICA DA
MICROBIOTA INTESTINAL DE PRE-TERMOS EM IMUNOTERAPIA DE COLOSTRO
ATENDIDOS NO SISTEMA UNICO DE SAUDE (SUS): ESTUDO DE INTERVENCAO”.
Iremos relacionar o tipo de alimentacdo que o bebé recebe, formula infantil, com o tipo de
bactérias que moram no intestino dele que podem ser benéficas para desenvolver a salde da
crianca. O seu filho foi selecionado pois esta internado na Unidade de Terapia Intensiva desse
Hospital, nasceu com até 32 semanas gestacionais, peso igual ou menor a 1500 gramas e esta
se alimentando por formula infantil prescrita pela equipe médica. Esta pesquisa possui como
objetivo avaliar a associacdo, por meio da analise metagenémica, entre a imunoterapia de
colostro e 0 microbioma intestinal colonizado por espécies bacterianas em recém-nascidos
prematuros atendidos no Sistema Unico de Salde em Feira de Santana — BA. Caso a senhora
ndo aceite participar da pesquisa, ndo haverd nenhum tipo de penalidade, além disso, iremos
colher uma amostra do cocd no primeiro e 7° dia de vida do seu filho, onde serdo analisadas o
tipo de bactérias encontrada e a possivel relagdo com a alimentacdo com a formula infantil. Este
estudo visa reforcar a importancia que o leite materno possui para 0 crescimento,
desenvolvimento, como também, diminui¢do dos riscos de infecgdes intestinais e morte de
bebés pré-termos. Dessa maneira, bebés que ndo recebem o leite materno podem ter atraso no
desenvolvimento e desenvolver doengas infecciosas com mais facilidade. Os resultados desse
estudo poder&o contribuir para a disseminagdo do conhecimento cientifico sobre a importancia
do incentivo ao aleitamento materno na colonizacao de bactérias intestinais que sdo benéficas
a crianca, incentivo a realizagdo de colostroterapia em hospitais da cidade, tendo em vista que
0 mesmo proporciona beneficios globais a crianga por meio do efeito protetor contra a
imaturidade intestinal, podendo reduzir risco de infeccdo e outras doengas. Os riscos desse
estudo sdo: constrangimento e/ou vergonha ao responder alguma questdo ou sentir-se
incomodado com o tempo utilizado ao responder, algum desconforto para a crianga com a
manipulacdo, como perda de calor e/ou agitacdo, os quais serdo avaliados pela equipe médica
do hospital, contaminagdo da amostra de cocd (caso a equipe néo esteja treinada), assim como
danificacdo dos prontuérios e sigilo do participante. Para evitar que isso aconteca, toda equipe
sera recebera treinamento adequado. Se isso ocorrer, a senhora pode desistir da participacéo e
ndo responder. Se a senhora entendeu 0 que é esta pesquisa, 0 nosso objetivo e concorde em
participar da mesma, te convidamos a assinar esse documento, e caso queira, consulte outras
pessoas ou familiares e tire suas dividas com nossa equipe antes de tomar a decisdo.
Concordando em participar, a senhora respondera algumas perguntas em local reservado, mas
pode se recusar a responder qualquer uma delas, ou desistir em qualquer fase da pesquisa sem
penalidade ou prejuizo algum no cuidado hospitalar recebido por vocé e seu filho (a). Nosso
grupo de pesquisa possui um Nucleo grupo chamado NUPES- Nucleo de Pesquisa e Extensao
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em Saude, que fica localizado no prédio do Programa de P6s-Graduagdo em Saude Coletiva da
Universidade Estadual de Feira de Santana, endereco: Avenida Transnordestina, S/N, Novo
Horizonte, CEP: 44036-900, Feira de Santana-BA ou pelo telefone: (75) 3161-8096. Caso
queira qualquer informacao sobre questdes éticas, entre em contato com o CEP-UEFS pelo
telefone (75) 3161-8124 ou pelo e-mail: cep@uefs.br, o CEP-UEFS funciona de segunda a
sexta de 13:30 as 17:30h. Todas as informacgfes pessoais fornecidas e coletadas ndo seréo
divulgadas associadas ao seu nome, mas sim, como dados gerais de todos as participantes da
pesquisa, garantindo confidencialidade, privacidade e anonimato. N&o existem despesas
previstas para a Sra., no entanto, se porventura houver, sera ressarcida; além disso, garantimos
indenizacdo em caso de danos, bem como recebera assisténcia integral imediata, pelo tempo
que for necessario. A copia deste termo e 0s questionarios desta pesquisa serdo guardados em
nosso Nucleo de pesquisa (NUPES), sob minha responsabilidade, por até 5 anos e apos este
periodo serdo destruidos. Informamos que os resultados desta pesquisa serdo divulgados para
toda sociedade e para o hospital que cedeu o local para pesquisa; e, para voceés, participantes,
serdo enviadas cartas respostas via correio.

Esta pesquisa estd de acordo a Resolucdo 466/12, 510/16 e 580/18 do Conselho
Nacional de Saude do Ministério da Salde, que trata dos aspectos éticos na pesquisa que
envolve seres humanos. Foi aprovada pela Diretoria Médica desta Instituicdo e pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UEFS, sob protocolo n. XX. Caso sinta-se devidamente esclarecida e
concorde em participar da pesquisa voluntariamente, por favor assine esse termo em duas vias,
ficando com uma delas. Dessa maneira, solicitamos autorizacdo para coletar informagdes do
seu prontuario e também do bebé, que registra todo 0 acompanhamento da equipe clinica até o
sétimo dia de vida da crianca, assim como gostariamos de autorizacdo para publicacdo dos
resultados em revistas cientificas, congressos e outros meios. Além disso, vamos registrar seu
endereco e telefone, ja que existe a possibilidade de contatos futuros para novas pesquisas.

Feira de Santana, de de
Pesquisador Responsavel Assinatura
Pesquisador Colaborador Assinatura
Nome da Mée Assinatura ou Digital
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (CONTROLE) PARA O
RESPONSAVEL LEGAL (Apéndice E)

Estamos solicitando o seu consentimento para que a menor e o recém-nascido sob sua
tutela possam participar de um estudo realizado pela doutoranda Jessica Santos Passos Costa e
coordenado por Dr? Graciete Oliveira Vieira, da Universidade Estadual de Feira de Santana
(UEFS), com titulo: “ANALISE METAGENOMICA DA MICROBIOTA INTESTINAL DE
PRE-TERMOS EM IMUNOTERAPIA DE COLOSTRO ATENDIDOS NO SISTEMA
UNICO DE SAUDE (SUS): ESTUDO DE INTERVENCAO”. Iremos relacionar o tipo de
alimentacdo que o bebé recebe, formula infantil, com o tipo de bactérias que moram no
intestino. O bebé foi selecionado pois esta internado na Unidade de Terapia Intensiva desse
Hospital, nasceu com até 32 semanas gestacionais, peso igual ou menor a 1500 gramas e esta
se alimentando por formula infantil prescrita pela equipe médica. Esta pesquisa possui como
objetivo avaliar a associacdo, por meio da analise metagendmica, entre a imunoterapia de
colostro e o microbioma intestinal colonizado por espécies bacterianas em recém-nascidos
prematuros atendidos no Sistema Unico de Salde em Feira de Santana — BA. Caso a senhora
ndo dé o consentimento para a menor e 0 bebé participar da pesquisa, ndo havera nenhum tipo
de penalidade, além disso, iremos colher uma amostra do cocé no primeiro e 7° dia de vida do
bebé, onde serdo analisadas o tipo de bactérias encontrada e a possivel relacdo com a
alimentacdo com a formula infantil. Este estudo visa reforcar a importancia que o leite materno
possui para o crescimento, desenvolvimento, como também, diminuicao dos riscos de infeccdes
intestinais e morte de bebés pré-termos. Dessa maneira, bebés que ndo recebem o leite materno
podem ter atraso no desenvolvimento e desenvolver doencas infecciosas com mais facilidade.
Os resultados desse estudo poderdo contribuir para a disseminacao do conhecimento cientifico
sobre a importancia do incentivo ao aleitamento materno na colonizacdo de bactérias intestinais
que sdo benéficas a crianga, incentivo a realizacdo de colostroterapia em hospitais da cidade,
tendo em vista que 0 mesmo proporciona beneficios globais ao bebé por meio do efeito protetor
contra a imaturidade intestinal, podendo reduzir risco de infeccdo e outras doengas. Os riscos
desse estudo sdo: constrangimento e/ou vergonha ao responder alguma questdo ou sentir-se
incomodado com o tempo utilizado ao responder, algum desconforto para a crianga com a
manipulac¢do, como perda de calor e/ou agitacdo, os quais serdo avaliados pela equipe médica
do hospital, contaminagdo da amostra de cocd (caso a equipe néo esteja treinada), assim como
danificacdo dos prontuérios e sigilo do participante. Para evitar que isso aconteca, toda equipe
sera recebera treinamento adequado. Se isso ocorrer, a senhora pode desistir da participacéo e
ndo responder. Se a senhora (0) entendeu o que é esta pesquisa, 0 Nosso objetivo e concorde em
participar da mesma, te convidamos a assinar esse documento, e caso queira, consulte outras
pessoas ou familiares e tire suas dividas com nossa equipe antes de tomar a deciséo.
Concordando em participar, a menor sob sua responsabilidade respondera algumas perguntas
em local reservado, mas pode se recusar a responder qualquer uma delas, ou desistir em
qualquer fase da pesquisa sem penalidade ou prejuizo algum no cuidado hospitalar recebido.
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Nosso grupo de pesquisa possui um Nucleo grupo chamado NUPES- Nucleo de Pesquisa e
Extensdo em Saude, que fica localizado no prédio do Programa de Pos-Graduagdo em Saude
Coletiva da Universidade Estadual de Feira de Santana, endereco: Avenida Transnordestina,
S/N, Novo Horizonte, CEP: 44036-900, Feira de Santana-BA ou pelo telefone: (75) 3161-8096.
Caso queira qualquer informagéo sobre questdes éticas, entre em contato com o CEP-UEFS
pelo telefone (75) 3161-8124 ou pelo e-mail: cep@uefs.br, 0 CEP-UEFS funciona de segunda
a sexta de 13:30 as 17:30h. Todas as informacGes pessoais fornecidas e coletadas ndo serdo
divulgadas associadas ao seu nome, mas sim, como dados gerais de todos as participantes da
pesquisa, garantindo confidencialidade, privacidade e anonimato. N&o existem despesas
previstas para a Sra., no entanto, se porventura houver, sera ressarcida; além disso, garantimos
indenizacdo em caso de danos, bem como recebera assisténcia integral imediata, pelo tempo
que for necessario. A copia deste termo e 0s questionarios desta pesquisa serdo guardados em
nosso Nucleo de pesquisa (NUPES), sob minha responsabilidade, por até 5 anos e ap0s este
periodo serdo destruidos. Informamos que os resultados desta pesquisa serdo divulgados para
toda sociedade e para o hospital que cedeu o local para pesquisa; e, para vocés, participantes,
serdo enviadas cartas respostas via correio.

Esta pesquisa esta de acordo a Resolucdo 466/12, 510/16 e 580/18 do Conselho
Nacional de Saude do Ministério da Saude, que trata dos aspectos éticos na pesquisa que
envolve seres humanos. Foi aprovada pela Diretoria Médica desta Instituicdo e pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UEFS, sob protocolo n. XX. Caso sinta-se devidamente esclarecida e
concorde em participar da pesquisa voluntariamente, por favor assine esse termo em duas vias,
ficando com uma delas. Dessa maneira, solicitamos autorizacdo para coletar informacgdes do
seu prontuério e também do bebé, que registra todo 0 acompanhamento da equipe clinica até o
sétimo dia de vida da crianca, assim como gostariamos de autorizacdo para publicacdo dos
resultados em revistas cientificas, congressos e outros meios. Além disso, vamos registrar seu
endereco e telefone, ja que existe a possibilidade de contatos futuros para novas pesquisas.

Feira de Santana, de de
Pesquisador Responsavel Assinatura
Pesquisador Colaborador Assinatura
Nome Responsavel legal Assinatura ou Digital
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TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (CONTROLE) PARA MAE
ADOLESCENTE (Apéndice F)

Vocé estd sendo convidada para participar de um estudo realizado pela doutoranda
Jessica Santos Passos Costa e coordenado por Dr? Graciete Oliveira Vieira, da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), com titulo: “ANALISE METAGENOMICA DA
MICROBIOTA INTESTINAL DE PRE-TERMOS EM IMUNOTERAPIA DE COLOSTRO
ATENDIDOS NO SISTEMA UNICO DE SAUDE (SUS): ESTUDO DE INTERVENCAO”.
Iremos relacionar o tipo de alimentacdo que o bebé recebe, férmula infantil, com o tipo de
bactérias que moram no intestino. O seu bebé foi selecionado pois esté internado na Unidade
de Terapia Intensiva desse Hospital, nasceu com até 32 semanas gestacionais, peso igual ou
menor a 1500 gramas e esté se alimentando por formula infantil prescrita pela equipe médica.
Esta pesquisa possui como objetivo avaliar a associacdo, por meio da analise metagendmica,
entre a imunoterapia de colostro e 0 microbioma intestinal colonizado por espécies bacterianas
em recém-nascidos pré-termos atendidos no Sistema Unico de Salde em Feira de Santana —
BA. Caso vocé ndo queira participar da pesquisa, ndo havera nenhum tipo de penalidade, além
disso, iremos colher uma amostra do cocd no primeiro e 7° dia de vida do bebé, onde serdo
analisadas o tipo de bactérias encontrada e a possivel relagdo com a alimentagdo com a formula
infantil. Este estudo visa reforcar a importancia que o leite materno possui para o crescimento,
desenvolvimento, como também, diminui¢do dos riscos de infec¢des intestinais e morte de
bebés pré-termos. Dessa maneira, bebés que ndo recebem o leite materno podem ter atraso no
desenvolvimento e desenvolver doencas infecciosas com mais facilidade. Os resultados desse
estudo poderdo contribuir para a disseminacdo do conhecimento cientifico sobre a importancia
do incentivo ao aleitamento materno na colonizacao de bactérias intestinais que sdo benéficas
a crianca, incentivo a realizacdo de colostroterapia em hospitais da cidade, tendo em vista que
0 mesmo proporciona beneficios globais ao bebé por meio do efeito protetor contra a
imaturidade intestinal, podendo reduzir risco de infec¢do e outras doencas. Os riscos desse
estudo sdo: constrangimento e/ou vergonha ao responder alguma questdo ou sentir-se
incomodado com o tempo utilizado ao responder, algum desconforto para a crianga com a
manipulacdo, como perda de calor e/ou agitacdo, os quais serdo avaliados pela equipe médica
do hospital, contaminacdo da amostra de coc6 (caso a equipe nédo esteja treinada), assim como
danificacdo dos prontuarios e sigilo do participante. Para evitar que isso aconteca, toda equipe
sera recebera treinamento adequado. Se isso ocorrer, vocé pode desistir da participa¢do e ndo
responder. Se entendeu 0 que € esta pesquisa, 0 NOsso objetivo e concorde em participar da
mesma, te convidamos a assinar esse documento, e caso queira, consulte outras pessoas ou
familiares e tire suas davidas com nossa equipe antes de tomar a deciséo, além da sua assinatura,
sera necessario a autorizacao do seu responsavel legal. Concordando em participar, respondera
algumas perguntas em local reservado, mas pode se recusar a responder qualquer uma delas, ou
desistir em qualquer fase da pesquisa sem penalidade ou prejuizo algum no cuidado hospitalar
recebido. Nosso grupo de pesquisa possui um Nucleo grupo chamado NUPES- Nucleo de
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Pesquisa e Extensdo em Saude, que fica localizado no prédio do Programa de Pds-Graduagéo
em Saude Coletiva da Universidade Estadual de Feira de Santana, endereco: Avenida
Transnordestina, S/N, Novo Horizonte, CEP: 44036-900, Feira de Santana-BA ou pelo
telefone: (75) 3161-8096. Caso queira qualquer informacdo sobre questdes éticas, entre em
contato com o CEP-UEFS pelo telefone (75) 3161-8124 ou pelo e-mail: cep@uefs.br, o CEP-
UEFS funciona de segunda a sexta de 13:30 as 17:30h. Todas as informacgdes pessoais
fornecidas e coletadas ndo serdo divulgadas associadas ao seu nome, mas sim, como dados
gerais de todos as participantes da pesquisa, garantindo confidencialidade, privacidade e
anonimato. N&o existem despesas previstas, no entanto, se porventura houver, sera ressarcida;
além disso, garantimos indenizacdo em caso de danos, bem como recebera assisténcia integral
imediata, pelo tempo que for necessario. A clpia deste termo e 0s questionarios desta pesquisa
serdo guardados em nosso Nucleo de pesquisa (NUPES), sob minha responsabilidade, por até
5 anos e apos este periodo serdo destruidos. Informamos que os resultados desta pesquisa serdo
divulgados para toda sociedade e para o hospital que cedeu o local para pesquisa; e, para Voceés,
participantes, serdo enviadas cartas respostas via correio.

Esta pesquisa estd de acordo a Resolucdo 466/12, 510/16 e 580/18 do Conselho
Nacional de Saude do Ministério da Salde, que trata dos aspectos éticos na pesquisa que
envolve seres humanos. Foi aprovada pela Diretoria Médica desta Instituicdo e pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UEFS, sob protocolo n. XX. Caso sinta-se devidamente esclarecida e
concorde em participar da pesquisa voluntariamente, por favor assine esse termo em duas vias,
ficando com uma delas. Dessa maneira, solicitamos autorizacdo para coletar informagdes do
seu prontuario e também do bebé, que registra todo o0 acompanhamento da equipe clinica até o
sétimo dia de vida da crianca, assim como gostariamos de autorizacdo para publicacdo dos
resultados em revistas cientificas, congressos e outros meios. Além disso, vamos registrar seu
endereco e telefone, ja que existe a possibilidade de contatos futuros para novas pesquisas.

Feira de Santana, de de
Pesquisador Responsavel Assinatura
Pesquisador Colaborador Assinatura
Nome da Mée Assinatura ou Digital
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DOUTORADO EM SAUDE COLETIVA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM SAUDE COLETIVA

QUESTIONARIO - PRIMEIRA PARTE (Apéndice G)

Bloco | - Dados sécio/econémicos/geograficos

1. N° do prontuario:

2. Setor: 3. Leito: 4. Data do Parto:
/__/
5. Nome da mae: 6. RG:
7.DatadeNasc:. / / 8. Idade: anos 9. Contato:
(999)
AIP
10. Endereco: 11. Bairro:
(999) AIP (999) AIP
12. Complemento: 13. Cidade:
(999) AIP (999) AIP
14. Local de Residéncia: (0) urbana (1 )rural (999) AIP

15. Cor (autorreferida): (0)amarelo (1)branco (2)preto (3)pardo (4)indigena (999) AIP

16. Situacao conjugal:

(0)casado (1)unidoestavel (2)separado judicialmente/divorciado (3)solteiro (4)viivo (999)
AlP

17. Escolaridade materna: 18. Anos de estudo:

(0) pds-graduacao

(1) superior completo

(2) superior incompleto

( 3 ) ensino médio completo (999) AIP  (888) NSA
( 4) ensino médio incompleto 19. Série:

(5) ensino fundamental 1l (52 a 82 série)

( 6) ensino fundamental | (12 a 42 série)

(7)) apenas alfabetizado

(8 ) sem escolaridade (999) AIP (999) AIP  (888) NSA
20. Trabalho materno/Ocupacéo habitual (DNV): 21. Renda: reais

(0) trabalho remunerado com vinculo (Empregada doméstica) (999) AIP  (888) NSA

(1) trabalho remunerado sem vinculo / Autdbnoma / Diarista
(2) aposentada
(3) desempregada
(4 ) trabalho ndo remunerado (Dona do lar/Estudante)
(5) ndo soube informar
(999) AIP

22. Renda em saldrios minimos
(0) renda = 2 salarios minimos
(1) entrel e 2 salarios minimos
(2) renda =1 salario minimo
(3 ) renda < 1 salario minimo
(999) AIP  (888) NSA
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Bloco Il - Dados de atenc¢ao ao pré-natal, parto e aleitamento materno

23. Idade gestacional: semanas 24. Numero de gestacdes: gestacoes
(999) AIP (999) AIP

25. Paridade: (0 ) multipara (+3 gest) (1) secundipara (2)primipara (3)nulipara (999) AIP
26. Numero de Aborto(s): 27. Numero de consultas de pré-natal: consultas

(999) AIP  (888) NSA (999) AlP
28. Tipo de gravidez: 29. Apresentacao do parto: 30. Inducao do parto:
(0) dnica (0) cefilica (0)sim
(1) dupla (1) pélvica ou podalica (1)ndo
(2) tripla ou mais (2) transversa
(999) AIP (999) AIP  (888) NSA (999) AIP  (888) NSA

31. Tipo de parto:
(0) Normal ou PSNV

32. Cesarea ocorreu antes do
trabalho de parto iniciar?

33. Assisténcia ao nascer:
( 0 ) médico (1)

(1) Cesareo ou PSAC (0)sim enfermeira

(2) Forceps (1)nao (2) parteira  (3) outros

(999) AIP (999) AIP  (888) NSA (4 ) médico + enfermeira
(999) AIP

34. Ingesta de cafeina na gestacdo: (0O)N&Go (1)Sim

(999) AIP

35. Ingestdo de bebida alcodlica na gestacao: (0O)Nao (1)Sim

(999) AIP

36. Fumou na gestacao: (0)N&o (1)Sim

(999) AIP

37. Registro em prontuario do uso de drogas na gestacao: (0)Ndo (1)Sim

(999) AIP

38. Uso de antibidtico pela mae na gestagao: (0O)Nao (1)Sim

(999) AIP

39. Uso de corticoide pela mae na gestacao: (0O)Ndo (1)Sim

(999) AIP

40. Uso de anti-hipertensivo pela mae na gestacao: (0)Ndo (1)Sim

(999) AIP

41. Uso de insulina/hipoglicemiante
(999) AIP

oral pela mae na gestacao:

(0O)Ndo (1)Sim

42. Uso de outros medicamentos pe
(999) AIP

la mae na gestagao:

(0)N3Zo (1)Sim

43. Qual:
NSA

(888)

44. Apresentou intercorréncias no parto:

(999) AIP

(0O)Ndo (1)Sim

45. Qual(is):
NSA

(888)

46. Apresentou hipertensao durante a gestacao:

(999) AIP

(0O)N&do (1)Sim

47. Apresentou diabetes durante a gestacao:

(999) AIP

(0)N3o (1)Sim
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48. Mae com infecgao na gestagao: (0)N3o (1)Sim
(999) AlP

49. Apresentou outra patologia durante a gestacdo: (0O)Nao (1)Sim
(999) AIP

50. Qual: (888)
NSA

51. Apresentou manchas vermelhas na pele (exantema) anteriormente? (suspeita de zika, dengue ou
chikungunya) (0O)Nao (1)Sim (2 )Naolembra
(999) AIP

52. Se SIM, foi: (0)antes da gestacdo (1) depoisdagestacio  (999) AIP  (888) NSA

53. Se SIM, apresentou54. Se SIM, apresentou55. Se SIM, apresentoul(56. Se SIM,

febre: manchas vermelhas: prurido: apresentou dor nos
(0)NZo (1)Sim (999)AIP (888)NSA(( 0)NZo (1)Sim (999)AIP (888)NSA((0)NZo ( 1)Sim (999)AIP (888)NSAlglhos:

(0 )Ndo (1)Sim (999)AIP

(888)NSA
57. Se SIM, apresentou dor/58. Se SIM, apresentou dor59. Se SIM, apresentou/60. Se SIM,
nas juntas: no corpo: ganglios alterados: apresentou outros

(0)N&o (1)Sim (999)AIP (888)NSA|( 0 )N&o (1)Sim (999)AIP (888)NSA|( 0 )N&o ( 1)Sim (999)AIP (888)NSAlsintomas:
(0 )NZo (1)Sim (999)AIP

(888)NSA

61. Se OUTROS, descreva quais: 999) AIP  (888)
NSA
62. Mae com febre no periparto: (0)N&Go (1)Sim
(999) AIP
63. Mae com infeccdo urinaria no periparto: (0O)Ndo (1)Sim
(999) AIP
64. Corioamnionite: (0)Nao (1)Sim
(999) AIP
65. Infeccdo por Estreptococos tipo B vaginal: (0O)Nao (1)Sim
(999) AIP

(888) NSA (para RN abaixo de 34 semanas)
66. Presenca de outras infecgdes no periparto: (0O)Nado (1)Sim
(999) AIP
67. Se SIM, qual: (999) AIP
(888) NSA
68. Tempo de ruptura de membrana: horas com relagdo ao parto (999) AIP
(888) NSA
69. Recebeu orientagao sobre aleitamento materno no pré-natal? (0)Ndo (1)Sim
(999) AIP
70. Vontade prévia de amamentar? (0O)Nao (1 )Sim
(999) AIP
71. J4 amamentou outros filhos? (0O)Nado (1)Sim (999) AlIP
(888) NSA

Bloco Il — Dados da crianga ao nascer
72. Data de Nascimento: / / 73. Hora de nascimento: h
(999) AIP
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74. Peso ao nascer: g (999) AIP|75. Sexo: ( 0) feminino (1) masculino (999)
AlIP

76. Comprimento: (999) AIP77. Perimetro cefalico: (999)
AlIP

78. Perimetro toracico: (999) AIP[79. Perimetro abdominal: (999)
AlIP

80. Escore de Apgar 1’: (999) AIP|81. Escore de Apgar 5”: (999)
AlIP
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE COLETIVA
DOUTORADO EM SAUDE COLETIVA

FORMULARIO — SEGUNDA PARTE (Apéndice H)

135. Setor: (0) UTI (1) 136. 137. N° do 138. Nome da mae:
ucli Leito: Prontudrio do RN:
(2) co
(3)Canguru
139. Data: / / [140. Dias de vida: 141. 1G: 142. IGC:
SINAIS VITAIS
Temperatura 143. minima: °C (999)AIP (|144. maxima: °C (999) AIP (
P 888 )NSA 888 )NSA
Frequéncia Respiratoria 145. minima: irom  (999)AIP (|146. maxima: irpm (999 ) AIP (
888 NSA 888 )NSA
A . 147. minima: bpm  (999)AIP (|148. maxima: bpm (999 ) AIP (
Frequéncia Cardiaca a8 INSA 888 )NSA
o . s s 149. minima: bpm (999 ) AIP (|150. maxima: bpm (999 ) AIP (
Pressao arterial (sistdlica) 888 INSA 588 )NSA
Pressdo arterial 151. minima: bpm  (999)AIP (152. maxima: bpm (999) AIP
(diastdlica) 888 )NSA 888 )NSA
Pressdo venosa central 153. minima: (999 ) AIP (|154. maxima: (999) AIP (
(PVC) 888 )NSA 888 )NSA
Pressdo arterial média 155. minima: (999 ) AIP (|156. maxima: (999) AIP (
(PAM) 888 )NSA 888 )NSA
Hemoglicoteste (HGT) 157. minima: (999 ) AIP (|158. maxima: (999) AIP (
8 888 )NSA 888 )NSA
~ 159. minima: (999 ) AIP (|160. maxima: (999) AIP (
Saturagdo (SPO:) 588 INSA 588 )NSA
OXIGENOTERAPIA
161. Em ventilagdo espontanea (ar ambiente)? (0)Sim (1) Nao (999) AIP
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162. Tipo de oxigenoterapia
(0) HOOD ou Halo (VNI)
(999) AIP

(1) CPAP ou BIPAP (VNI)
(888 ) NSA

(2) Ventilagdo mecanica (IMV)

(3) Cateter de O2

163. Se cateter de Oy, qual a vazdo:

L/min

(999 ) AIP

(888 )NSA

Parametros da ventilagdo mecanica (12 h)

164. 165. 166. REL|167. FlO2:-168. 169.
PEEP: PI: I.E.: : FAP: Tins:
(999 ) AIP ( 888|(999 ) AIP ( 888|( 999 ) AIP ( 888|( 999 ) AIP ( 888|( 999 ) AIP ( 888|( 999 ) AIP ( 888
)NSA )NSA )NSA )NSA )NSA )NSA
Parametros da ventilagio mecanica (24 h)

170 171. 172. REL|173. FlO2:-174. 175.
PEE;" Pl LE.: : FAP: Tins:
( 999'm 338 (999 ) AIP (888|( 999 ) AIP ( 888|( 999 ) AIP ( 888|( 999 ) AIP ( 888|( 999 ) AIP ( 888

)NSA )NSA )NSA )NSA )NSA
)NSA

ADMINISTRADOS

176. Via Oral (VO): (0)sim|177. Se VO, qual o volume nas ultimas 24 horas: mL  (999)
(1) n3o AIP (888) NSA
178. Via Endovenosa (EV): (0)sim (]179. Se EV, qual o volume nas ultimas 24 horas: mL  (999)
1)ndo AIP (888) NSA
180. Via Sonda Orogastrica (SOG): (0) sim (| 181. Se SOG, qual o volume nas tltimas 24 horas: mL (999)AIP
1)ndo (888 ) NSA
182. Nut. Parenteral Total (NPT): (0)sim (|183. Se NPT, qual o volume nas Gltimas 24 horas: mL  (999)
1)ndo AIP (888 ) NSA
184, Colostroterapia (COL): (0 ) sim (1) ndo ;188858.)SNeS/SOL, qual o volume nas ultimas 24 horas: mL (999) AlP|

186. Se COL, usou dose 1?

( 0)Sim (1 )Ndo (999)AIP
(888)NSA

187. Se COL, usou dose 2?

(0 )Sim (1 )Ndo (999)AIP
(888)NSA

188. Se COL, usou dose 3?

(0 )Sim (1 )Ndo (999)AIP
(888)NSA

189. Se COL, usou dose 4?

(0 )Sim ( 1 )Ndo (999)AIP
(888)NSA

190. Se COL, usou dose 5?

191. Se COL, usou dose 6°?

192. Se COL, usou dose 77

193. Se COL, usou dose 8?

( 0)Sim (1 )Ndo (999)AIP|( 0 )Sim ( 1 )NZo (999)AIP| 0 )Sim ( 1 )Ndo (999)AIP|( 0 )Sim ( 1 )N3o (999)AIP
(888)NSA (888)NSA (888)NSA (888)NSA
194. Hemoderivados (HEMO): (0)sim (|]195. Se HEMO, qual o volume nas ultimas 24 horas: mL (999)
1) n3o AIP (888 ) NSA
196. Se HEMO, tipo: (0) Conc. Hemdacias (1) Conc. Plaquetas (2 )Plasma Fresco (3)Sangue Total (
999 ) AIP (888 ) NSA
ELIMINADOS
197. Diurese (DIUR): (0)sim (1)n3o (999) AP 198. Se DIUR, qual volume nas ultimas 24 hs: __mL (999)AIP
(888 ) NSA
200. Se FEZ, qual a frequéncia: x/dia (999)
AIP (888) NSA
199. Fezes (FEZ):  (0)sim (1)ndo (999)AIP
201. Se FEZ, qual o aspecto: (999)
AIP (888) NSA
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202. Uso de sonda aberta? (0)sim (1) ndo (999)AIP

203. Residuo gastrico (RG)? (0)sim (1) ndo (/204.Se RG, qual o volume: mL (999) AlP
999) AIP (888) NSA
205. Se RG, qual o aspecto:
(0)claro (1) leitoso (2)verdeclaro (3)verdeescuro (4)tintodesangue (5)hemorragico (
999 ) AIP (888 ) NSA
206. Aspirado (ASP)? (0)sim (1) ndo (999) Aip[207-S€ ASP, qualovolume: _____ mL (999) AP

(888 ) NSA
208. Se ASP, qual o aspecto:
(0) mucoso (1) purulento (2) mucopurulento ( 3) sanguinolento (4)sanguepurulento
999 ) AIP  (888) NSA
209. Regurgitacdo (REG): (0)sim (1) ndo (999)210. Se REG, qual o aspecto: (999 ) AIP
AlP (888 ) NSA
211. Se REG, qual o nimero de regurgitacdes ao dia x/dia (
999 ) AIP (888 ) NSA

TRATAMENTOS

(0)sim (1)ndo (999)

212. Uso de antibiético (ATB) pela crianga? Al

213. Se ATB, qual? cefepime, vancomicina, meropenem, amicacina, ampicilina, gentamicina, fluconazol, ceftazidina, metronidazol,
penicilina, ciprofloxacino,

(

999 ) AIP (888 ) NSA

214. Uso de surfactante (SURF) pela crianga? (0)sim (1)ndo (999)
AIP

215. Se SURF, qual? curosurf, (

999 ) AIP (888 ) NSA

216. Uso de corticoide inalatério (CORT IN)? (0)sim (1)ndo (999)
AlIP

217. Se CORT IN, qual? clenil, flixotide, busonid, (999

JAIP  (888) NSA

218. Uso de corticosterdide pela crianga (CORT EST)? (0)sim (1)ndo (999)
AlIP

219. Se CORT EST, qual? dexametasona, prednisolona, hidrocortisona, (999

)JAIP  (888) NSA

220. Uso de diurético pela crianga (DIURT)? (0)sim (1)ndo  (999)
AlIP

221. Se DIURT, qual? furosemida, hidroclorotiazida, espirolactona, (999

JAIP  (888) NSA

222. Uso de vasoativos (VAS) pela crianga? (0)sim (1)ndo (999
) AIP

223. Se VAS, qual? adrenalina, atropina, dopamina, dobutamina, noradrenalina, (999

JAIP  (888) NSA

224. Uso de sedativo pela crianga (SED)? (0)sim (1)ndo (999
) AIP
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225. Se SED, qual? fentanil, midazolan,

(999

)AIP  (888) NSA
226. Uso de anticonvulsivante pela crianga (ANTICONV)? (0)sim (1)ndo (999
) AIP
227. Se ANTICONV, qual? fenobarbital, hidantal, (999
)AIP  (888) NSA
228. Uso de suplemento (SUP) de vitaminas e/ou minerais? (0)sim (1)ndo (999
) AIP
229. Se SUP, qual? protovit, sulfato ferroso, calcio, magnésio, vitamina K, (999
)JAIP  (888) NSA
230. Outros medicamentos? cafeina, aminofilina, (999
)JAIP  (888) NSA
231. Uso de fototerapia? (0)sim (1)ndo (999
) AIP
232. Acompanhado por fonoaudidlogo? (0)sim (1)ndo (999
) AIP
233. Acompanhado por fisioterapeuta? (0)sim (1)ndo (999
) AIP
DISPOSITIVOS
234. Uso de cateter umbilical?  (0) sim (1)ndo (|235. Uso de cateter vesical? (0)sim (1)ndo (
999 ) AIP 999 ) AIP
236. Uso de acesso venoso central (jugular ou subclavia)? . .
) . 237. Uso de drenos? (0)sim (1)ndo (
(0)sim (1)ndo (999)AIP
999 ) AIP
238. Uso de acesso periférico? (0)sim (1)ndo  ([239. Uso de vendclise? (0)sim (1)ndo (
999 ) AIP 999 ) AIP
240. Uso de PIC? (0)sim (1)ndo ([241. Uso de sonda? (0)sim (1)ndo (
999 ) AIP 999 ) AIP
242, Fez dissecgdo hoje? (0)sim (1)nd3o  (|243. Uso cateter hidrolisado? (0)sim (1)ndo (
999 ) AIP 999 ) AIP
DADOS CLINICOS
244. Presenga de sucgdo? (0)sim (1)ndo  (|245. Presenga de degluticdo? (0)sim (1)ndo (
999 ) AIP 999 ) AIP
246. Distensdo abdominal? (0)sim (1)ndo (|247. Desconforto respiratério? (0)sim (1)ndo (
999 ) AIP 999 ) AIP
248. Presenca de estridor? (0)sim (1)n3o  (|249. Presenca de gemido? (0)sim (1)ndo (
999 ) AIP 999 ) AIP
250. Presenca de cianose? (0)sim (1)ndo  (|251. Presenca de tiragem? (0)sim (1)ndo (
999 ) AIP 999 ) AIP
252. Ictericia? (0)sim (1)ndo  (|253. Hemorragia? (0)sim (1)ndo (
999 ) AIP 999 ) AIP

254. Se hemorragia, qual tipo?

999 ) AIP (888 ) NSA
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255. Se hemorragia intracraniana, qual o GRAU: ( )1

()2

()3

(

)4

(999 ) AIP

(888) NSA

256. Suspeitas diagndsticas novas:

DADOS NUTRICIONAIS

257. Tipo de dieta: (0) jeju
leite mat. + formula

m

(1) leite materno exclusivo (2 ) formula padrao

(3 ) formula enriquecida

(4)

258. Se formula, tipo?

888 ) NSA

(999)AIP

(

888 ) NSA

259. Se férmula, quantidade:

(999)AIP (

260. Via de dieta: (0) Seio
AIP  (888) NSA

(1)vo

(2)SOG/SNG

(3) Seio + Copinho

(4)Seio+SOG  (999)

261. Volume prescrito da

262. Tempo de dieta?

263. Vazdo:

264. Gavagem:

dieta: ml (999 ) / h (999)AIP (888) mL/h (999) AP  (888|(0)Sim (1) Ndo (999) AIP ( 888
AP (888 ) NSA NSA ) NSA ) NSA
265. Se dieta, > Volume/dia: ml (999) AIP 266. Dieta suspensa: (0) sim (1) ndo
(888) NSA
DADOS ANTROPOMETRICOS
267. Perimetro cefdlico: cm ( |268. Escore: (999) AIP
999 ) AIP
269. Perimetro toracico: cm ( |270. Escore: (999) AIP
999 ) AIP
271. Comprimento: cm ( |272. Escore: (999) AIP
999 ) AIP
273. Peso: g ( |274. Escore: (999 ) AlP
999 ) AIP
HEMOGASOMETRIA
275. pH: ( [276. pCOy: (999[277. pOy: (999
999 ) AIP ) AIP ) AIP
278. cHCO3: ( [279. 502 (999(280. cCa?*: (999
999 ) AIP ) AIP ) AIP
281. cK*: ( [282. cNa*: (999(283. cCl: (999
999 ) AIP ) AIP ) AIP
EXAMES BIOQUIMICOS
284. Tipo sanguineo: (999 ) AIP[315, Fésforo (mg/dl) (999 ) AIP
285. Fator Rh: (999) AIP[316. Albumina (mg/dl) (999) AIP
286. Hemaceas/Eritrécitos (999 ) AIP . (999) AIP
(105/mm?) 317. Globulina (mg/dl)
287. Hemoglobina (g/dl) (999 ) AIP[318. Proteinas totais (mg/dl) (999) AIP
288. Hematdcrito (%) (999) AIP[319. Uréia (mg/dl) (999) AIP
289. VCM (um?3) (999 ) AIP[320. Creatinina (mg/dl) (999) AIP
290. HCM (pg) (999) AlIP[321. TGO (UI/ml) (999) AIP
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291. CHCM (g/dl) (999) AlIP[322. TGP (UI/ml) (999)AlP
292. RDW (%) (999 ) AIP[323, Fosfatase Alcalina (UI/L) (999) AIP
203, Leucécitos (10°/mm?) (999) AIP.(?.j;lI:)Gamaglutamlnatransferase (999 ) AlP
294. Bastonetes (%) (999 ) AIP[325. VDRL (999) AlP
295. Segmentados (%) (999 ) AIP[326. PCR (mg/dl) (999) AIP
296. Linfdcitos Atipicos (%) (999 ) AIP[327. Lactoferrina (999) AIP
297. Eosindfilos (%) (999 ) AIP[328. Bilirrubina total (mg/dl) (999)AlP
298. Neutrdfilos (%) (999 ) AIP[329, Bilirrubina direta (mg/dl) (999) AIP
299. Linfécitos (%) (999 ) AIP[330. Bilirrubina indireta (mg/dl) (999) AIP
300. Mondcitos (%) (999) AIP[331. Hemocultura (999)AlP
301. Basofilo (%) (999) AIP[332, Cultura de Ponta de Catéter (999 ) AIP
302. Eritroblastos (%) (999) AIP[333, Antibiograma (999)AlP
303. Reticuldcitos (%) (999 ) AIP[334, Colesterol Total (mg/dl) (999) AIP
304. Blastos (%) (999) AIP335, HDL (mg/dL) (999) AIP
305. Mieldcitos (%) (999) AIP336. LDL (mg/dL) (999) AIP
306. Promieldcitos (%) (999) AIP[337, Triglicérides (mg/dl) (999) AIP
307. Metamieldcitos (%) (999 ) AIP[338. Glicose (999) AIP
308. Plaquetas (103/mm3) (999) AIP[339, Creatinofosfoquinase (999)AlP
309. IgA (mg/ml) (999) AIP[340. Imuno-hematologia (999)AlP
310. Célcio lonizado (mg/dl) (999) AIP[341. IGG Citomegalovirus (999)AlP
311. Potassio (mmol/l) (999 ) AIP[342. IGM Citomegalovirus (999)AlP
312. Magnésio (mg/dl) (999) AlIP[343. |GG Toxoplasmose (999)AlP
313. Sédio (mmol/l) (999) AIP[344., IGM Toxoplasmose (999)AlP
314. Cloro (mmol/L) (999 ) AIP[345. Outros (999) AIP
EXAMES DE IMAGEM

346. Raio X: (0)sim (1) ndo [347.

Tipo?

(888) NSA
348. Resultado:

(888) NSA

349. Ultrassom: (0)sim (1) ndo [350.

Tipo?

(888) NSA
351.
Resultado:

(888) NSA

169




UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE COLETIVA
DOUTORADO EM SAUDE COLETIVA

PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS HIPS (Apéndice I)

UNIDADE DE ADMINISTRACAO:
Unidade Neonatal

Colostroterapia

(Terapia Imunoldgica Colostral)

Hospital Inacia Pinto

DEFINICAO: E a administragdo do
colostro cru da mée diretamente na mucosa
orofaringea do RN, nos horérios pre-
definidos independentemente da
administracdo de dieta.

OBJETIVOS:

* Atuar como suplementacdo imunoldgica,
principalmente para RNs de muito baixo peso
(MBP).

* Promover a colonizacdo do tubo digestivo
por bactérias comensais (benéficas ao
neonato)

* Reducdo de morbimortalidades
acometem o RN.

que

INDICACOES: RNPT (< 32 semanas
gestacionais) com peso de nascimento abaixo
de 1.500g em dieta zero e clinicamente
estavel para iniciar o protocolo

CONTRA-INDICACOES

- Mae: histérico materno de abuso de
substancias ou drogas, presenca de desordem
psicoldgica, uso de vacina de febre amarela,
gestacdo multipla a partir de trigémeos e
filhos de maes contraindicadas para
amamentar (retroviroses e citomegalovirus);

- RN: a termo, uso de medicamento
vasopressor >10mcg/Kg/min, neuropata,
requerimento de intervencdo cirdrgica

imediata, sindromes e /ou malformagdes
congénitas.

MATERIAL/EQUIPAMENTO
NECESSARIO:

- Luvas de procedimento

- Gorro descartavel

- Mascara descartavel

- Oculos de protecéo

- Avental

- Bomba elétrica

QUANDO REALIZAR

- Iniciar a partir do nascimento até 24 horas
de vida e permanecer até quinto dia,
respeitando os critérios de elegibilidade do
estudo.

- Realizar o procedimento de 03 em 03 horas,
conforme rotina de administracdo das dietas
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- Copo plastico dosador com tampa contendo
leite ordenhado pela mée

- Seringas de 1ml
- Etiqueta adesiva
-tubos de Falcon

- IgA
- Linfocitos

(9h, 12h, 15h, 18h, 21h, 24h, 03h, 06h),
totalizando 8 doses por dia (55° doses).

EXAMES LABORATORIAIS: Devem ser
dosados e solicitados pelo méedico ao 1° e 7°
dia de vida da crianca,
biomarcadores sanguineos:

- Proteina C reativa

0S seguintes

AGENTE

DESCRICAO DO
PROCEDIMENTO
ADMINISTRACAO DE

COLOSTRO (PADRAO DO
HIPS)

JUSTIFICATIVA

Enfermeira ou Técnico
de Enfermagem

1. Verificar se ha contraindicagéo
médica e o0 aprazamento de
administracéo pela enfermagem.

1. Evitar a realizacdo de
procedimentos inadequados.

Enfermeira ou Técnico | 2. Higienizar as maos e antebragos | 2. Prevenir infeccOes
de Enfermagem com 4gua e sabao. cruzadas

Enfermeira ou Técnico | 3. Utilizacdo de equipamentos de | 3.  Protecdo para o
de Enfermagem prote¢do individual (EPI’s): luvas | funcionario devido a

descartaveis, mascara, 6culos de
protecéo, gorro e avental.

manipulacdo de fluidos e/ou
secregéo.

Enfermeira ou Técnico
de Enfermagem

4. Conferir a identificacdo do RN
(leito e nome) com a identificagéo
da seringa antes da administragéo.

4. Garantir a seguranca do
paciente.

Enfermeira ou Técnico
de Enfermagem

5. Conversar calmamente com o
RN sobre o procedimento.

5. Diminuir os niveis de
estresse e demonstra respeito
para com ele.

Enfermeira ou Técnico
de Enfermagem

6. Administrar no RN o primeiro
0,1 mL (02 gotas) de colostro
direcionada para o tecido mucoso
oral direito nos primeiros 5
segundos.

6. Permitir o contato e
absor¢do do colostro pelas
mucosas.
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Enfermeira ou Técnico
de Enfermagem

7. Administrar no RN o segundo
0,1 mL (02 gotas) de colostro
direcionada para o tecido mucoso
oral esquerdo nos 5 segundos
posteriores.

7. Permitir o contato e
absorcdo do colostro pelas
mucosas.

Enfermeira ou Técnico
de Enfermagem

8.  Monitorar 0 batimento
cardiaco, temperatura, a
frequéncia respiratoria, a pressao
sanguinea e a saturacdo do
oxigénio de pulso; e, a terapia serd
imediatamente interrompida caso
seja observado: sinais de agitacao,
episddio de dessaturacdo com
saturacdo de oxigénio menor que
88% ou percepcdo de mudanca
dos sinais vitais.

8. Avaliar a estabilidade
clinica e evitar complicagdes.

Enfermeira ou Técnico
de Enfermagem

9. Verificar se o RN estd
organizado na incubadora.

9. Manutencdo do conforto
do RN.

Enfermeira ou Técnico | 10. Retirar as luvas e higienizaras | 10.  Prevenir  infeccdes
de Enfermagem mdos e antebracos com &gua e | cruzadas.

sabdo e alcool 70%.
Enfermeira ou Técnico | 11. Registar o procedimento | 11. Respaldar
de Enfermagem realizado em prontuario. documentalmente a

assisténcia de Enfermagem
prestada ao paciente.

AGENTE

COLETA DE DADOS

JUSTIFICATIVA

Pesquisador da equipe
do projeto

1. Abordar a mae e solicitar a
assinatura do  Termo de
Consentimento Livre e
Esclarecido (ou assentimento para
méaes menores de 18 anos)

2. Aplicar questionario sobre
informacdes socioecondmicas e
gestacionais para a mée.

1. garantir respaldo legal para
aplicacdo do formulario

1. Obter informacdes
pregressas ao nascimento da
crianca, assim como habitos
de vida da mée.

Pesquisador da equipe
do projeto

3. Coleta das informacdes (pelo
preenchimento do formulério)
diariamente do prontuario do
neonato na UTIN durante 7 dias.

3. Acompanhar a evolucgédo
clinica da crianca

Pesquisador da equipe
do projeto, Enfermeira
ou Técnico de
Enfermagem

4. Troca de Fralda (Enfermeira ou
Técnico de Enfermagem)
fechamento e reserva do material.
Coleta das fezes diretamente da
fralda e armazenadas nos Tubos

4. Obtencdo de amostra para
anélise do DNA
metagenémico e
identificacdo das espécies
bacterianas.
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de Falcon, em dois momentos
diferentes (pesquisador da equipe
do projeto):

* Mecdnio na primeira evacuacao
do bebé (apenas na UTIN).

* primeiro cocd ao 7° dia de vida
do RN (UTIN).

Os tubos serdo etiquetados para
identificacdo do paciente por meio
de uma numeracéo).

Pesquisador da equipe
do projeto

5. As amostras contidas nos Tubos
de Falcon devem ser
encaminhadas ao laboratorio de
Microbiologia da UEFS em até 24
horas em transporte proprio.

5. O procedimento garantira
a qualidade do DNA
bacteriano das amostras.

Pesquisador da equipe
do projeto

6. Preenchimento do formulario
com as informagdes contidas nos
exames laboratoriais, no 1° e ao 7°
dia de vida do RN

6. avaliar a evolucdo clinica
por meio de biomarcadores
sanguineos.
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PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS HEC (Apéndice J)

UNIDADE DE CONTROLE:
Unidade Neonatal

Hospital Estadual da Crianca

CRITERIOS DE INCLUSAO:

RNPT (< 32 semanas gestacionais) com peso
de nascimento abaixo de 1.500g em dieta
zero e/ou a administracdo enteral de formula
infantil e clinicamente estavel para iniciar o
protocolo

CRITERIOS DE EXCLUSAO:

- Mae - histérico materno de uso de
substancias psicoativas, drogas, alcool,
presenca de desordem psicoldgica, gestacdo
maltipla a partir de trigémeos e filhos de
méaes contraindicadas para a amamentacdo
(retroviroses e citomegalovirus);

- RN - uso de medicamento vasopressor
>10mcg/Kg/min, requerimento de
intervencdo cirdrgica imediata, sindromes e
/ou malformacgdes congénitas, morbidades
neonatais como a incidéncia de persisténcia
do canal arterial (PCA), sepse ou enterocolite
necrosante (NEC).

OBJETIVO:

-Verificar o tipo de proliferacdo/colonizacéo
bacteriana contidas nas fezes (no primeiro e
ao quinto dia de vida) de RNPT em dieta zero
e/ou alimentados com formula infantil,

- Acompanhar a evolucéo clinica do RN por
meio da coleta das informagdes dos
prontuarios

MATERIAIS NECESSARIOS:

- Tubos de Falcon

- Luvas de procedimento

- Gorro descartavel

- Méscara descartavel

- Etiquetas adesivas de identificacéo

QUANDO REALIZAR A COLETA:

Atendendo os critérios de inclusdo e
exclusdo, imediatamente ap6s o nascimento
do RN (para a primeira coleta da amostra
fecal), a coleta de informacdes no prontuario

EXAMES LABORATORIAIS: Devem ser
dosados e solicitados pelo médico ao 1° e 7°
dia de vida da crianca, 0s seguintes
biomarcadores sanguineos:

- Proteina C reativa

- IgA
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se dard apds internamento na UTIN e
permanecer coletando até quinto dia de vida.

- Linfocitos

AGENTE

COLETA DE DADOS

JUSTIFICATIVA

Pesquisador da equipe
do projeto

1. Abordar a mae e solicitar a
assinatura do  Termo de
Consentimento Livre e
Esclarecido (ou assentimento para
mé&es menores de 18 anos)

2. Aplicar questionério sobre
informacdes socioecondmicas e
gestacionais para a mée.

1. Garantir respaldo legal
para aplicacdo do formulario
1. Obter informacdes
pregressas ao nascimento da
crianga, assim como habitos
de vida da mae.

Pesquisador da equipe
do projeto

3. Coleta das informacdes (pelo
preenchimento do formulario)
diariamente do prontuario do
neonato na UTIN durante 7 dias.

3. Acompanhar a evolugéo
clinica da crianca

Pesquisador da equipe
do projeto, Enfermeira
ou Teécnico de
Enfermagem

4. Troca de Fralda (Enfermeira ou
Técnico de Enfermagem)
fechamento e reserva do material.
Coleta das fezes diretamente da
fralda e armazenadas nos Tubos
de Falcon, em dois momentos
diferentes (pesquisador da equipe
do projeto):

* MecOnio na primeira evacuagédo
do bebé (apenas na UTIN).

* primeiro cocd ao 7° dia de vida
do RN (UTIN).

Os tubos serdo etiquetados para
identificacdo do paciente por meio
de uma numeracéo.

4. Obtencdo de amostra para
anéalise do DNA
metagendmico e
identificacdo das espécies
bacterianas.

Pesquisador da equipe
do projeto

5. As amostras contidas nos Tubos
de Falcon devem ser
encaminhadas ao laboratorio de
Microbiologia da UEFS em até 24
horas em transporte proprio.

5. O procedimento garantirg
a qualidade do DNA
bacteriano das amostras.

Pesquisador da equipe
do projeto

6. Preenchimento do formulario
com as informagdes contidas nos
exames laboratoriais, no 1° e ao 7°
dia de vida do RN

6. avaliar a evolucdo clinica
por meio de biomarcadores
sanguineos.
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PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA (Apéndice K)
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