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RESUMO

A prematuridade consiste no nascimento em idade gestacional abaixo de 37 semanas e afeta
cerca de 15 milhdes de gestantes em todo o mundo anualmente, sendo ainda a principal causa
de mortalidade e morbidade neonatal. Os bebés nascidos prematuros apresentam imaturidade
em oOrgaos e sistemas, sendo especialmente necessitados dos componentes do leite materno da
propria mae. Na maioria dos casos de parto prematuro, no entanto, as maes ndo conseguem
produzir quantidade suficiente de leite para atender ao neonato, ou at¢ mesmo qualquer
quantidade. Nesses casos, a principal alternativa esta no leite de maes doadoras por meio de
um Banco de Leite Humano. Esse leite doado passa pelo processo de pasteurizagao, que ¢é
indispensavel para a garantia da seguranca microbiologica, entretanto sabe-se que esse
processo também causa a deplecdo de compostos bioativos e da microbiota leite. Um estudo
prévio de 2017 demonstrou ser possivel restabelecer microrganismos de ocorréncia natural do
leite por meio da inoculagdo de 10% do leite da mae em 90% de leite pasteurizado de
doadora. Baseado nisso, o presente estudo consistiu em avaliar a composicao e diversidade de
amostras de leite de 19 maes de prematuros (LM), amostras de leite de doadoras pasteurizado
(LP) e o leite personalizado (LI), por meio do sequenciamento das regides V3 e V4 do 16S
rRNA, e também relacionar os resultados com os dados clinicos das gestantes. Os resultados
obtidos demonstraram que cada mae possui um perfil tnico de microbiota, com abundancia
principal dos géneros Acinetobacter, Enterobacter, Klebsiella, Novosphingobium, Pantoea,
Pseudomonas, Sphingomonas, Staphylococcus, Stenotrophomonas e Streptococcus. Os grupos
ndo demonstraram diferengas estatisticas significativas entre si. Ao comparar cada amostra
LM com seu respectivo LI, 47,6% dos casos apresentou importante semelhanga de
abundancia de géneros entre as amostras, sugerindo o sucesso do processo de personaliza¢ao
nesses casos. Ao avaliar os resultados relacionados com os dados clinicos, as maes que
apresentaram alguma infeccdo no periodo proximo ao parto e utilizaram antimicrobiano
demonstraram uma proximidade de composi¢ao que € significativamente diferente, bem como
uma maior diversidade de géneros no grupo referente a auséncia de infec¢cdo. Ainda, destaca-
se que o género Staphylococcus foi significativamente mais abundante no grupo de maes que
tiveram parto cesarea, o que estd de acordo com o que mostra a literatura. As diferengas
qualitativas observadas nos resultados do estudo com as amostras de leite, considerando a
microbiota imatura do recém-nascido prematuro, ja podem significar um impacto na sua
modulagdo. O processo de personalizacdo do leite pode vir a ser um procedimento a ser
adotado como forma de melhorar a ocorréncia de microrganismos benéficos do leite materno,
considerando a especificidade do leite de cada mae para seu proprio filho.

Palavras-chave: Leite materno. Microbiota. Metabarcoding. Prematuridade.



ABSTRACT

Prematurity consists of birth at a gestational age below 37 weeks and affects approximately
15 million pregnant women worldwide annually, remaining the leading cause of neonatal
mortality and morbidity. Premature infants exhibit immaturity in organs and systems,
particularly relying on components of their own mother's breast milk. In most cases of
premature birth, however, mothers are unable to produce a sufficient quantity of milk to meet
the needs of the newborn, or even any amount at all. In such cases, the primary alternative is
donor milk from a Human Milk Bank. This donated milk undergoes the pasteurization
process, which is essential for ensuring microbiological safety, although it is known to cause
depletion of bioactive compounds and the milk microbiota. A previous study from 2017
demonstrated the possibility of restoring naturally occurring milk microorganisms by
inoculating 10% of the mother's milk into 90% pasteurized donor milk. Based on this, the
present study aimed to evaluate the composition and diversity of milk samples from 19
mothers of preterm infants (LM), pasteurized donor milk samples (LP), and personalized milk
(LI), through sequencing of the V3 and V4 regions of the 16S rRNA, and also to correlate the
results with the clinical data of the pregnant women. The results obtained demonstrated that
each mother possesses a unique microbiota profile, with the main abundance of the genera
Acinetobacter, Enterobacter, Klebsiella, Novosphingobium, Pantoea, Pseudomonas,
Sphingomonas, Staphylococcus, Stenotrophomonas, and Streptococcus. The groups did not
show statistically significant differences among themselves. When comparing each LM
sample with its respective LI, 47.6% of the cases presented significant similarity in the
abundance of genera between the samples, suggesting the success of the customization
process in these cases. Evaluating the results related to the clinical data, mothers who had an
infection in the period near childbirth and used antibiotics exhibited a composition proximity
that is significantly different, as well as a greater diversity of genera in the group without
infection. Furthermore, it is noteworthy that the genus Staphylococcus was significantly more
abundant in the group of mothers who had a cesarean section, which aligns with what the
literature shows. The qualitative differences observed in the study results with milk samples,
considering the immature microbiota of the premature newborn, may already have an impact
on its modulation. The milk customization process may become a procedure to be adopted as
a means to improve the occurrence of beneficial microorganisms in breast milk, considering
the specificity of each mother's milk for her own child.

Keywords: Breast milk. Microbiota. Metabarcoding. Prematurity.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

E considerado prematuro todo nascimento ocorrido antes de 37 semanas de gestacio,
e aproximadamente 70% dos casos de prematuridade ocorrem de maneira espontanea e
fazem parte de um processo multifatorial, que desencadeia contra¢des ativas na gestante,
cursando com a expulsdo do concepto antes do termo (GILMAN-SACHS et al., 2018;
STEVENSON et al., 2019). Os fatores que podem levar ao parto prematuro espontaneo
variam de acordo com a idade gestacional e parecem estar relacionados a fatores pessoais,
sociais e ambientais (STEVENSON et al., 2019). Na maioria dos casos, o fator que levou ao
parto prematuro nao ¢ identificado, entretanto, sabe-se que a infecgdo esta entre os principais
fatores de risco (ROMERO; DEY; FISHER, 2014). J4 as interrupg¢des induzidas, ou seja,
quando a gestacdo ¢ interrompida por determinada condicdo materna ou fetal, estdo
associadas a até 30% de todos os nascimentos prematuros € tém como principais causas a
pré-eclampsia, o sofrimento fetal agudo, a restricdo de crescimento intrauterino € o
descolamento prematuro de placenta (TABATABAEI et al.,, 2019). A prematuridade ¢
conhecida por afetar diferentes sistemas, uma vez que esses bebés nascem com um sistema
imunolédgico imaturo, o que limita sua resisténcia a infec¢des, aumentando assim o risco de
doencas (ARBOLEYA et al., 2016).

Atualmente, existem evidéncias de que os prematuros que recebem leite materno tem
a morbidade e mortalidade a curto e longo prazo reduzidas (CERASANI et al., 2020;
CORPELEIJN et al., 2012), além da amamentacao estar associada a uma conectividade
estrutural melhorada das redes em desenvolvimento cerebrais de prematuros (BLESA et al.,
2019). Os mecanismos pelos quais o leite materno confere protecao sdao diversos, incluindo
propriedades nutricionais, bioativas e imunomoduladoras, além de componentes especificos
do leite materno, como proteinas digestiveis, prebioticos e probioticos (FERNANDEZ et al.,
2018; TAYLOR, 2019). Ainda, no inicio do século XXI, alguns estudos pioneiros
evidenciaram a existéncia de uma microbiota especifica do leite humano, constituindo uma
fonte de bactérias potencialmente benéficas para os bebés (FERNANDEZ; RODRIGUEZ,
2020). Uma vez no intestino, essas bactérias protegem contra a disbiose (CACHO; NEU,
2014).
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Estudos que utilizaram métodos dependentes de cultura, hd muito tempo ja mostraram

que amostras de leite coletadas higienicamente de mulheres sauddveis contém uma carga
bacteriana relativamente baixa, abaixo de 1 x 10* UFC/mL, que consiste principalmente de
Staphylococcus e Streptococcus (HEIKKILA; SARIS, 2003). Mais tarde, por meio de
tecnologias de sequenciamento, uma analise mais detalhada do leite materno permitiu um
melhor entendimento da composi¢do e diversidade da microbiota, com mais de varias
centenas de espécies bacterianas identificadas, dentre elas bactérias acido-laticas, como
Lactobacillus, e outras bactérias Gram-positivas de géneros como Corynebacterium,
Propionibacterium, Bifidobacterium e Rothia. DNA de bactérias anaerdbicas estritas, como
Bacteroides e Clostridium, também sdo detectadas em amostras de leite humano
(CORONA-CERVANTES et al., 2020; JOST et al., 2013; MOOSSAVI et al., 2019;
SCHWAB et al., 2019).

A origem das bactérias do leite humano ainda permanece em grande parte
desconhecida, porém, sabe-se que a cavidade oral do bebé e a pele materna podem fornecer
microrganismos ao leite, ¢ que bactérias selecionadas da microbiota digestiva materna
podem acessar as glandulas mamarias por meio de vias orais e enteromamarias envolvendo
interagdes com células imunes (FERNANDEZ; RODRIGUEZ, 2020).

E bem estabelecido que o leite materno é o alimento ideal para recém-nascidos (RNs).
A Organizagdo Mundial da Satde (OMS) recomenda que todo RN deva ser estimulado a
amamentacdo na primeira hora de vida, ser exclusiva até os 6 meses, e continuada como
complemento da alimentagdo até dois anos ou mais. Porém, mesmo com uma variedade de
estudos mostrando as vantagens que o leite materno possui sobre outros tipos de leite, a
prevaléncia do aleitamento materno exclusivo ainda ¢ baixa, sobretudo entre os recém-
nascidos pré-termo (RNPTs), o que configura um grave problema na satide publica
(OPAS/OMS, 2018).

Os RNPTs sdo especialmente necessitados dos componentes do leite da propria mae,
por apresentarem inumeros sinais de imaturidade de o6rgdos e estarem mais suscetiveis a
infecgdes (FERNANDEZ et al., 2018). No entanto, em uma grande quantidade de partos
prematuros a mae nao consegue produzir uma quantidade adequada de leite ou até mesmo
qualquer quantidade. O parto prematuro ja se mostrou associado ao menor volume de leite

(FEWTRELL et al., 2016; PARKER et al., 2012). Hill et al. relataram que apenas 50% das
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maes que deram a luz prematuramente foram capazes de extrair leite suficiente para atender

as necessidades de seus bebés seis semanas apds o nascimento (2005).

Nesses casos, quando nao ha leite vindo da mae ou a quantidade disponivel nao
sustenta todas as necessidades nutricionais do neonato, o uso de leite humano de doadora de
um Banco de Leite Humano (BLH) ¢ a primeira alternativa, principalmente para prematuros
e RNs doentes. O leite de doadora ¢ conhecido por seus beneficios superiores para o recém-
nascido em comparacdo com o uso de férmula, particularmente na protegdo contra
enterocolite necrosante (NEC), sepse, juntamente com reducdo da intolerdncia alimentar
(BERTINO, 2015; PARRA-LLORCA et al., 2018; QUIGLEY; MCGUIRE, 2014).

Por essas razdes, a criagdo de BLHs ¢ altamente importante para a manutencdo da
saude do recém-nascido, e esses BLHs seguem diretrizes especificas de operacdo para
otimizar a composi¢do do leite, garantindo sua seguran¢a. Um procedimento comum na
preparacdo do leite dentro do BLH ¢ pasteurizagdo, com o objetivo de tornar o leite de
doadora mais seguro para alimentagdo, por eliminacdo de patdégenos comuns
(ARSLANOGLU et al., 2010; GARCIA-GONZALEZ et al., 2022). O método padrio usado
para pasteurizar o leite de doadora ¢ um processo de pasteurizagdao a 62,5°C, por 30 min,
conhecido como Holder Pasteurization (HoP), que diminui a carga bacteriana e inativa virus
(HAIDEN; ZIEGLER, 2017). Acontece que este processo também resulta na inativacdo de
varios dos compostos bioativos e na deplegio da microbiota do leite (FERNANDEZ et al.,
2018).

Mesmo com vantagens em relacdo a formula, deve-se reconhecer que o leite de
doadora ainda ¢ muito inferior em beneficios quando comparado ao leite da propria mae. O
leite humano doado nao oferece a mesma redugdo de risco que o leite das proprias maes para
multiplas morbidades em bebés prematuros (MEIER et al., 2017), além de maior risco de
baixo crescimento quando alimentados somente com leite doado (COLAIZY et al., 2012).
Também, uma vez que o leite doado ¢ pasteurizado, e na maioria das vezes, agrupado, ele
ndo possui a microbiota exclusiva do leite materno de cada mae para o seu proprio filho,
havendo perda de potenciais beneficios para a modulacdo intestinal e desenvolvimento do
bebé (JOST et al., 2014).

Além desses fatores, o resultado do neurodesenvolvimento € o principal exemplo da

disparidade entre os beneficios do leite da propria mae e do leite de doadora. O leite doado
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pode ser esgotado de certos fatores de desenvolvimento neurolégico, como eritropoietina,

IGF-1, vitamina D e fator de crescimento HB-EGF (neurogénese) apds a pasteurizagido
(BELFORT; INDER, 2022). Também, os acidos graxos neuroprotetores essenciais podem
ser esgotados pela troca de recipiente que o leite doado deve sofrer (CHETTA; SCHULZ;
WAGNER, 2021).

Tendo em vista a queda de qualidade do leite de doadora em relagdo ao leite da mae e
as necessidades apresentadas pelos RNPTs, ¢ fortemente estimulada a producao de leite,
mesmo que em pequenas quantidades, nas UTIs neonatais. Essas pequenas quantidades
podem ser utilizadas na personalizacdo do leite de doadora. Segundo Cacho e colaboradores
(2017), ¢é possivel restabelecer microrganismos de ocorréncia natural potencialmente
benéficos no leite de doadora a partir da inoculagdo de 10% do leite da mae, ¢ incubagdo
deste leite a 37 °C por um periodo de 4 horas. Este estudo também reportou que a microbiota
do leite humano tem um alto grau de variabilidade individual, conferindo um papel ativo a
mae em oferecer um alimento personalizado para seu filho (CACHO et al., 2017).

Com base nisso, o presente projeto estabelece a hipotese de que a inoculagdo do leite
da mae de RNPTs com o leite de doadora pasteurizado resulta na parcial restauracdo da
microbiota do leite, e visa avaliar a composi¢ao e diversidade bacteriana nas amostras de
leite do grupo pasteurizado (LP), inoculado (LI) e leite da mae de RNPTs (LM), bem como
avaliar a composicao e diversidade de LM, correlacionado com os dados clinicos das

gestantes participantes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PREMATURIDADE E A AMAMENTACAO

De acordo com a OMS, parto prematuro ¢ todo aquele nascimento vivo ocorrido
antes de 37 semanas completas de gestacdo. Ainda, o parto prematuro ¢ classificado em pré-
termo extremo (<28 semanas), muito pré-termo (28 a <32 semanas) e pré-termo moderado
(32 a <34 semanas) a tardio (34 a <37 semanas). Essas distingdes sdo clinicamente
importantes pois hd aumentos muito grandes na morbidade e mortalidade a medida que a
idade gestacional diminui entre os partos prematuros (HARRISON; GOLDENBERG, 2015;
ROMERO; DEY; FISHER, 2014). O nascimento prematuro afeta cerca de 15 milhdes de
criangas em todo o mundo anualmente, e ¢ a principal causa de mortalidade ¢ morbidade
neonatal, e segunda principal causa de morte em criangas menores de 5 anos (WALANI,
2020). No Brasil, a prevaléncia de parto prematuro no periodo de 2011 a 2021 foi de 11,1%
de todos os nascimentos (ALBERTON; ROSA; ISER, 2023), e estima-se que 340 mil bebés
nascem prematuros no pais por ano, o que € o dobro do indice de paises europeus (BRASIL,
2021).

Os partos prematuros podem ser espontaneos ou induzidos por meio de medicagao.
Os que sdo induzidos correspondem a cerca de 1/3 de todos os casos, e ocorrem quando o
risco para o feto e a mae ¢ maior do que o beneficio de dar continuidade com a gravidez,
principalmente por condigdes como a pré-eclampsia, sofrimento fetal e a diabetes
gestacional (BOYLE et al., 2017).

J& as ocorréncias prematuras e espontaneas do parto correspondem a 70% dos casos
e estdo envolvidas em maultiplas etiologias causais e associadas. Esses nascimentos
envolvem ruptura espontanea das membranas e/ou dilatacdo espontdnea do colo do utero
fora do contexto do trabalho de parto, também chamados de colo insuficiente. Dentre os
fatores de risco conhecidos estdo a idade materna avangada, tabagismo, baixo status
socioecondmico, obesidade, periodo de laténcia curto entre gestagdes, gestacoes multiplas e
colo uterino curto (COBO; KACEROVSKY; JACOBSSON, 2020; KEISER et al., 2019); e
destaca-se a presenca de inflamagdo e infec¢do intramnidtica (HUMBERG et al., 2020). As

complica¢des clinicas da gravidez que podem aumentar o risco de parto prematuro também
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incluem descolamento prematuro da placenta, placenta prévia e corioamnionite (GOMEZ-

LOPEZ et al., 2022).

Um dos principais fatores de risco conhecidos ¢ a infec¢do intramniotica, que ¢ a
presenca de microrganismos na cavidade intrauterina. A via de disseminagdo de
microrganismos nesse tipo de infec¢do tem sido classicamente proposta como a via
ascendente, através da vagina e colo de utero. Sabe-se que a microbiota vaginal de mulheres
gravidas ¢ principalmente dominada por Lactobacillus spp., € essas bactérias produzem
acido latico, que acidificam o ambiente vaginal e atuam como uma barreira contra infec¢des
do trato reprodutivo (GUPTA; SINGH; GOYAL, 2020). No entanto, quando a quantidade
de Lactobacillus spp. diminui consideravelmente, hd a possibilidade de aumento de
microrganismos anaerobios, resultando em um desequilibrio da microbiota vaginal,
conhecido como disbiose vaginal. A presenca de disbiose vaginal tem sido associada a
ocorréncia de parto prematuro e ruptura pré-termo de membranas, bem como ao risco de
parto prematuro espontaneo (BLOSTEIN et al., 2019; STOUT et al., 2017; TABATABAEI
et al., 2019; TSONIS et al., 2020). A infeccdo intramnidtica também provoca uma resposta
inflamatoria detectdvel no liquido amnidtico, e essa inflama¢do tem prevaléncia de
aproximadamente 30% em mulheres com trabalho de parto prematuro em membranas
intactas e até 60% em mulheres com ruptura pré-parto de membranas (GOMEZ-LOPEZ et
al., 2022).

Ainda relacionado a microrganismos, You et al. demonstraram que varios taxons no
microbioma' sanguineo materno estdo associados a partos prematuros, sendo que em nivel
de filo bacteriano, Firmicutes e Bacteroidetes foram mais abundantes em mulheres com
parto prematuro do que em mulheres com parto a termo, enquanto Proteobacteria foi menos
prevalente em mulheres com parto prematuro (2019).

Pesquisas acumulam evidéncias de fatores de risco que envolvem a ocorréncia de
partos prematuros (ANSARI et al., 2021; COBO; KACEROVSKY; JACOBSSON, 2020;
GILMAN-SACHS et al., 2018; PARK et al., 2020; STEVENSON et al., 2019), entretanto,
importante salientar que determinar o fator causal de cada caso ainda ¢ um desafio. Um

relevante estudo que analisou 4,1 milhdes de nascimentos Unicos em 5 paises de alto indice

Conjunto de todos os microrganismos (bactérias, fungos, virus) presentes em certo ambiente, como
organismos, fluidos, células e tecidos biologicos (BERG et al., 2020).
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de desenvolvimento socioecondmico demonstrou que mais de 65% do risco agregado total

de parto prematuro em cada pais carece de uma explicagdo biologica plausivel, e 63% da
diferenca entre os paises ndo pode ser explicada com fatores conhecidos (FERRERO et al.,
2016). Esse achado evidencia a importancia de mais estudos acerca da etiologia dos partos
prematuros.

Pensando na prevengao e atengdo aos casos de possivel parto prematuro, destacam-
se referéncias de que os metabolitos plasmaticos maternos se mostram diferentes entre
partos a termo e pré-termo (CARTER; PAN; MCRITCHIE, 2019; ELSHENAWY et al.,
2020). Parte deles pode estar relacionada com trabalho de parto prematuro, enquanto outros
podem ser afetados pela idade gestacional ou inicio do trabalho de parto. Isso indica que o
perfil metabdlico pode classificar grupos de parto prematuro ou a termo, aumentando o
potencial do metaboloma® como um biomarcador para identificar gestacdes de alto risco
(LIZEWSKA et al., 2018; SOUZA et al., 2019).

As complica¢des de um nascimento prematuro sio diversas, tanto a curto quanto a
longo prazo. As imediatas incluem maior risco de problemas respiratorios neonatais (como
sindrome de dificuldade respiratdria e displasia broncopulmonar), NEC, sepse, condigdes
neuroldgicas (como leucomalécia periventricular, convulsdes, hemorragia intraventricular,
paralisia cerebral e encefalopatia hipoxico-isquémica), bem como dificuldades de
alimentacdo e problemas de visdo e audicdo (FILIPPO et al., 2022; MOREIRA;
MAGALHAES; ALVES, 2013). Além disso, 1 em cada 4 bebés pré-termo extremos
morrem durante os dias de hospitalizacdo ap6s o nascimento (PATEL, 2016).

Os bebés prematuros tardios j4 apresentam riscos significativamente maiores de
complicagdes em comparacdo com bebés a termo, € quanto menor a idade gestacional,
maiores essas complicagcdes. O nascimento prematuro esta associado a piores resultados de
desenvolvimento neuroldgico, taxas mais altas de internagdes hospitalares, além de
dificuldades comportamentais, socioemocionais € de aprendizagem na infancia (ORCHNIK
et al., 2011). Também acarreta custos significativos e de longo prazo para os sistemas de
saude, bem como causa dificuldades psicoldgicas e financeiras considerdveis para as

familias de bebés prematuros (FREY; KLEBANOFF, 2016; PLATT, 2014).

2Conjunto de todos os metabolitos presentes em uma célula, 6rgdo, tecido ou fluido bioldgico, sendo estes
produtos intermediarios ou finais de todas as vias metabodlicas em um organismo vivo (NOTO; FANOS;
DESSI, 2016).
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Os bebés nascidos de parto prematuro apresentam inumeras caracteristicas de

imaturidade de orgdos e sistemas, estando mais suscetiveis a infecgdes e morbidades
(FERNANDEZ et al., 2018), e sdo bebés especialmente necessitados dos componentes do
alimento ouro para RNs (BEGHETTI et al., 2019): o leite materno.

A amamentagdo representa a continuacdo da relagdo entre mae e filho apos o
nascimento. Além do conteudo nutricional, o colostro e o leite maduro contém muitos
componentes que aumentam a resisténcia do bebé contra infecgdes. A amamentacao tem se
mostrado um fator protetor para varias doengas infecciosas, atopicas e cardiovasculares, bem
como para leucemia, NEC, doenga celiaca e¢ doenga inflamatoria intestinal (BRAHM;
VALDES, 2017, CARR et al, 2021). Também tem um impacto positivo no
neurodesenvolvimento, melhorando o coeficiente de inteligéncia (QI), reduzindo o risco de
transtorno de déficit de atengdo e transtornos generalizados de desenvolvimento e
comportamento (INNIS, 2014; LE DOARE et al., 2018).

Uma metanalise do ano de 2016 publicada na The Lancet, que uniu informagdes de
22 revisdes sistematicas, demonstrou que criangcas amamentadas por periodos mais longos
apresentam menor morbimortalidade infecciosa, menos maloclusdes dentarias e maior
inteligéncia do que aquelas amamentadas por periodos mais curtos ou ndo amamentadas,
desigualdade que persiste até mais tarde na vida. Além disso, para as mulheres que
amamentam, a amamentacao protege contra o cancer de mama, cancer de ovario e diabetes
tipo 2. Os autores ainda comentam que a ampliagdo da amamentagdo para um nivel quase
universal poderia prevenir 823.000 mortes anuais em criangas menores de 5 anos e 20.000
mortes anuais por cancer de mama (VICTORA et al., 2016).

Para os bebés nascidos prematuros a amamentacdo ¢ ainda mais importante,
principalmente no que diz respeito ao risco de desenvolver NEC, que ¢ a principal causa de
morte por doenga gastrointestinal em neonatos prematuros, afetando 5 a 12% dos neonatos
nascidos com muito baixo peso (MEISTER; DOHENY; TRAVAGLI, 2020). RNPTs sdo
mais suscetiveis a patologias intestinais como a NEC devido ao desenvolvimento imaturo do
intestino. Mais especificamente, os recém-nascidos prematuros carecem de Varios
mecanismos de defesa, como 4acido géstrico, enzimas, producdo de muco, peristaltismo e
IgA (CHETTA; SCHULZ; WAGNER, 2021). A ingestdo de leite materno durante os

primeiros 5 dias de vida j& foi associada a uma menor incidéncia de NEC, sepse e/ou morte
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durante os primeiros 60 dias de vida (CORPELEIJN et al., 2012), e uma metanalise associou

a amamentagdo com leite materno com risco reduzido de NEC quando comparado ao uso de

formula (ALTOBELLI et al., 2020).

2.2 LEITE MATERNO

2.2.1 Fisiologia da lactacio

O leite materno ¢ produzido na mama por meio de uma série de eventos, que
iniciam logo nas primeiras semanas de gravidez e se mantém por todo o periodo de
amamentagdo, que ¢ recomendado pela OMS até os dois anos de idade da crianca ou mais
(OMS, 2019).

Durante a puberdade, o inicio do ciclo menstrual e as mudangas nos hormoénios
como estrogénio e progesterona no corpo levam ao desenvolvimento incompleto da mama, e
¢ somente durante a gravidez que a mama feminina amadurece em sua capacidade total. A
maior parte da mama incompletamente desenvolvida consiste em tecido adiposo, mas
também compreende parénquima fibroglandular e tecido conjuntivo. O parénquima mamario
contém 15 a 20 unidades chamadas lobos. Esses lobos sdo compostos de 20 a 40 16bulos e
cada lobulo consiste em 10 a 100 cavidades ocas, conhecidas como alvéolos, com alguns
milimetros de tamanho (ALEX; BHANDARY; MCGUIRE, 2020; NEVILLE; NORTON;
UMEMURA, 2001).

O epitélio clbico ¢ capaz de sintetizar os componentes proteicos e lipidicos do leite
materno e as células mioepiteliais sdo capazes de contrair as células epiteliais que compdem
cada alvéolo. Os lobos da mama drenam para os ductos lactiferos que se alargam para
formar um seio antes de convergir com o mamilo. Os ductos maiores sdo formados por
camadas duplas de células epiteliais ctibicas e os ductos menores sdo constituidos por uma
unica camada de células cubicas, enquanto o seio lactifero € revestido por células epiteliais
escamosas estratificadas. O seio lactifero entdo drena para o complexo mamilo-aréolo - a
area circular mais pigmentada no vértice da mama. Abaixo da aréola, as fibras musculares
lisas encontram-se em um padrao circular no tecido conjuntivo denso e paralelas aos ductos

lactiferos para erigir os mamilos em resposta a estimulos apropriados. A aréola também
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contém glandulas sudoriparas, sebaceas e acessOrias chamadas de tubérculos de

Montgomery, que secretam 6leos que mantém a hidratag¢do e evitam rachaduras nos mamilos
(ALEX; BHANDARY; MCGUIRE, 2020; DRAKE et al, 2017; REISENBICHLER;
HANLEY, 2019).

Durante a lactagdo, ocorrem alteracdes anatomicas e fisioldgicas na mama durante a
fase de maturacdo, devido aos niveis elevados de hormdnios durante a gravidez (Figura 1).
Para o processo de lactogénese, o epitélio dos alvéolos aumenta de tamanho, e por volta da
20* semana de gestacdo comegam a secretar alguns componentes do leite, como caseina e
lactose em resposta aos niveis elevados de estrogénio apds a ovulagdo. Essa etapa ¢
conhecida como lactogénese I, ou diferenciagdo secretora (ALEX; BHANDARY;
MCGUIRE, 2020). Nela, os alvéolos ja estdo suficientemente diferenciados para secretar
uma pequena quantidade de leite, mas a secre¢do € controlada por altas concentragdes
plasmaticas de progesterona circulante. A progesterona comeca a ser secretada pelo corpo
luteo em torno da segunda semana de gestacdo, juntamente com o estrogénio, ¢ a placenta

assume essa fun¢ao nas fases posteriores da gravidez (MCGHEE; STEELE, 2020).

Figura 1 — Anatomia da mama e altera¢des durante o periodo de lactagao.
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Antes da gravidez, ha uma propor¢do maior de tecido adiposo em relagao ao tecido

glandular e ductal das glandulas mamadrias. Durante o primeiro trimestre, o sistema ductal se
expande e ramifica no tecido adiposo em resposta ao aumento dos niveis de estrogénio. Os
niveis elevados de estrogénio também resultam em uma reducdo do tecido adiposo.
Aproximadamente 8 semanas apos a fertilizacdo, os trofoblastos, que se desenvolvem na
placenta, produzem o horménio gonadotrofina coridonica humana (HCG). O HCG impede a
degradacao do corpo luteo e estimula a sua produgdo continua de progesterona e estrogénio

(Figura 2) (MCGHEE; STEELE, 2020).

Figura 2 - Principais hormodnios da gravidez.
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Fonte: Adaptado de Alex et al. (2020)

ApoOs 0 nascimento, entdo, o processo de lactagdo continua com o que agora ¢
chamado de lactogénese II ou ativagdo secretora, caracterizado pelo inicio da secregdo
abundante de leite associada ao parto. Esse periodo inicia com a expulsdo da placenta e
declinio nos niveis de progesterona nos primeiros dias apds o parto, acompanhada de uma
transformagdo no epitélio mamario que permite a secre¢ao de grandes volumes de leite

(ALEX; BHANDARY; MCGUIRE, 2020).
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Essa transformac¢do requer uma mudanga coordenada em varios processos,

incluindo mudangas na permeabilidade da via paracelular entre as células epiteliais;
alteracdes na secrecdo de substincias protetoras, como imunoglobulinas, lactoferrina e
carboidratos complexos; e uma taxa aumentada de secre¢ao de todos os componentes do
leite (MCGHEE; STEELE, 2020). O estagio II da lactogénese pode ser monitorado por
mudangas na composi¢do e volume do leite, que sdo categorizados em trés fases.

O primeiro tipo de leite, presente até aproximadamente o 5° dia de vida do bebé, ¢
chamado de colostro, ¢ € rico em proteinas e imunocomponentes. Entre o 6° ¢ o 15° dia, o
leite ¢ chamado de leite de transi¢do, e ja tem maiores quantidades de carboidratos. Por fim,
a partir do 16° dia o leite ja € considerado leite maduro, e possui inimeros componentes que
serdo comentados adiante. O leite permanece com mudangas lentas em seus componentes

durante todo o periodo de lactacdo (NEVILLE; NORTON; UMEMURA, 2001).

2.2.2 Composi¢ao do leite materno

O efeito protetor do leite humano parece ser resultado da agdo sinérgica de diversos
componentes que promovem a saide, que podem ser categorizados em macronutrientes
(proteinas, gorduras e carboidratos), micronutrientes (nutrientes como calcio, tiamina,
riboflavina e vitamina B12), oligossacarideos, hormonios, citocinas e a microbiota
(ERIKSEN et al., 2018). Esses componentes alteram drasticamente suas propor¢des ao
longo da lactagdo, adaptando-se as necessidades nutricionais do neonato (GATES et al.,

2021).

2.2.2.1 Proteinas

As estimadas 400 proteinas do leite humano podem ser classificadas em trés
grupos: proteinas da Membrana do Globulo de Gordura do Leite (MGGL), caseinas e
proteinas do soro de leite (DONOVAN, 2019). Sabe-se que a relagdo entre proteinas do soro
e caseinas, que sdo as mais abundantes, muda ao longo da lactag¢do, diminuindo de 90/10 no
colostro (dias 0—5) para 65/35 no leite de transicao (dias 6-15), entdo 60/40 em 1 més pos-
parto e ao longo do primeiro ano de lactagio (LONNERDAL et al., 2017). As proteinas mais
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presentes incluem a lactoferrina, receptor de imunoglobulina polimérica (IgA e IgM), al-

antitripsina, lipase ativada por sais biliares, proteina de ligagdo a vitamina D e haptocorrina
(BRUNSER, 2018).

As proteinas do leite humano desempenham uma variedade de fung¢des, incluindo a
atuacdo como fonte de aminoacidos; a melhora da absor¢cdo de micronutrientes; o estimulo
ao crescimento e amadurecimento do intestino; o apoio a resposta imunologica; a influéncia
na composicdo do microbioma intestinal; € a contribui¢do para a aprendizagem e memoria
(Figura 3) (DONOVAN, 2019; ZHU; DINGESS, 2019). Algumas proteinas tém atividades
em varias categorias. Por exemplo, a lactoferrina tem sido associada ao transporte de
nutrientes, a defesa do organismo e ao apoio de fungdes intestinais, cognitivas e
imunolégicas (BRUNSER, 2018) O leite humano contém também uma variedade de

proteinas bioativas, e algumas das bioatividades sdo exercidas somente apos a digestdo das

proteinas no trato gastrointestinal (LONNERDAL et al., 2017).

Figura 3 - Funcdes bioldgicas das proteinas do leite materno.
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Peptideos derivados da proteina do leite estdo também endogenamente presentes no
leite humano, e achados recentes reportam que alguns deles foram relatados como peptideos
bioativos, como por exemplo um peptideo antimicrobiano e um peptideo imunomodulador.
Um numero maior de peptideos ¢ identificado em aspirados gastricos de lactentes
amamentados, e peptideos bioativos, como os inibidores da enzima conversora de

angiotensina I e agonistas opidides sdo encontrados apenas na digestao do leite humano, mas
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ndo no leite humano propriamente dito. Sabe-se que a caseina ¢ a maior fonte de liberacao

de peptideos bioativos (WADA; LONNERDAL, 2020).

O que a literatura reporta sobre o assunto sugere que as proteinas presentes no leite
materno ndo apenas contribuem para o crescimento do bebé, mas também auxiliam na
maturacdo de seus Orgdos e sistemas, além de fornecer protecao contra deficiéncias
especificas de minerais e vitaminas, sendo especialmente necessarias para o RN prematuro.
No leite de maes pré-termo, a presenca de alto teor de proteina (BOYCE et al., 2016) reflete
as necessidades nutricionais do bebé prematuro, em que o acimulo de proteina no feto ¢ de
aproximadamente 2 g/kg/dia de proteina corporal e os estoques de proteina diminuem
rapidamente apos o nascimento na auséncia de suplementag@o. A introdugdo precoce de leite
humano nesses casos pode prevenir o catabolismo proteico que comeca logo apds o

nascimento (GATES et al., 2021).

2.2.2.2 Gorduras

A gordura ¢ a principal fonte de energia e contribui com quase 50% da densidade
caldrica total do leite humano, e também traz importantes funcdes biologicas (ERIKSEN et
al., 2018). Se trata de um componente estrutural das membranas celulares, um transportador
de vitaminas lipossoluveis e um precursor para a sintese de hormonios e eicosanoides (por
exemplo, prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos) (ZOU; PANDE; AKOH, 2016).

No leite humano, que ¢ uma emulsdo de d4gua em O6leo (como ocorre no leite de
todos os mamiferos), as moléculas lipidicas sdo organizadas em uma estrutura emulsificada
unica, os globulos de gordura do leite (GGL), que sdo envoltos pelas MGGLs
(DEMMELMAIR; KOLETZKO, 2018). Sabe-se que o tamanho dos GGLs ¢ maior no
colostro e no leite de transi¢do em comparag¢dao com o leite maduro (MARTINI; SALARI;
ALTOMONTE, 2013) e h4a muitos anos ja foi evidenciado que o tamanho dos GGLs esta
relacionado ao teor lipidico, indicando que um aumento no teor de gordura do leite estd
associado a GGLs maiores, em vez de um aumento no numero de GGLs de tamanho
semelhante (MICHALSKI et al., 2005).

A MGGL por sua vez possui uma estrutura de trés camadas e contém fosfolipidios,

glicolipidios, proteinas (como transportadores de membrana, receptores e enzimas) e rafts
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lipidicos ricos em colesterol e esfingomielina (DEMMELMAIR; KOLETZKO, 2018).

Como relatado na revisdo de Bourlieu e Michalski (2015), todas essas propriedades em
conjunto podem proteger os bebés contra infecgdes e melhorar a digestdo e a absorcao de
lipidios. Além disso, a estrutura protetora da MGGL também contribui para a alta
estabilidade oxidativa do leite humano ordenhado.

Em relacdo ao impacto da gordura na satde dos bebés, no estudo realizado por
Prentice et al. foi observado que um maior teor de gordura no leite humano estava
relacionado a um menor peso durante a infancia, menor adiposidade e menor ganho de
indice de massa corporal (IMC) entre os 3 e 12 meses de idade, e menor adiposidade e IMC
aos 12 meses de idade. Nao foram encontradas associacdes com o comprimento infantil
(2016). Isso sugere que um elevado teor de gordura no leite humano pode reduzir a taxa de
crescimento e, consequentemente, beneficiar a composi¢do corporal posterior. Esses
resultados estao alinhados com as descobertas de um estudo sobre dieta complementar, no
qual a ingestdo de gordura aos 2 anos de idade demonstrou ter um efeito protetor contra o
desenvolvimento de sobrepeso/obesidade em adultos jovens (ROLLAND-CACHERA et al.,
2013).

Estudos indicaram também uma possivel associagdo entre o teor de gordura no
leite humano e o IMC pré-gestacional. Observou-se que mulheres com sobrepeso e
obesidade em regides como Europa Oriental € China apresentaram maiores concentragdes de
gordura e energia por volume de leite humano ordenhado em comparacdo com mulheres
com IMC pré-gestacional considerado normal (BURIANOVA et al., 2019; YANG et al.,
2014).

No leite de maes pré-termo, o teor de gordura demonstra aumento com o tempo.
Com base em dados agregados por Gates et al. de 19 relatérios disponiveis de teor de
gordura no leite humano prematuro, o teor de gordura parece aumentar quase duas vezes nas
primeiras duas semanas apOs o nascimento e ¢ relativamente estavel no leite humano
prematuro maduro (2021). Essas mudancas no teor de gordura refletem o aumento da
densidade caldrica nas primeiras semanas de lactacdo do prematuro, que condizem com sua

necessidade nutricional.
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2.2.2.3 Carboidratos

Uma ampla variedade de carboidratos diferentes e complexos estdo presentes no
leite humano, sendo a lactose o mais abundante (aproximadamente 70-83% do total de
carboidratos). A lactose estd presente na maior concentragdo em humanos em comparacao
com qualquer outra espécie, correspondendo as altas demandas de energia do cérebro
humano (ERIKSEN et al., 2018). Também estdo presentes os oligossacarideos, que
representam uma parte importante dos carboidratos encontrados no leite materno, porém nao
sdo digeridos pelo bebé. Sua fungdo consiste em alimentar a microbiota intestinal (BOYCE
et al., 2016).

A porcentagem de lactose no leite humano ja foi positivamente associada a
mudanga no peso infantil, adiposidade e IMC entre 3 e 12 meses de idade, ¢ com
adiposidade e IMC aos 12 meses de idade (PRENTICE et al., 2016). Quanto as suas
funcdes, além do fornecimento de energia ao recém-nascido (CHETTA; SCHULZ;
WAGNER, 2021), a lactose ja demonstrou ter uma funcdo adicional na imunidade inata
conferida ao lactente, por meio da regulacdo positiva de peptideos antimicrobianos
gastrointestinais que podem levar a protecdo do intestino neonatal contra patogenos e
regulagdo da microbiota do bebé (CEDERLUND et al., 2013).

Em relacdo ao leite pré-termo, 10 artigos de uma revisdo mostraram ampla variagao
no conteudo de carboidratos no leite humano prematuro relatado nas coortes, que foram
realizadas nos Estados Unidos, Quénia, Egito, Holanda, Dinamarca e ndia. No entanto,
apesar da grande variagdo de cada coorte, o conteudo de carboidratos parece permanecer

relativamente estavel desde o nascimento até 30 dias de vida (GATES et al., 2021).

2.2.2.4 Micronutrientes

Os micronutrientes presentes no leite materno incluem vitaminas como a A, C, K,
B-6, B-12, coenzimas como a riboflavina e tiamina, e minerais como ferro, calcio, fosforo,
zinco e magnésio (DROR; ALLEN, 2018). Estudos acerca do papel desses micronutrientes e

sua relagao com o desenvolvimento infantil ainda sdo escassos na literatura.
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Do que se tem reportado, sabe-se que as vitaminas presentes no leite desenvolvem

importantes papéis em diversos sistemas. Cita-se a vitamina B-6 atuando como cofator para
as mais de 100 enzimas que atuam no metabolismo de aminoacidos, glicolise e
gliconeogénese (SWAMINATHAN; THOMAS; KURPAD, 2015), a vitamina B-12 como
cofator para enzimas essenciais no metabolismo de folatos e sintese de DNA (DROR;
ALLEN, 2008), a vitamina C atuando no aumento da produgdo de anticorpos ¢ interferons
(AHMED et al., 2004), a vitamina A sendo fundamental no crescimento e desenvolvimento
corporal (DEBIER; LARONDELLE, 2005) e a vitamina D com um importante papel no
desenvolvimento dsseo, imunologico e cerebral (DROR; ALLEN, 2010).

Um estudo de 2021 que avaliou o contetido de algumas vitaminas no leite de maes
a termo e pré-termo demonstrou que, quando comparado a idade pos-menstrual equivalente
(estagio de desenvolvimento infantil equivalente), o leite pré-termo foi significativamente
maior em teor para vitaminas B1, B2, B3, B6 ¢ B9, mas com menores niveis de vitaminas A,
E, e carotendides como b-caroteno, zeaxantina e licopeno (REDEUIL et al., 2021). Esses
resultados sugerem que bebés prematuros alimentados em idade equivalente a termo podem
receber quantidades menores desses micronutrientes do que RNs a termo alimentados,
possivelmente ressaltando a importdncia de complementar ou reforcar sua ingestdo
nutricional com vitaminas dependendo do caso.

A deficiéncia de vitaminas no RNPT pode ter impacto em diversos sistemas e
orgaos que ainda sdo imaturos. Pode haver fragilidade Ossea, problemas de crescimento,
atraso no desenvolvimento neuroldgico e problemas imunologicos (DROR; ALLEN, 2018),
por isso, monitorar os niveis das vitaminas e suplementar quando identificada uma caréncia
¢ importante.

Assim como as vitaminas, monitorar os niveis de minerais também ¢ necessario,
pois a deficiéncia também pode trazer impactos. Com o fosforo, por exemplo, o leite a termo
se mostra mais denso em teor do que o leite prematuro (HSU et al., 2014). Relevante para
bebés prematuros, a hipofosfatemia estd ligada ao risco de sepse, ventilagdo mecanica
prolongada e displasia broncopulmonar (MOLTU et al., 2013).

O calcio ¢ outro mineral que age como um micronutriente critico para a satde 6ssea
e vias de sinalizagdo celular. Para o bebé prematuro em desenvolvimento, promover a

ingestao adequada de célcio e a preservagdo dos niveis de célcio melhora a mineralizacao
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Ossea e previne a osteopenia da prematuridade, aprimora o tonus vascular e a funcdo

cardiaca e sustenta a adaptagdo neural (ANDREAS; KAMPMANN; MEHRING LE-
DOARE, 2015). E importante ressaltar que as necessidades de calcio de um bebé prematuro
sd30 muito maiores que um bebé a termo (enquanto um bebé nascido com 3,5kg necessita de
57mg/kg/d, um bebé que nasce com lkg wvai precisar de cerca de 200mg/kg/d)
(KOLETZKO; POINDEXTER; UAUY, 2014). Apesar de haver algumas divergéncias na
literatura, de modo geral ndo sdo encontradas diferengas significativas nas quantidades de
célcio entre leites de maes a termo e prematuros (GATES et al., 2021).

Ainda, como muitos outros nutrientes, o cobre € acumulado no terceiro trimestre da
gravidez, tornando o bebé prematuro suscetivel a sua deficiéncia. O cobre é um nutriente
essencial e sua insuficiéncia resulta em anemia, neutropenia, trombocitopenia e osteoporose
(CHOI et al., 2016). Gates e colaboradores identificaram cinco relatérios que avaliaram a
concentracao de cobre no leite humano de bebés pré-termo, e todos os estudos mostraram
uma diminui¢do no teor de cobre ao longo do tempo, com o leite humano pré-termo imaturo
apresentando uma concentracdo de cobre quase 50% maior do que o leite humano pré-termo

maduro (2021).

2.2.2.5 Oligossacarideos

Os oligossacarideos do leite humano sdo componentes que variam em tamanho de 3
a 32 aglcares e possuem uma composi¢do Unica em comparagdo com outros mamiferos.
Embora ndo sejam nutrientes diretos para o bebé, esses componentes representam uma
proporc¢ao significativa do leite humano, comparavel a quantidade de proteinas totais. Essas
estruturas sdo sintetizadas por glicosiltransferases, enzimas responsaveis também pela
sintese de estruturas semelhantes em outras secre¢des humanas e nas superficies mucosas
(ANDREAS; KAMPMANN; MEHRING LE-DOARE, 2015).

Os oligossacarideos atuam como agentes prebidticos, estimulando seletivamente o
crescimento de organismos benéficos (probidticos). Além disso, os oligossacarideos e seus
conjugados proteicos sdo reconhecidos como inibidores de ligacdo a patdgenos, atuando
como receptores soluveis "atraentes" para patdgenos que possuem afinidade com os

receptores de oligossacarideos expressos na superficie intestinal do bebé (BALLARD;
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MORROW, 2013). Também, podem modular o epitélio e as respostas das células imunes,

reduzir a infiltragdo e ativacdo excessiva de leucdcitos na mucosa, diminuir o risco de NEC
e fornecer ao bebé 4acido sidlico como um nutriente potencialmente essencial para o
desenvolvimento cerebral e a cognicdo (BODE, 2012).

De forma geral, esses oligossacarideos diminuem drasticamente sua abundancia no
leite nos primeiros trés meses apds o parto (THURL et al., 2010). Em relagdo as diferengas
do leite a termo para o leite prematuro, a revisdo sistematica de Gidrewicz & Fenton
mostrou que, predominantemente, os niveis de oligossacarideos nos dois tipos de leite se
mostraram muito similares, sendo observada somente diferenga entre os dias 4 e 7 apds o
parto, em que a abundancia de oligossacarideos no leite pré-termo foi 12% maior que no a

termo (2014).

2.2.2.6 Hormonios e citocinas

O leite humano conta com importantes hormonios como a eritropoietina, que ¢ o
principal hormonio envolvido na produgdo de células da linhagem vermelha do sangue, a
adiponectina, que ¢ um hormdnio multifuncional que ativamente regula o metabolismo e
consegue ultrapassar a barreira intestinal (BALLARD; MORROW, 2013), e a leptina, que
participa ativamente da regulagio do metabolismo energético (BADILLO-SUAREZ;
RODRIGUEZ-CRUZ; NIEVES-MORALES, 2017). Horménios reguladores de apetite
também estdo no leite materno e parecem ser influenciados por fatores maternos e
desempenhar um papel no crescimento infantil (LARSON-MEYER et al., 2021).

Ja as citocinas sdo polipeptideos pluripotentes que atuam por meio de ligagdo a
receptores celulares especificos, operando redes e orquestrando o desenvolvimento e as
fungdes do sistema imunologico (LIU et al., 2021). Esses componentes desempenham um
papel enorme em muitos processos biologicos. Sua produgdo, liberacdo e interagdes estao
sujeitas a um mecanismo muito complexo, uma vez que sao produzidas por todos os tipos de
células, funcionam de maneira muito diferente e sdo caracterizadas por sinergismo em agao,
antagonismo e atividade de agregacdo (KIELBASA; GADZALA-KOPCIUCH;
BUSZEWSKI, 2021). Também, servem de biomarcadores para diversas doengas (LIU et al.,
2021).
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A relagdo do leite humano com as citocinas inicia na mama, uma vez que O

desenvolvimento da glandula mamaria ¢ dependente da interacdo de hormonios estroidais e
citocinas (BRENMOEHL et al., 2018). Inumeras citocinas ja foram identificadas no leite, e
sdo relacionadas a habilidade do mesmo de prover protecao passiva € modular ativamente o
desenvolvimento da mucosa e resposta imune do lactente. Dentre suas fungdes biologicas,
sabe-se que certas citocinas (como IL-6 e TNF-a) foram implicadas na regulagdo do
desenvolvimento e das fun¢des da glandula mamaria, e outras, como a IL-1 e IFN-g
provavelmente podem influenciar a producdo de agentes de defesa ou outras citocinas
(GAROFALO, 2010).

Das intmeras citocinas presentes no leite materno vale evidenciar a presenga da
TGF-B. A TGF-f do leite materno modula a expressao da molécula de classe II nas células
epiteliais intestinais, o que pode ter relevancia para o recém-nascido lidar com a presenga de
antigenos pos-parto. Os RNPTs, em particular, sofrem de aumento da permeabilidade
intestinal, que pode ser bloqueado pelo TGF-B. Sabe-se ainda que bebés com NEC tém
niveis reduzidos de expressao de TGF-f na mucosa, ainda mais baixos do que no intestino
prematuro ou fetal, e reducdo da bioatividade de TGF-B. Sendo assim, a alimentagdo com
leite materno diminui a gravidade da NEC em bebés prematuros, que se distingue pelo peso
intestinal elevado, propor¢do da mucosa e altura das vilosidades (BRENMOEHL et al.,
2018)

2.2.3 Microbiota do leite materno

Por muito tempo, a andlise microbiologica do leite materno s era realizada em
casos de infecgdo, e por isso, a presenca de microrganismos nao-patogénicos no leite ainda
era desconhecida, e pensava-se que na auséncia de infeccdo o leite materno era um fluido
estéril. Autores comentam que o dogma de longa data da esterilidade do leite humano foi tao
bem estabelecido que o grande Projeto do Microbioma Humano, que visava descrever as
caracteristicas do microbioma de varios locais do corpo, ndo incluiu o leite ou a glandula
mamaria entre os locais de interesse (BEGHETTI et al.,, 2019). Nas ultimas décadas,
entretanto, o uso de tecnologias mais sofisticadas por meio da amplificacdo do gene que

codifica o RNA ribossomico 16S bacteriano deu inicio a um novo conceito de “microbioma
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do leite”, um ecossistema complexo com uma diversidade maior do que o anteriormente

previsto.

As primeiras caracterizagdes de leite materno em mulheres saudaveis foram
realizadas com base em técnicas que dependiam de cultura, cuja limitagdo era permitir o
isolamento de apenas um nimero restrito de géneros bacterianos (MARTIN et al., 2003).
Estudos conduzidos utilizando métodos dependentes de cultura revelaram que tanto
anaerobios facultativos quanto espécies predominantemente aerobias foram os principais
colonizadores do ecossistema do leite humano. Entre os grupos bacterianos mais
frequentemente isolados e abundantes estavam Streptococcus e Staphylococcus, seguidos de
espécies derivadas da pele ou contaminantes ambientais, como Propionibacterium ¢ géneros
pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Ainda, também foram encontradas bactérias
probidticas intestinais bem conhecidas, como Bifidobacterium e Lactobacillus (JOST et al.,
2013).

O desenvolvimento de técnicas independentes de cultura, como a reagdo em cadeia
da polimerase quantitativa (QPCR) e, posteriormente, o Sequenciamento de Nova Geracao
(NGS), permitiu a caracterizagdo detalhada da composicao e diversidade do leite humano, e
documentou um grande numero de bactérias no leite materno e uma alta variabilidade na
composi¢do. Uma revisdo sistemdtica sobre o repertorio microbiano do leite materno
demonstrou a presenca de cerca de 820 diferentes espécies bacterianas, pertencentes
principalmente aos filos Proteobacteria e Firmicutes. Foi demonstrado que a microbiota da
mama e do leite humano compartilha 49% das espécies de seu repertério com o intestino,
30% com a vagina, 28% com o trato urinario, 28% com o trato respiratorio € 21% com a
cavidade oral. Além disso, € interessante mencionar que um total de 303 espécies
bacterianas foram encontrados apenas na microbiota da mama e do leite humano e ndo em
outros repertorios microbianos humanos, sugerindo uma microbiota mamadria especifica
(TOGO et al., 2019). Esse achado vai ao encontro do que foi mostrado por LaTuga et al.,
que menciona ainda os filos Actinobacteria e Bacteroidetes e os respectivos géneros mais

abundantes (2014), como demonstrado no Quadro 1.
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Quadro 1 - Bactérias mais comumente encontradas no leite materno humano.

Filo Género

Staphylococcus, Streptococcus, Veillonella, Gemella,
Firmicutes Enterococcus, Clostridia, Bifidobacterium,
Lactobacillus

Actinobacteria Propionibacterium, Actinomyces, Corynebacterium

Pseudomonas, Sphingomonas, Serratia, Escherichia,

Proteobacteri . . .
roteobacteria Enterobacter, Ralstonia, Bradyrhizobium

Bacteroidetes Prevotella

Fonte: Adaptado de LaTuga, Stuebe & Seed, 2014.

Um dos primeiros estudos a caracterizar a diversidade bacteriana do leite com
novas tecnologias foi o de Hunt e colaboradores, que em uma andlise da associagdo da
comunidade microbiana em 3 amostras diferentes de 16 mulheres americanas sugeriu que
um microbioma “central” de leite estava presente. Das centenas de Unidades Taxonomicas
Operacionais (OTUs) detectadas no leite de cada mulher, apenas 9 estavam presentes em
todas as amostras de cada mulher. Surpreendentemente, essas 9 OTUs "centrais"
representaram cerca de metade da comunidade microbiana observada, embora a abundancia
relativa variasse muito entre os individuos. Essas 9 OTUs foram os géneros bacterianos
Staphylococcus, Streptococcus, Serratia, Pseudomonas, Corynebacterium, Ralstonia,
Propionibacterium, Sphingomonas e Bradyrhizobium (HUNT et al., 2011).

Outro estudo também reportou uma microbiota “central”, constituida pelos géneros
Staphylococcus,  Streptococcus,  Bacteroides,  Faecalibacterium, = Ruminococcus,
Lactobacillus, e Propionibacterium, identificados em leites de mulheres espanholas
(JIMENEZ et al., 2015). Desses dois estudos que definiram uma microbiota “central”,
somente os géneros Staphylococcus, Streptococcus € Propionibacterium foram reportados
como géneros predominantes em ambos, 0 que sugere que esse conceito pode depender
muito da localizagdo geografica, dentre muitos outros fatores que influenciam na
composi¢do microbiana do leite materno, como idade gestacional, sexo bioldgico, paridade,

antimicrobianos intraparto, estagio da lactacdo e dieta (ZIMMERMANN; CURTIS, 2020).
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O tipo de coleta utilizada (ordenha manual ou bomba de leite) (RODRIGUEZ-

CRUZ et al., 2020), modo de parto (CABRERA-RUBIO et al., 2016; URBANIAK et al.,
2016) e aspectos analiticos como armazenamento, temperatura ¢ kit de extragdo de DNA
utilizado (LYONS et al., 2021) também demonstram influenciar na anélise da microbiota do
leite materno. Além disso, evidenciam a grande variabilidade individual de abundancia de
diferentes géneros bacterianos entre as maes, conferindo ao leite materno alto grau de
exclusividade da mae para seu filho também na microbiota.

Um curioso estudo foi além dos fatores de influéncia da composi¢do microbiana do
leite mais frequentemente estudados, como parametros clinicos e demograficos, e avaliou as
associacdes entre o ambiente social e o leite materno. Eles identificaram a amplitude das
redes sociais e de cuidados dos bebés e a frequéncia de contato que esses bebés tinham com
os cuidadores, estudando um grupo em que os bebés raramente tinham contato com outras
pessoas além da mae, em uma comunidade de maes coletoras e horticultoras; ¢ um outro
grupo em que os bebés cujas familias residem em complexos familiares estendidos,
permitindo que a diade mae-bebé tenha contato frequente com outras pessoas. A analise do
leite materno dessas maes demonstrou que a diversidade e a composi¢do da comunidade
microbiana do leite materno estavam relacionadas ao tamanho da rede social da diade mae-
bebé e a frequéncia dos cuidados que os bebés recebem, mostrando a influéncia até mesmo
social na microbiota do leite (MEEHAN et al., 2018).

Uma explicacdo para esse intrigante achado de que a quantidade de pessoas com
que o bebé tem contato pode influenciar na composi¢do da microbiota do leite da sua mae
pode ser encontrada no que diz a literatura sobre a origem das bactérias do leite. Apesar de
ainda pouco compreendida, atualmente os estudos apresentam duas vias principais para
tentar explicar a origem da microbiota do leite humano: o chamado fluxo retrogrado e a via
enteromamaria.

O fluxo retrogrado consiste na transferéncia de bactérias do bebé para a mae, que
ocorre durante a amamentagao com a suc¢ao do bebé na mama (Figura 4a). Foi identificado
que quando o bebé suga o leite, ndo apenas o leite se desloca para sua cavidade oral, mas
também todo o contetido que passa por dentro da cavidade oral do bebé retorna para a mama
(KORDY et al., 2020), o que esclarece que os microrganismos aos quais o bebé ¢ exposto

em diferentes ambientes podem migrar para as glandulas mamadrias por meio da cavidade
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oral do bebé, e assim, influenciam na composi¢do do leite. Isso poderia explicar como

bactérias comumente encontradas na cavidade oral infantil, como as dos géneros Veillonella,
Leptotrichia e Prevotella, ou bactérias comumente encontradas na vagina, como
Lactobacillus, sao algumas vezes encontradas no leite humano. As bactérias vaginais podem
ser adquiridas pelo bebé por meio de parto vaginal e depois transferidas para o leite humano
por fluxo retrogrado (LOPEZ LEYVA; BRERETON; KOSKI, 2021). J4 foi demonstrado
também que Streptococcus ¢ um género bacteriano predominante no microbioma salivar
(CEPHAS et al., 2011), e estd presente também no leite humano (HUNT et al., 2011).
Inicialmente, essas observagdes sugerem que somente a boca do bebé pode contribuir com
bactérias para a glandula mamaria, no entanto, também ¢ possivel inferir que as bactérias
presentes no leite humano desempenhem um papel no estabelecimento do microbioma
salivar do bebé.

Além disso, ha a crenga de que os tipos bacterianos comumente encontrados no
leite humano tém origem na pele. Estudos mostram que mesmo ap6s a limpeza da area
periareolar, amostras de leite materno contém microbiota associada a pele (LATUGA;
STUEBE; SEED, 2014). Na préatica, dificilmente as maes limpam o seio antes de
amamentar, e além disso, durante a amamentacdo, o mamilo e a regido areolar circundante
estdo na boca do bebé, introduzindo bactérias associadas a pele materna na cavidade oral do
bebé no momento da ejecdo do leite, e retornando via fluxo retrogrado. Bactérias como
Staphylococcus, Propionibacterium e Corynebacterium, que sdo predominantes na pele
adulta, sdo identificadas no leite humano (GOMEZ-GALLEGO et al., 2016).

Outro caminho que pode originar as bactérias do leite materno ¢ a via
enteromamaria, que seria do intestino da mae até as glandulas mamarias (Figura 4b). Ainda
ndo estd claro como exatamente as bactérias conseguem atravessar o epitélio intestinal,
escapar do sistema imunoldgico e alcangar a glandula mamaria, no entanto, apresenta-se a
hipotese de que, possivelmente, células inatas residentes no tecido intestinal, como cé€lulas
dendriticas ou macrofagos, desempenham um papel significativo nesse processo de
migra¢do, agindo como transportadoras de bactérias do intestino materno para a glandula
mamaria. Foi demonstrado que as células dendriticas podem abrir as jungdes apertadas entre

as células epiteliais intestinais e penetrar no epitélio intestinal com seus dendritos,
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permitindo que elas coletem amostras de bactérias comensais diretamente do lumen

intestinal, sem comprometer a integridade da barreira epitelial (JEURINK et al., 2013).

Figura 4 — Vias potenciais que explicariam a origem das bactérias do leite humano.
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Legenda: A) Através do fluxo retrégrado, a microbiota da pele da mie e a microbiota oral do bebé podem
contribuir para o estabelecimento do microbioma do leite humano. B) Bactérias do trato intestinal materno
podem ser absorvidas por diferentes células imunes. A migragdo macica de células imunes para as glandulas
mamarias poderia fornecer outra rota possivel para alterar o microbioma do leite humano.

Fonte: Adaptado de Jeurink et al. (2013).

Quanto a quantidade de bactérias, sabe-se que a concentragdo bacteriana no leite
humano de mulheres saudaveis geralmente fica em torno de um nivel indetectavel até 103
UFC/mL, quando as amostras sdo coletadas de forma higiénica por expressdo manual ou
usando dispositivos de bomba estéreis de uso unico (RODRIGUEZ-CRUZ et al., 2020). A
concentracdo pode ser muito maior (até 10° UFC/mL) em mulheres com mastite, por
exemplo (JIMENEZ et al., 2015).

Em relacdo ao leite de maes de bebés prematuros, estudos reportam a
predominancia do género Staphylococcus (ASBURY et al., 2020, BIAGI et al., 2018,
CACHO et al., 2017, URBANIAK et al., 2016), bem como uma diminui¢do na abundancia
de Streptococcus quando comparado ao leite de maes a termo (BIAGI et al., 2018). Exceto
essas observacoes, de maneira geral o leite prematuro se assemelha no perfil da microbiota
quando comparado a estudos que avaliaram o leite a termo, embora sejam escassos 0s
estudos que fizeram essa comparacao até hoje.

E evidente a importancia da microbiota do leite materno para os bebés

amamentados. Os microbios no leite da mae colonizam a cavidade oral e o intestino do bebé,
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fornecendo bactérias colonizadoras pioneiras e enriquecimento de bactérias associadas a

efeitos benéficos e contribuindo para o estabelecimento do microbioma intestinal e oral do
bebé (BEGHETTI et al., 2019), e esse efeito ¢ muito maior quando se trata do leite da mae
para o proprio filho. As comunidades microbianas intestinais infantis ja se mostraram mais
relacionadas ao leite e a pele da mae do bebé em comparacdo com uma mae aleatoria
(PANNARAIJ et al., 2017).

Estudos documentaram que o leite materno e as fezes de bebés compartilham cepas
microbianas especificas de Bifidobacterium, Lactobacillus, Enterococcus e Staphylococcus
(ASNICAR et al., 2017, FERRETI et al., 2018). O maior potencial de transferéncia vertical
mae-neonato via leite materno foi observado para o género Bifidobacterium (JOST et al.,
2014), que também ¢ um dos principais probidticos benéficos para bebés de idade
gestacional extremamente baixa (FORTMANN et al., 2020). Também foi demonstrado que
a microbiota intestinal de bebés amamentados difere de individuos ndo amamentados e que
as primeiras impressoes digitais podem persistir na idade adulta. A microbiota intestinal
possui fungdes essenciais na manutengdo da homeostase e no desenvolvimento do sistema
imunolégico e metabolico durante os estagios iniciais da vida. A interacdo entre o
hospedeiro e a microbiota promove a fun¢do de barreira intestinal, a integridade da mucosa e
o equilibrio da resposta imunoldgica sistémica. Além disso, os padrdoes de colonizagdao
inicial afetam a fun¢do metabolica do hospedeiro, incluindo deposicdo de gordura, niveis
circulantes de leptina e resisténcia a insulina no periodo neonatal (DOMINGUEZ-BELLO et
al., 2019; MILANI et al., 2017; TANAKA; NAKAMAYA, 2017).

Ainda sobre o impacto na microbiota intestinal infantil, bebés prematuros que
foram alimentados com leite materno j& demonstraram ter uma maior diversidade bacteriana
inicial e uma aquisi¢do mais gradual de diversidade em comparagdo com bebés que foram
alimentados com formula infantil, ¢ além disso, o microbioma de bebés alimentados com
leite materno foi mais semelhante, independentemente do peso ao nascer, em contraste com
o microbioma de bebés alimentados com formula infantil, que se agruparam de maneira
diferente com base no peso ao nascer. Com isso, a amamentacdo com leite materno parece
atenuar a influéncia do peso ao nascer, indicando um efeito protetor contra a imaturidade
intestinal em bebés prematuros. No mesmo estudo, a suplementagdo com leite humano

doado pasteurizado foi parcialmente bem-sucedida na promog¢do de um microbioma mais
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semelhante aos bebés alimentados com leite materno do que os alimentados com féormula

(GREGORY et al., 2016)

Bactérias do leite humano também podem ser relevantes para a saide da mama. O
ecossistema da glandula mamaria lactante ¢ hospitaleiro para muitos microrganismos,
incluindo grupos de bactérias que tém o potencial de causar mastite. Com o distirbio desse
estado de equilibrio, pode ocorrer infecgdo e, de fato, alguns estudos relataram que a mastite
¢ um processo caracterizado por uma disbiose bacteriana mamaria, incluindo uma menor
diversidade microbiana, maior abundancia de patéogenos oportunistas e deplecdo de
anaerdbios obrigatorios comensais (FERNANDEZ; RODRIGUEZ, 2020). Estratégias para o
manejo da mastite baseadas em probidticos do leite humano, como alternativa ou
complemento a antibioticoterapia, estd sendo amplamente proposto. Até o momento, a
administracdo oral de algumas cepas de Lactobacillus isoladas do leite humano provou ser
uma excelente abordagem para o tratamento e prevencdo da mastite lactacional (BOND;

MORRIS; NASSAR, 2017; FERNANDEZ et al., 2014).

2.2.4 Bancos de Leite Humano e o leite pasteurizado

Quando nao ha leite da mae suficiente disponivel para alimentar os RNs, a melhor
alternativa se torna o leite de maes doadoras, por meio dos BLHs. Os BLHs sao
responsaveis por coletar, triar, armazenar, processar e distribuir o leite humano (MORO et
al., 2019), e sdo um servigo especializado vinculados a um hospital de aten¢do materna e/ou
infantil, como ¢ o caso do BLH participante desse estudo, que ¢ vinculado a Maternidade
Carmela Dutra de Florianopolis.

O primeiro BLH que se tem conhecimento foi estabelecido em 1909 em Viena,
Austria. A pratica da amamentagdo cruzada foi amplamente adotada na Europa durante o
século XIX, com o objetivo de fornecer leite humano para bebés cujas maes eram incapazes
de amamentar. No entanto, as doadoras de leite nem sempre estavam disponiveis ou, quando
estavam, muitas vezes levavam estilos de vida pouco sauddveis ou carregavam infec¢oes
que poderiam ser transmitidas através do leite. Uma alternativa a amamentacao cruzada foi

encontrada nos BLHs. Pouco depois de Viena, um BLH foi aberto nos Estados Unidos no
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Boston Floating Hospital, e muitos outros o seguiram sendo implantados em todo o mundo

(HAIDEN; ZIEGLER, 2017).

No Brasil, o primeiro BLH foi implantado em outubro de 1943, no entdo Instituto
Nacional de Puericultura, atualmente Instituto Fernandes Figueira (IFF) da Fundacao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) (ALMEIDA, 1999). Hoje, o pais possui a maior e mais
complexa rede de BLHs do mundo, com 222 unidades presentes em todos os estados
brasileiros, mais 217 postos de coleta. Em 2001, a OMS reconheceu a Rede Brasileira de
Bancos de Leite Humano (rBLH-BR) como uma das a¢des que mais contribuiram para a
reducao da mortalidade infantil no mundo, na década de 1990. De 1990 a 2012, a taxa de
mortalidade infantil no Brasil reduziu 70,5% (BRASIL, 2023).

Mais do que um servigo técnico, os BLHs sdo um servigo de promogao, protecao e
apoio ao aleitamento materno, como programas de incentivo e sensibiliza¢dao sobre a doacao
de leite humano (BRASIL, 2020). Dentre a atividades realizadas, estdo:

I) Assisténcia a gestante, puérpera, nutriz e lactente na pratica do aleitamento;

IT) Preparo da gestante e elaboracdo de medidas de preven¢do de doencgas e outros
fatores que impecam a amamentagao ou a doagdo de leite humano ordenhado;

IIT) Orientagdo a puérpera, a nutriz e ao lactente sobre autocuidado com a mama
puerperal, pega, posi¢do e succao; ordenha, coleta e armazenamento do leite ordenhado no
domicilio;

IV) Execucdo as operacdes de controle clinico da doadora;

V) Coleta, armazenamento e repasse do leite humano ordenhado para o BLH ao
qual o posto esta vinculado;

VI) Registro das etapas e os dados do processo, garantindo a rastreabilidade do
produto;

VII) Administragdo de um sistema de informagdo que assegure os registros —
relacionados as doadoras e aos produtos — disponiveis as autoridades competentes,
guardando sigilo e privacidade;

VIII) Estabelecimento de a¢des que permitam a rastreabilidade do leite humano
ordenhado (BRASIL, 2020).

Em relagdo aos procedimentos com o leite, todos os BLHs devem observar o

seguinte fluxo de trabalho:
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Figura 5 — Fluxo de trabalho dos BLHs no Brasil.
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Legenda: BLH - Banco de Leite Humano.
Fonte: Adaptado do manual da ANVISA (BRASIL, 2020).

A qualidade microbioldgica do leite humano doado ¢ uma das principais
preocupagdes na maioria dos BLHs, pois sera administrado principalmente a bebés
prematuros ou doentes, que sdo especialmente suscetiveis a infeccdes (ARSLANOGLU et
al., 2023). Por isso, um dos procedimentos realizados nos BLHs ¢ a pasteuriza¢do, que ¢ um
tratamento térmico no leite que tem por objetivo inativar possiveis patdogenos como
bactérias, fungos e virus, e diminuir a carga bacteriana do leite. O procedimento padrao de
pasteurizagdo ¢ também conhecido como HoP, ou Holder Pasteurization, que consiste em
um aquecimento a 62,5°C por 30 minutos (ESCUDER-VIECO et al., 2018). Acontece que
esse procedimento também afeta compostos bioativos e bactérias benéficas para a saude
intestinal do bebé.

A pasteurizacdo HoP ja demonstrou reduzir bioativos como a lactoferrina, fracdes
de imunoglobulina e a atividade da glutationa peroxidase no leite humano (GUERRA et al.,

2018). Além de desempenhar um papel crucial como antioxidante celular na protecao do
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organismo contra danos oxidativos, a glutationa peroxidase reduz o potencial redox do leite,

favorecendo o crescimento de microrganismos anaerdbicos, como a bactéria probidtica
Bifidobacterium (ZIVKOVIC et al., 2015). Também, levando em consideragio a
importancia da lactoferrina para a satide infantil, observou-se que uma parte significativa de
sua fung¢do foi neutralizada durante o processo de pasteurizagdo. Peila et al., em uma revisao
sistemdtica, também observaram os efeitos da pasteurizagdo em compostos bioativos e
nutrientes do leite, com a diminui¢ao de IgM, lisozimas, lactoferrina, vitaminas € hormonios
como a insulina e eritropoietina apés o HoP (2016).

Em relacdo aos efeitos da HoP na microbiota, um estudo demonstrou que o
processo contribuiu para o aumento da diversidade bacteriana nas amostras de leite, sendo
que certas bactérias termorresistentes dos filos Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria
se tornaram mais abundantes. Neste estudo, por meio da andlise de rastreamento de origem,
foi observado que, no méximo, 1,0% das bactérias presentes no leite materno cru podem ter
origem externa, o que indica a seguranga do processo de tratamento das amostras (GARCIA-
GONZALEZ et al., 2022).

O aumento da diversidade bacteriana no leite pasteurizado também foi observado
por Beghetti et al., que além desse fator, observaram que, composicionalmente, a microbiota
do leite de maes de bebés prematuros t€ém uma propor¢do significativamente maior de
Staphylococcus do que o leite de doadora pasteurizado, com Streptococcus tendendo a ser e
Pseudomonas sendo significativamente superrepresentada em amostras de leite pasteurizado
em relacdo ao leite da mae. Além disso, a pasteurizacdo afetou o perfil da microbiota do leite
como um todo, com diferencas de composi¢cdo apds a pasteurizagdo (BEGHETTI et al.,
2022).

Alternativas a pasteurizagao pelo método HoP vém sendo estudadas a fim de buscar
uma técnica que diminua os danos aos compostos bioativos do leite. O sistema High-
Temperature Short-Time (HTST) vem sendo proposto, e foi testado com leites de maes
doadoras. Se trata de uma técnica de aquecimento a 72°C por 10 segundos e tem operagao
precisa e simples, permitindo a pasteuriza¢do de quantidades variaveis de leite doado e reduz
o tempo de processamento ¢ a mdo de obra. Esse processamento ja demonstrou destruir
eficientemente todas as formas vegetativas de microrganismos presentes inicialmente no

leite cru doado, embora Bacillus spp. tenha sobrevivido. Para testar os efeitos da técnica e
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compara-la ao HoP, os pesquisadores utilizaram a reagcdo de Maillard. A reagdo de Maillard

¢ uma das principais reagdes responsaveis pela deterioracdo de proteinas durante o
processamento e armazenamento de alimentos. Essa reacdo pode resultar em mudancgas
nutricionais, como diminui¢ao da qualidade nutricional devido a destrui¢ao de aminoacidos
essenciais, reducdo da digestibilidade da proteina e disponibilidade de aminoécidos. A
furosina ¢ utilizada como um marcador dos estagios iniciais da reagdo de Maillard, portanto,
foi utilizada como marcador no experimento. As concentragdes de furosina no leite doado
tratado com HTST foram menores do que apos a pasteurizagdo HoP (ESCUDER-VIECO et
al., 2018) o que pode indicar que esse outro tipo de processamento de leite doado pode
atingir os objetivos de seguranga microbiologica estabelecidos no banco de leite, com menor
impacto em relagao aos danos causados pelo calor.

Demazeau e colaboradores também testaram outra técnica de tratamento do leite
em comparacdo ao HoP, um processo de alta pressdo hidrostatica desenvolvido na Franca. O
uso do processo de alta pressdo hidrostatica levou a descontaminagdo microbiana tanto para
microrganismos vegetativos quanto para formadores de esporos como Bacillus, ¢ a
bioatividade de componentes principais do leite humano foi melhor preservada, como
atividades de lipase, a-lactalbumina, caseina, lisozima, lactoferrina e IgA, quando
comparado ao processamento com HoP (2018).

Essas novas alternativas sdo propostas interessantes para atenuar os danos da
pasteurizagdo HoP nos compostos bioativos do leite, mas precisam assegurar a mesma
garantia de seguranga microbioldgica que o HoP oferece, sendo ainda amplamente utilizado

em redes de BLHs.
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2 OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

2.3 OBJETIVO GERAL

Determinar as diferengas de composicdo e diversidade da microbiota do leite de
doadoras pasteurizado suplementado com o leite da mae de recém-nascidos com menos de

32 semanas de idade gestacional.

2.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar se ha diferengas significativas nos indices de diversidade e composicdo da
microbiota entre as amostras de leite de doadora pasteurizado, leite da mae e leite
suplementado.

- Relacionar os resultados da metagendomica do leite das maes de RNPTs com dados

clinicos.
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3 METODOLOGIA

O presente projeto faz parte da pesquisa intitulada “Causas e efeitos de microbiotas da
mae no nascimento e sobrevida de recém-nascidos pré-termos: estratégias de promocao de
saude materno-infantil”, coordenado pelo Prof. Dr. Carlos R. Zarate-Bladés e pela Prof. Dra.
Maria Marlene de Souza Pires. Essa pesquisa incluiu bindmios mae-RNPTs menores de 32
semanas, nascidos na Maternidade Carmela Dutra e internados na UTI-neonatal no periodo
de fevereiro de 2021 a marco de 2023. A maternidade Carmela Dutra é a referéncia do
estado de Santa Catarina para o bindmio mae/neonato de alto risco, e atende cerca de 400
nascimentos ao més com uma média de 80 internagdes de prematuros abaixo de 32 semanas
ao ano pelo Sistema Unico de Satde. O namero de bindmios planejado, que estd compondo
o estudo principal, divide-se em dois grupos: 40 bindmios mae-RNPT para o grupo de bebés
que recebeu o leite personalizado (leite pasteurizado inoculado com o leite da propria mae
do RN) e 40 bindmios mae-RNPT para o grupo controle, de bebés que que receberam o leite
de doadora pasteurizado como feito rotineiramente. Foi realizada também analise da
microbiota fecal dos bebés e dos dados clinicos.

O presente trabalho de mestrado ¢ focado na analise da microbiota do leite materno,
portanto, foram estudados os bindmios cujos RNs receberam o leite inoculado. Foi realizada
analise do microbioma de trés grupos de leite, referentes a 19 das 40 maes incluidas no
estudo geral. Os grupos foram definidos como leite da mae do RNPT (LM), leite de doadora

pasteurizado (LP) e leite inoculado (LI); coletados no 10° dia apds o nascimento do bebé.

3.1 COLETA DE AMOSTRAS

As maes que aceitaram participar do estudo, tendo compreendido e assinado o termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo 1), foram levadas ao BLH da
maternidade no 10° dia apds o nascimento do bebé, para iniciar a ordenha de colostro e
posteriormente de leite. O leite foi retirado por meio de bombas de extracdo de leite elétricas
(Matern Milk™) sob supervisdo da enfermeira responsavel pela unidade. Foram seguidas as
normas de higiene ja estabelecidas pela maternidade. Apos a coleta do leite, o mesmo foi

etiquetado e colocado sob refrigeracdo. O processo de inoculagdo do LP com o LM ocorreu



52
da seguinte forma: foi coletado LM e misturado com LP em uma propor¢do de 10% do LM

e 90% do LP (CACHO et al., 2017). Essa mistura foi colocada em banho-maria a 37°C por
um periodo de 4h, no proprio lactdrio da maternidade. Em seguida, guardado em recipiente
em geladeira.

Amostras de leite de maes a termo (de idade gestacional acima de 37 semanas) foram
coletadas para cultura microbiolédgica, para fins de validagdo do método. Essas coletas foram
feitas sem apuragao de dados clinicos e/ou demograficos.

Os procedimentos de cuidados e manejos dos RNs ndo foram modificados por causa
do presente protocolo de pesquisa. Dessa forma, os pacientes nao receberam nenhum tipo de
intervengdo ou coleta de amostras que ndo estivessem dentro dos procedimentos indicados
para cada caso e rotineiramente realizados na Maternidade Carmela Dutra. Assim, no caso
da adicao (em 10%) de LM ao LP, foi realizada quando a mae produziu pelo menos 10% do

volume total de leite prescrito para seu proprio filho.

3.2 ARMAZENAMENTO E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

Apds a coleta, o transporte das amostras foi realizado dentro de um periodo
maximo de 24h desde a coleta, em caixas e sacolas térmicas, até o Laboratorio de
Microbiologia Molecular Aplicada (MiMA) da UFSC para aliquotagem. Cada um dos trés
tipos de leite foi dividido em quatro aliquotas: duas de ImL com leite puro, para extragdo e
sequenciamento, e outras duas para estudos posteriores de metaboloma, com 500uL de leite
e 500ul de metanol. As aliquotas prontas foram armazenadas em freezer -80 °C até serem
transportadas, em gelo seco, a empresa GoGenetic (Curitiba-PR), que realizou a extragdo e o
sequenciamento das amostras.

Para este trabalho, somente foi possivel realizar o sequenciamento de 56 amostras

de leite (19 amostras LM, 19 amostras LI e 18 amostras LP).
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3.3 COLETA, REGISTRO E ANALISE DE DADOS CLINICOS

O recrutamento e acompanhamento clinico dos bindomios do projeto foi realizada pela
neonatologista Thaise Cristina Brancher Soncini, da Maternidade Carmela Dutra, como
parte do seu doutorado no Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Médicas (PPGCM -
UFSC).

Foram coletados dados clinicos referentes as 19 maes de bebés prematuros estudadas,
contendo as seguintes informagdes: nome, idade, escolaridade, estado civil, raga, gestagdes
prévias, abortos prévios, numero de consultas pré-natais, nimero de fetos, infeccao
congénita (qual), presenca de outras patologias (quais), uso de medicamentos (quais),
ocorréncia de diabetes mellitus gestacional, hipertensdo arterial sistémica, ocorréncia de
ruptura prematura de membrana, ocorréncia de infec¢do no periodo perinatal (qual, se
identificada), uso de antimicrobianos no periodo perinatal (qual), tipo de parto e idade
gestacional (em dias). Os dados foram retirados dos prontuarios médicos de cada paciente e

utilizados para andlises estatisticas, correlacionados com os dados do sequenciamento.

3.4 CULTURA MICROBIOLOGICA

Para fins de validacao do método, foi realizada cultura microbiologica de amostras
de leite de doadora pasteurizado, leite da made cru e leite inoculado coletados na
Maternidade, de maes a termo (>38 semanas de idade gestacional). Para a realizacdo dos
testes, 100 uL de leite foram diluidos em 900 uL de solugdo salina 0,9% (JOISHY;
DEHINGIA; KHAN, 2019). Foram realizadas dilui¢des decimais sucessivas seriadas (10’1
até 107), que foram inoculadas por espalhamento em superficie (100uL) com alga de
Drigalski, em triplicata.

Baseado nos grupos mais comuns de bactérias cultivadas a partir de leite humano e
nos experimentos previamente descritos por Cacho e colaboradores (2017), foram utilizados
os seguintes meios: dgar manitol salgado (MSA) para Staphylococcus spp. € o meio seletivo

agar Man, Rogosa e Sharp (MRS) para bactérias acido-laticas (BAL).
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As placas foram incubadas a 35 + 2°C por 48-72h, sendo que as placas de agar

MRS foram incubadas em jarra com 5 a 7% de CO,. Apos observagdo do crescimento, foi
feita a contagem das colonias para determinagao da quantidade de UFC por mL.
As caracteristicas morfotintoriais dos géneros de interesse foram confirmadas por

colora¢dao de Gram das colonias isoladas.

3.5 EXTRACAO E SEQUENCIAMENTO DE DNA

Para extracdo de DNA metagenomico, 300uL foram centrifugados por 15 segundos a
1000rpm para sedimentagcdo de células e particulados, e 250ul. do sobrenadante foram
utilizados para extragdo de DNA em extrator Extracta Kit (Loccus). Os DNAs foram
quantificados em Nanodrop (Thermo). A regido V3 e V4 do RNA ribossomal 16S foi
amplificada utilizando 20 ng de DNA, e primers (iniciadores) 357F/805R em sistema
GoTaqG2 (Promega), de acordo com protocolo validado pela Illumina.

Primers utilizados na amplificagdo:
16S _357F
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG
16S_805R
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATC

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

demultiplexadas com ferramenta bcl2fastq (Illumina Inc.).

3.6 ANALISES DE BIOINFORMATICA

A andlise das sequéncias geradas foi realizada por protocolos validados para
analise da composi¢ao microbiana de amostras geradas por metabarcoding. Inicialmente, foi
realizada a andlise da qualidade das sequéncias com o programa FastQC (ANDREWS,
2010). Em seguida, os dados brutos passaram por corte de qualidade com o programa

Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014), incluindo a remocao dos adaptadores.
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Na etapa seguinte foi utilizada a plataforma QIIME 2™ (BOLYEN et al., 2019), em que as

sequéncias trimadas passaram por mais uma filtragem, remog¢do de ruidos do
sequenciamento, alinhamento e jun¢do de dados das leituras R1 e R2, e remogdo de
sequéncias quiméricas usando os plug-ins Cutadapt e DADA2 (CALLAHAN et al., 2016).
Todas as Variantes de Sequéncia de Amplicon (ASVs) de baixa frequéncia foram filtradas e
removidas, o restante das ASVs passaram por alinhamento com Mafft (KATOH et al.,
2002). Foi feita entdo a identificagdo taxonOmica com pacote Classifier/Vsearch
(BOKULICH et al., 2018) e os bancos de dados.

Para este trabalho foi feita a identificagdo taxondmica em quatro bancos de dados
diferentes: GreenGenes (DESANTIS et al., 2006), SILVA (QUAST et al., 2013), RDP
(MAIDAK et al., 1996) e GTDB (PARKS et al., 2022), para quatro tipos de tratamento de
dados (dados pareados, dados pareados trimando® 50pb, dados apenas do R1 e dados apenas
do R1 trimando 50pb), para que fosse possivel adotar um protocolo que apresentasse 0s
resultados de forma mais confidvel e com maior profundidade (maior numero de géneros

bacterianos) (fluxograma de trabalho representado na Figura 6).

3 .
“Trimar” = cortar.
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Figura 6 — Fluxograma de analise de dados do sequenciamento de DNA.
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Fonte: Elaborado pela autora e colaboradores (2023).

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

A taxonomia atribuida, bem como os metadados das amostras, foi organizada em
tabela e importada para os softwares de analise estatistica Rstudio (RSTUDIO TEAM, 2015)
e STAMP (PARKS et al., 2014). Foi aplicado o teste de normalidade Shapiro-Wilk, seguido
dos testes ANOVA (3 grupos) e teste T (2 grupos) para amostras de distribui¢do normal, e
teste de Dunn (3 grupos) e Wilcoxon (2 grupos) para distribui¢do nao-normal, segundo as

carateristicas dos dados e nimero de grupos comparados. Diferencas de P menores que 0,05
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foram consideradas significativas. Figuras e graficos foram finalizados no software Inkscape

(INKSCAPE PROJECT, 2020).
Para as andlises estatisticas dos ensaios microbiologicos, foi utilizado o software

Graphpad Prism (versao 8.0, San Diego, CA, EUA), aplicando o teste ANOVA de duas vias.

3.8 ASPECTOS ETICOS

O projeto maior intitulado “Causas e efeitos de microbiotas da mae no nascimento e
sobrevida de recém-nascidos pré-termos: estratégias de promog¢do de saude materno-
infantil”, foi aprovado no comité de ética em pesquisa com seres humanos (CEPSH) da
Maternidade Carmela Dutra e da UFSC, incluindo TCLE. A aprovacdo corresponde ao
processo CAAE: 41063520.4.0000.0121. A pesquisa também foi registrada e aprovada na
Plataforma ReBEC, Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos, sob o codigo RBR-729kr8.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DADOS CLINICOS DAS MAES

Em relagdo aos dados demograficos apurados com as participantes do estudo, a idade
média foi de 30 anos, sendo a mais jovem com 15 anos e a mais velha com 43 anos. 56%
das participantes tinham ensino médio completo, e a maioria delas (78,9%) declararam estar
em uma unido estavel ou casadas. Ainda, 16 das 19 participantes eram brancas.

Os dados clinicos apurados por meio dos prontuarios médicos das maes
demonstraram que 57,9% tiveram seus bebés por parto cesarea, e 42,1% por parto vaginal. O
que explica, em parte, a grande quantidade de maes que fizeram uso de antimicrobiano no
periodo perinatal, (78,9%, 15 maes) ja que todas as maes de parto cesarea fizeram uso
pontual de antimicrobiano de forma profildtica pela cirurgia (cefazolina). Das 15 maes que
fizeram uso de antimicrobiano, excluindo as que fizeram uso somente pela cesarea (sete
maes), as outras oito utilizaram para combater alguma infec¢do. O periodo perinatal ¢é
definido como o periodo entre 7 dias antes do parto até 6 dias apds o parto, e nesse periodo,
8 das 19 maes foram categorizadas com alguma infec¢do (42,1%). Dentre as infeccdes
identificadas estavam a infeccdo do trato wurinario (ITU), vaginose bacteriana e
corioamnionite, sendo a ITU a mais ocorrente. Os antimicrobianos utilizados nos casos de
infeccdo incluem gentamicina (3), cefalexina (3), penicilina (3), clindamicina (2),
metronidazol (2), e azitromicina (1), algumas com uso combinado. Das 19 maes, 4 delas
tiveram gemelares e 12 delas ja haviam tido outra gestacdo previamente. Esses e outros

dados clinicos e demograficos podem ser visualizados com maiores detalhes na Tabela 1.

Tabela 1 — Dados demogréficos e clinicos das maes participantes.

DADOS DEMOGRAFICOS (N=19)

Idade 30+ 8,77
Escolaridade
Ensino médio completo 56% (n=13)
Estado civil
Casada 21% (n=4)
Unido estavel 57,9% (n=11)
Solteira 21% (n=4)

Raca
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Branca 84,2% (n=16)
Preta 10,5% (n=2)
Parda 5,2% (n=1)
DADOS CLINICOS (N=19)
Tipo de parto
Vaginal 42,1% (n=8)
Cesarea 57,9% (n=11)

N?de consultas pré-natal

Gesta¢do multipla

Infec¢do perinatal

Tiveram gestagoes prévias

Tiveram abortos prévios

Uso de antimicrobiano perinatal

Classificag¢do da prematuridade
Extremo pré-termo (EPT)
Muito pré-termo (VPT)

5426

21% (n=4)
42,1% (n=8)
63% (n=12)
28% (n=6)
78,9 (n=15)

26,3% (n=5)
73,7% (n=14)

Fonte: A autora (2023).

4.2 TESTES MICROBIOLOGICOS

Os testes microbioldgicos realizados para a validagdo do método de inoculagdo do
leite pasteurizado com o leite da mae proposto por Cacho et al. (2017) demonstraram que,
com a contagem de Unidades Formadoras de Colonias por mL (UFC/mL), ndo foram
constatadas diferengas estatisticas entre os leites inoculados antes e depois o periodo de
incubacao de 4 horas. No entanto, ¢ observada diferenca no niimero de colonias nesses dois
momentos, sendo possivel constatar que ocorreu crescimento bacteriano durante a
incubagdo, nos meios Manitol salgado para Staphylococcus spp. (Figura 7) e meio MRS para
BAL (Figura 8). A quantidade de bactérias no leite cru das maes teve grande variabilidade.
No meio MRS, por exemplo, houve variagdo de 1,3 x 10° UFC/mL, até 5,6 x 10* UFC/mL.
Como esperado, as amostras de leite pasteurizado ndo apresentaram crescimento bacteriano,

confirmando a seguranca do processo de pasteurizagdo realizado no BLH da Maternidade.
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Figura 7 — Quantificag¢do de Staphylococcus spp. em amostras de leite.
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Legenda: Tipo de leite (eixo X) e sua quantificagio em Unidades Formadoras de Colénia (UFC) de
Staphylococcus spp. por mL, representados em logl0 (eixo Y). Observa-se aumento no nimero de colonias
bacterianas apos o processo de incubacdo de 4 horas, apesar de ndo ser verificada diferenga estatisticamente
significativa no leite antes vs. depois (p=0,0908).

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Figura 8 - Quantificacdo de bactérias acido-laticas em amostras de leite.
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Legenda: Tipo de leite (eixo X) e sua quantificacdo em Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de bactérias
acido-lacticas por mL, representados em logl0 (eixo Y). Observa-se aumento no numero de colOnias
bacterianas apds o processo de incubacdo de 4 horas, apesar de ndo ser verificada diferenca estatisticamente
significativa no leite antes vs. depois (p=0,1210).

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os resultados encontrados no crescimento de bactérias nas placas de MRS (para
BAL, incluindo Lactobacillus) mostraram uma variabilidade de 10* a 10*. Essa quantidade é

semelhante ao que foi mostrado por Cacho e colaboradores no estudo que baseia esse
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experimento, onde verificaram uma variagio entre 10° ¢ 10> UFC/mL, sendo a maioria das

placas de 10* UFC/mL (2017).

Uma semelhanca também ocorre para as placas do meio Manitol salgado para
Staphylococcus spp., em que se verificou uma variagdo de 10° a 10°, enquanto o estudo de
Cacho e colaboradores teve variacdo de 10° a 10°, com uma distribuicdo equivalente entre as
amostras de leite (2017).

Os resultados das culturas confirmaram que o procedimento de personalizagdao
realizado com o leite proporciona o crescimento bacteriano com os parametros estabelecidos

de tempo e temperatura.

4.3 SEQUENCIAMENTO DE DNA

O sequenciamento resultou em um total de 3.239.562 reads iniciais (a amostra com
menor numero com 3.442 reads, ¢ a maior com 165.674 reads). Com os processos de
filtragem e limpeza, restaram 2.882.363 reads (a amostra com menor nimero com 2.690
reads, € a maior com 138.327 reads), com uma média de 48 mil reads por amostra. Um
exemplo, com uma amostra, do efeito das filtragens na qualidade do sequenciamento pode
ser visualizado no Apéndice 1.

Ap0s o alinhamento com os 4 bancos de dados (GreenGenes, Silva, RDP e GTDB),
foi realizada a contagem de géneros bacterianos para verificar qual banco conseguiu
identificar a maior variedade. Em rela¢do a abordagem de tratamento das sequéncias, optou-
se por utilizar os dados pareados (paired-end), ou seja, as fitas R1 e R2 de leitura do
sequenciamento. Também, optou-se pelas sequéncias trimadas em 50 pares de bases, que
remove possiveis interferéncias na leitura, como residuos de adaptadores, e torna a analise
mais robusta. O nimero de géneros identificados por cada banco pela abordagem paired-
end, com os dados trimados e ndo trimados em 50bp, pode ser observado na Tabela 2, em
destaque o banco de dados escolhido, que foi o RDP. O banco de dados RDP, ou Ribosomal
Database Project, ¢ amplamente utilizado em estudos de filogenia e taxonomia e com ele foi

possivel identificar 257 géneros bacterianos diferentes.
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Tabela 2 - Géneros identificados por banco de dados e abordagem.

Banco de dados Abordagem N° de géneros identificados
Greencen paired/trim50 166
eengenes paired 143
paired/trim50 253
GTDB paired 225
. paired/trim50 256
Silva paired 239
paired/trim50 257
RDP paired 224

Legenda: “Paired” = dados pareados (fitas R1 e R2). “Trim50” = sequéncias trimadas (cortadas) em 50 pares
de bases.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Em relagdo ao numero de sequéncias identificadas, vale ressaltar que foi observada
uma diferenca entre os trés grupos de leite, sendo que o grupo de amostras LI teve pouco
mais de 1 milhdo de sequéncias identificadas (1.021.460), enquanto LM e LP ficaram em
torno de 700 mil sequéncias (671.834 e 776.328, respectivamente). Esses dados nao
necessariamente refletem maior abundancia de géneros nas amostras de LI, também deve-se
considerar a possibilidade de um viés do sequenciamento. Além disso, em torno de 400 mil
sequéncias nao foram identificadas.

A média por amostra do nimero de reads resultante apds os processos de filtragem
foi muito semelhante ao demonstrado por Moossavi e colaboradores (2020), que tiveram
47.710 reads por amostra, utilizando apenas a regido V4 do 16S com o Illumina MiSeq.
Muitos outros estudos que também utilizaram as regides V3 e V4 do 16S para amostras de
leite materno com a mesma plataforma apresentaram quantidade de reads inferior ao do
presente estudo. Browne et al. tiveram uma média de 1.670 reads (2019), Kumar et al.,
11.538 reads (2016), Tobin et al. 12.951 (2018), e Asbury et al. apresentaram 20.591 reads
por amostra (2020). Nota-se também que alguns demonstraram médias superiores, como
53.637 de Traven et al. (2019) e 78.817 de Beghetti et al. (2022).

Ao comparar com a literatura, o trabalho demonstrou uma quantidade satisfatoria
de reads, superior a maioria dos estudos encontrados que utilizou da mesma plataforma e
abordagem. Uma maior quantidade de reads significa que ¢ possivel uma melhor avaliagao

da diversidade microbiana, da mesma forma que se pode realizar uma analise estatistica de



63
forma confidvel. Ainda, sabe-se que com um maior nimero de leituras, ¢ possivel obter uma

melhor identificacao e classificagdao taxonomica (MOOSSAVI et al., 2020).

A abordagem escolhida em relacdao as sequéncias foram os dados paired-end, que
compreende a fita R1 ¢ R2 do DNA. Essa escolha se justifica pelo fato de que com o
sequenciamento paired-end, depois que um fragmento de DNA ¢ lido de uma extremidade,
0 processo recomeca na outra direcdo. Com isso, além de gerar o dobro de leituras de
sequenciamento, esse método possibilita um alinhamento de leitura mais preciso ¢ a
identificacdo de rearranjos estruturais, ¢ ¢ o mais amplamente utilizado em estudos de

metabarcoding (AUER et al., 2017).

4.3.1 Composicao e diversidade bacteriana por grupo de leite

Ao interseccionar os géneros identificados em cada grupo de leite, foi verificado
que dos 257, somente 93 estavam presentes nos trés grupos. Apesar de LI ser uma mistura
de LP com LM, ocorrem géneros bacterianos unicos em LI (n=73), que podem ser
decorrentes do processo de inoculacdo, que exige manipulagdo das amostras, ou da
incubacdo por 4h, onde géneros subrepresentados seriam enriquecidos antes do
sequenciamento. Os grupos LM e LI compartilham da mesma classificagao dos 3 géneros de
maior abundancia.

Ao interseccionar somente os grupos de amostras LM com LI, observa-se que os
grupos compartilham de 110 géneros. Também ocorrem alguns géneros unicos em LM
(n=45), que nao foram possiveis de restabelecer em LI. Ainda, 25 géneros foram
compartilhados somente entre o LP e LI. Essas andlises podem ser visualizadas nos
Diagramas de Venn (Figuras 9 e 10). A listagem dos géneros ocorrentes em cada grupo

encontra-se no Anexo 2.
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Figura 9 — Diagrama de Venn do niimero de géneros presentes nos grupos de leite LI, LM e
LP.
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Legenda: Numero de géneros bacterianos encontrados em cada grupo de leite, sendo LP: leite de doadora
pasteurizado, LI: leite inoculado e LM: leite da mde do RNPT, com os trés géneros mais abundantes de cada
grupo indicados nos quadros.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Figura 10 — Diagrama de Venn do niimero de géneros presentes nos grupos de leite L1 e
LM.

LM

LI

Legenda: Numero de géneros bacterianos encontrados em cada grupo de leite, sendo LM: leite da mae do
RNPT e LI: leite inoculado.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Na analise de abundancia relativa, sdo demonstrados os cinco filos mais

abundantes: Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria e Proteobacteria (Figura
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11), sendo claramente predominantes os filos Firmicutes e Proteobacteria, com uma

propor¢do mais equivalente desses dois filos em LM. Em LP, hd uma propor¢do maior de

Proteobacteria, enquanto LI parece ficar no meio-termo entre as propor¢des de LM e LP.

Figura 11 - Abundancia relativa de filos bacterianos nos grupos LI, LM e LP.
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Legenda: Grupos de leite LI (leite inoculado), LM (leite da mde do RNPT) e LP (leite pasteurizado), e a
abundancia relativa de filos bacterianos conforme a legenda de cores a direita.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Quando agrupado por género, os 10 géneros mais abundantes nas amostras
representam quase 70% do total e incluem Acinetobacter, Enterobacter, Klebsiella,
Novosphingobium, Pantoea, Pseudomonas, Sphingomonas, Staphylococcus,
Stenotrophomonas e Streptococcus. Se observa uma diferenca qualitativa entre os grupos
com uma semelhanca maior entre LI e LP, com uma pequena tendéncia de LI em se
aproximar ao que ¢ visto em LM. Uma das principais diferengas ¢ a presenca mais marcante
do género Acinetobacter em LI e LP, que quase ndo ¢ vista em LM. O mesmo se nota com

Enterobacter, Streptococcus e Pseudomonas, em menor propor¢ao (Figura 12).
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Figura 12 - Abundancia relativa de géneros bacterianos nos grupos LI, LM e LP.
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Legenda: Grupos de leite LI (leite inoculado), LM (leite da mae do RNPT) e LP (leite pasteurizado), ¢ a
abundancia relativa de géneros bacterianos conforme a legenda de cores a direita.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

No grafico de abundancia relativa em que os grupos estdo divididos por amostras

individualmente, verifica-se a grande variabilidade entre amostras (maes) (Figura 13).
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Figura 13 - Abundancia relativa de géneros por amostra dos grupos LI, LM e LP.
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Legenda: Cada barra indica uma amostra, referentes aos grupos LI (leite inoculado), LM (leite da mae do
RNPT) e LP (leite pasteurizado) e a abundancia relativa de géneros bacterianos conforme a legenda de cores
abaixo.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Na figura 14 abaixo, as abundancias estdo divididas em pares para cada uma das 19
maes participantes, com sua amostra de leite e o leite personalizado correspondente.
Analisando as abundancias, se observa que em nove dos 19 casos a abundancia relativa de
géneros do leite inoculado ficou muito préxima do encontrado no LM, sugerindo assim que
o processo de restauracdo da microbiota atingiu sucesso em 47,3% dos LI, casos em que as

amostras demonstraram uma composi¢ao muito semelhante ao leite da mae original.
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Figura 14 - Abundancia relativa de cada LM com seu respectivo LI.
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Legenda: Colunas de leite da mae do RNPT (LM, do lado esquerdo) e leite inoculado (LI, do lado direito) dos
19 individuos participantes, com as cores da legenda abaixo, indicando os géneros bacterianos identificados.
Os casos em que o LI ficou mais proximo de LM estdo destacados em contorno vermelho.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Para alfa-diversidade foi realizada analise com os indices Observed, Chao 1,
Shannon e Simpson, e a estatistica foi calculada pelo teste ANOVA, uma vez que o teste de
normalidade Shapiro-Wilk revelou que a distribuicdo das amostras ¢ normal. A alfa-
diversidade se refere a diversidade média de espécies dentro de uma mesma comunidade ou
amostra em estudo, e para calculé-la se utiliza métodos matematicos. Os indices Observed e
Chao 1 estao relacionados a riqueza da amostra, sendo que o primeiro mostra apenas o
nimero de bactérias observadas, e o segundo ¢ util em conjuntos de dados com espécies de
baixa abundancia. Ja os indices Shannon e Simpson dizem respeito a diversidade das
amostras, e fornecem mais inferéncia sobre a composi¢do da comunidade, contemplando as

abundancias relativas de diferentes espécies e considerando ainda a uniformidade (KIM et
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al., 2017). A alfa-diversidade por grupo de leite pode ser observada na figura 15 abaixo, e se

observa que a distribuicdo de amostras LI se assemelha mais as amostras LP.

Figura 15 — Medidas de alfa-diversidade das amostras por grupo LI, LM e LP.
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Legenda: Distribuigdo das amostras pelos indices de diversidade Observed, Chaol, Shannon e Simpson, dos

grupos leite inoculado (LI, em verde), leite da m3e do RNPT (LM, em vermelho) e leite de doadora

pasteurizado (LP, em laranja). N&o foi observada diferenga estatistica significativa entre os grupos (p=0,406).
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Nas analises de beta-diversidade, que diz respeito a variagdo na composi¢do de
espécies entre diferentes amostras (KIM et al., 2017); o grafico PCoA demonstra uma ampla
dispersdo nos grupos de amostras LI e LP, indicando variabilidade de composicdo de
amostras dentro do mesmo grupo. No grupo LM, que sdo os pontos vermelhos, ja se percebe
uma maior sobreposi¢do de pontos, tanto com amostras do grupo quanto com algumas
amostras dos outros dois grupos, indicando uma proximidade de composi¢do entre amostras
de grupos distintos. Nao foi demonstrada diferenca estatistica significativa avaliada pelo

teste de Adonis (p=0.220) (Figura 16).
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Figura 16 — Grafico de analise de coordenadas principais (PCoA) para amostras dos grupos
LI, LM e LP.
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Legenda: Eixos X e Y indicam a variagdo de composicdo das amostras dos grupos de leite inoculado (LI, em
verde), leite da mde do RNPT (LM, em vermelho) e leite de doadora pasteurizado (LP, em cinza), conforme
legenda de cores indicada ao lado; sendo que cada ponto representa uma amostra. Pontos préximos no grafico
representam composi¢do semelhante de géneros bacterianos. As elipses representam 95% de intervalo de
confianca. Nao foi encontrada diferenga estatistica significativa (p=0,220).

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os géneros encontrados como os 10 mais abundantes nas amostras de leite dos trés
grupos, que correspondem a quase 70% do total identificado, ja foram reportados em leite
materno. Desses 10 géneros, 4 deles estdo entre os géneros bacterianos sugeridos por Hunt e
colaboradores como a “microbiota central do leite materno”, em um dos primeiros estudos
que fez essa investigacdo, em 2011: Pseudomonas, Sphingomonas, Staphylococcus e
Streptococcus. Os dois ultimos estdo descritos também no perfil de microbiota do leite
proposto por Jiménez e colaboradores (2015).

Uma importante revisdo sistematica que identificou 44 estudos de microbiota de
leite materno, totalizando 3.105 amostras de leite de 2.655 mulheres diferentes, apontou os

géneros Acinetobacter, Enterobacter, Pseudomonas, Staphylococcus, e Streptococcus dentre
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os mais frequentemente encontrados (ZIMMERMANN; CURTIS, 2020), que fazem parte

também da gama de géneros mais abundantes nas amostras deste estudo. Sakwisnska e
colaboradores destacam a abundancia de Acinetobacter somente quando o leite foi coletado
sem assepsia da mama e rejei¢do do primeiro jato de leite, sugerindo que esse género pode
estar mais relacionado a pele (2016). Além disso, a presenca acentuada desse género nas
amostras LM e LP pode significar interferéncia do processo de manipulacio e pasteurizacao,
uma vez que ¢ um género que produz biofilme e ¢ de facil contaminagdo, especialmente em
ambiente hospitalar (YANG et al., 2019).

Sphingomonas também ja foi relatado em perfis de leite materno (LI et al., 2017;
TUOMINEM et al., 2018; HUNT et al., 2011; JIMENEZ et al., 2015), bem como Pantoea
(WARD et al., 2013, PATEL et al., 2017, GOERTZ et al., 2019; DRAGO et al., 2017) e
Novosphingobium (JIMENEZ et al., 2015, RODRIGUEZ-CRUZ et al., 2020).

Chama a atencdo a presenca abundante de géneros como Klebsiella e
Stenotrophomonas nas amostras de leite, uma vez que esses géneros representam patdogenos
importantes, especialmente em cenario clinico-hospitalar de resisténcia a antimicrobianos.
No entanto, a literatura aponta que essas bactérias também sdo de ocorréncia natural na
microbiota de leite materno, tanto Klebsiella (SIMPSON et al., 2017; DRAGO et al., 2017;
PATEL et al., 2017; CHEN et al., 2015; DAHABAN et al., 2013) quanto Stenotrophomonas
(SIMPSON et al., 2017; LI et al., 2017; KUMAR et al., 2016, SAKWINSKA et al., 2016),
sendo que o ultimo foi descrito inclusive no estudo de personalizagdo de leite materno que
baseia os experimentos deste trabalho, de Cacho e colaboradores (2017), e em estudo
especifico da microbiota de leite de maes de bebés prematuros (ASBURY et al., 2020). No
estudo de Asbury e colaboradores, Stenotrophomonas foi apontado como abundante
especialmente em mulheres com sobrepeso, € a propor¢ao desse género aumentou conforme
o tempo de lactagdo (2020). No presente estudo, ndo foram acessadas informacgdes a respeito
do peso e IMC das gestantes.

Em relacdo ao género Klebsiella, da mesma forma que pode apenas representar
parte da microbiota comensal, um estudo recente sugere que sua presenga no leite materno
pode também representar um alerta. Gémez e colaboradores relataram que cepas comensais
de Klebsiella spp. isoladas de leite materno de mulheres saudaveis e fezes de lactentes

saudaveis amamentados apresentam caracteristicas de viruléncia (genes de viruléncia,
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siderdoforos e biofilmes). Essas cepas sdo comparaveis a isolados adquiridos na comunidade

e infectados em UTIs neonatais, sugerindo assim que essa microbiota do leite pode constituir

um reservatorio para infecg¢ao (2021).

4.3.2 Composicao e diversidade bacteriana de LM por parametro clinico: tipo de

parto

Com as amostras dos leites das maes participantes do estudo, que correspondem ao
grupo LM de leite, foi realizada andlise de composi¢do e diversidade agrupados de acordo
com parametros clinicos observados nas gestantes.

Quando divididas por tipo de parto, as amostras analisadas mostram como géneros
mais abundantes  Acinetobacter, Clostridium, Corynebacterium,  Klebsiella,
Novosphingobium, Pelomonas, Romboutsia, Sphingomonas, Staphylococcus e Veillonella. O
grupo de parto cesarea demonstra maior abundancia do género Staphylococcus, enquanto o
género Sphingomonas ¢ observado em maior propor¢ao no grupo de parto vaginal (Figura
17). H&4 também uma sutil predominancia de Acinetobacter e Corynebacterium no grupo
cesarea, e de Romboutsia no grupo de parto vaginal. Os outros géneros ocorrem em

propor¢des mais semelhantes entre os dois grupos.

Figura 17 - Abundancia relativa de géneros bacterianos por tipo de parto.
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Legenda: Grupos de leite LM divididos em tipo de parto, sendo a primeira coluna parto cesarea ¢ a segunda
coluna parto vaginal, com a abundancia relativa de gé€neros bacterianos conforme a legenda de cores a direita.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Quando esses mesmos grupos sdo demonstrados em grafico que exibem cada
amostra, mais uma vez se observa a grande variabilidade entre maes, que demonstram um

perfil tnico (Figura 18).

Figura 18 - Abundancia relativa de géneros por amostra, por tipo de parto.
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Legenda: Cada barra indica uma amostra, referentes aos grupos de parto cesarea (n=11), e parto vaginal (n=8),
¢ a abundancia relativa de géneros bacterianos conforme a legenda de cores abaixo.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Quando avaliado individualmente, o género Staphylococcus apresentou importante
diferenca entre os grupos de parto cesarea e parto vaginal, estando consideravelmente mais

presente nas amostras de maes de parto cesarea (Figura 19).



Figura 19 - Ocorréncia do género Staphylococcus no leite por tipo de parto.
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Legenda: Proporg¢do de sequéncias (%, eixo Y) e amostras de LM divididas por tipo de parto, sendo a primeira
barra as de parto cesarea, em azul, e a segunda de parto vaginal, em verde. Diferenga ndo foi estatisticamente

significativa (p=0,150).

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Outro género que apresentou importante diferenca entre os grupos foi o género

Raoultella, que ndo esta entre os géneros mais abundantes, mas quando analisado os grupos

por tipo de parto se mostra presente quase que unicamente no grupo do parto cesarea (Figura

20).
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Figura 20 - Ocorréncia do género Raoultella no leite por tipo de parto.
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Legenda: Proporgdo de sequéncias (%, eixo Y) e amostras de LM divididas por tipo de parto, sendo a primeira
barra as de parto cesarea, em azul, e a segunda de parto vaginal. A diferenca ¢ significativa (p=0,046).
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Para alfa-diversidade, foi realizado teste de normalidade Shapiro-Wilk seguido de
teste T para as medidas que resultaram em distribui¢do normal, e teste Wilcoxon para as que
resultaram em distribui¢do nao-normal. Esses testes foram os mesmos para todos os
parametros clinicos, em que foram analisadas diferengas entre dois grupos.

Nessa comparagdo, nas métricas de alfa-diversidade € possivel observar que em
Observed e Chaol as amostras do grupo de parto cesarea se comportam com maior
amplitude de dispersdo, demonstrando maior riqueza de composicdo. J& nas avaliacdes por
Shannon e Simpson, uma maior amplitude ¢ observada no grupo de parto vaginal, indicando
que a diversidade bacteriana nesse grupo € um pouco mais acentuada. Estatisticamente, nao

foi constatada diferenca significativa (Figura 21).



Figura 21 - Medidas de alfa-diversidade para grupos de amostras por tipo de parto.
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Legenda: Distribuicdo das amostras pelos indices de diversidade Observed, Chaol, Shannon e Simpson para os
leites das maes de parto cesarea (em verde) e parto vaginal (em vermelho) e leite de doadora pasteurizado (LP,
em laranja). Nao foi observada diferenca estatistica significativa entre os grupos (Observed, p=0,8365; Chaol,

p=0,1855, Shannon, p=0,9811 e Simpson, p=0,9222).
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Para a beta-diversidade, no grafico de analise de coordenadas principais demonstra

dispersao das amostras de ambos os grupos, sem agrupamentos importantes. O teste

estatistico de Adonis demonstrou que ndo ha diferencas significativas entre os grupos

(Figura 22).
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Figura 22 — Gréafico de analise de coordenadas principais (PCoA) para amostras dos grupos
de maes de parto cesarea e vaginal.
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Legenda: Eixos X e Y indicam a variagdo de composicdo das amostras de leite de maes de parto cesarea (em
verde) e vaginal (em vermelho) conforme legenda de cores indicada ao lado; sendo que cada ponto representa
uma amostra. Pontos proéximos no grafico representam composi¢do semelhante de géneros bacterianos. As

elipses representam 95% de intervalo de confianga. Ndo foi encontrado diferenca estatistica significativa
(p=0,6969).
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

O tipo de parto ja demonstrou impactar na composicdo e diversidade da
microbiota do leite materno. Um estudo de Cabrera-Rubio e colaboradores demonstrou que
0 parto cesarea estava associado a uma maior ocorréncia de Staphylococcus em comparacao
com o parto vaginal, que vem ao encontro dos resultados do presente trabalho (2016). O
mesmo foi demonstrado por Toscano e colaboradores, cujo estudo revelou uma diminuicao
de aproximadamente 29% na abundancia de Staphylococcus no parto vaginal em relagdo a
amostras de leite de maes de parto cesarea (2017).

A abundancia do género Staphylococcus no leite materno, independente do tipo de
parto, pode estar relacionado a espécies presentes na pele, como Staphylococcus aureus.
Essa espécie ¢ capaz de agregar-se e produzir biofilme, que ¢ um dos principais mecanismos
pelos quais os Staphylococcus colonizam superficies bidticas e abidticas, especialmente

quando induzidas por Propionibacterium, género bacteriano também presente nas amostras
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de leite (WOLLENBERG et al.,, 2014). Da mesma forma, sabe-se que as glandulas

mamarias sdao constituidas por uma rede complexa de ductos (ALEX et al., 2020),
representando um ambiente ideal para a colonizag¢dao estafilocdcica que provavelmente ¢
intensificada pela interagdo positiva com Propionibacterium. Apesar de existir uma
justificativa para a presenca de Staphylococcus em abundancia no leite materno, percebe-se
uma lacuna na literatura ao se buscar por explicagdes para a predominancia desse género no
leite de mulheres que fizeram ceséarea. Pode-se inferir que parece estar relacionado com o
contato do bebé com a pele da mde no momento da cesarea e posterior fluxo retrégrado no
momento da amamentacdo, mas que necessita maior investigacao.

Os mesmos estudos de Cabrera-Rubio et al. (2016) e Toscano et al. (2017)
concordaram ao demonstrar que o parto cesarea estava associado a uma menor diversidade
bacteriana no leite, o que também ¢ observado nos resultados do presente estudo, sendo
perceptivel nos indices Shannon e Simpson de alfa-diversidade. Uma menor diversidade
bacteriana da microbiota intestinal esteve relacionada a criancas desenvolvendo diferentes
tipos de condigdes alérgicas (FORNO et al., 2008; LI et al., 2014), o que pode ser explicado
pelo fato de que, geralmente, um ecossistema com maior biodiversidade, mais rico em
espécies bacterianas, ¢ mais resiliente e adaptavel ao estresse do que um com baixa
variedade de microrganismos (TOSCANO et al., 2017). A microbiota intestinal infantil, por
sua vez, estd diretamente relacionada a microbiota do leite materno, sendo que as bactérias
do leite sdo capazes de atuar como bactérias pioneiras no estdgio crucial da colonizagdo
inicial do intestino neonatal (MURPHY et al., 2017, PANNARAJ et al., 2017). Nesse
sentido, se faz importante a realiza¢do de mais estudos acerca do efeito do tipo de parto na
microbiota intestinal infantil.

Em relagdo a Raoultella, que se apresenta com diferenca relevante no grupo de parto
cesarea, ¢ um género que ja foi descrito pela ocorréncia natural no leite materno (TOGO et
al., 2019). Também, destaca-se que espécies desse género foram identificadas e isoladas
como cepas com caracteristicas de viruléncia no estudo de Gomez et al. (Raoultella
planticola e Raoultella ornithinolytica), associadas a infeccdo neonatal e adquiridas na
comunidade (2021), podendo relacionar-se com o parto cesarea, a ser investigado em

maiores estudos.
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4.3.3 Composicao e diversidade bacteriana de LM por parametro clinico: infeccio

perinatal

Das 19 maes participantes do estudo, oito apresentaram em seus registros médicos
algum tipo de infeccdo durante o periodo perinatal, sendo a mais frequente delas a ITU.
Para analisar o impacto dessas infecgdes na microbiota do leite, as amostras LM dessas maes
foram agrupadas, e realizada analise de composi¢ao e diversidade. Para essa comparacgao,
deve-se considerar também que todas essas maes que constam no grupo que teve infeccao
fizeram uso de antimicrobiano por pelo menos 3 dias, sendo gentamicina, cefalexina e
penicilina os mais utilizados.

Quando agrupados dessa forma, os 10 géneros mais abundantes também foram
Acinetobacter, Clostridium, Corynebacterium, Klebsiella, Novosphingobium, Pelomonas,
Romboutsia, Sphingomonas, Staphylococcus e Veillonella. Na analise de abundancia relativa
de géneros bacterianos, quando avaliadas em grupo, nota-se uma diferenca importante do
género Sphingomonas entre os dois grupos, além de maior propor¢do do género
Novosphingobium no grupo de maes que tiveram infeccdo (Figura 23). Também ¢
demonstrado a abundancia relativa por amostras dos dois grupos com a diferenca de

composi¢ao entre as amostras LM de cada mae (Figura 24).



Figura 23 - Abundancia relativa de géneros bacterianos por ocorréncia de infec¢ao
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Legenda: Grupos de leite LM divididos em tipo de parto, sendo a primeira coluna referente as maes que néo
tiveram infec¢@o (n=11) e a segunda coluna as maes que tiveram (n=8), com a abundancia relativa de géneros
bacterianos conforme a legenda de cores a direita.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Figura 24 - Abundancia relativa de géneros por amostra, por ocorréncia de infecgao
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Legenda: Cada barra indica uma amostra, referentes aos leites LM dos grupos de gestantes que ndo tiveram

infec¢do perinatal (n=11), e que tiveram (n=8), e a abundancia relativa de géneros bacterianos conforme a
legenda de cores abaixo.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Quando avaliado individualmente, o género Sphingomonas apresenta diferenga
estatistica (p=0,019) em relacdo a sua abundancia, que ¢ significativamente maior no grupo

de leites das maes que ndo tiveram quadro de infec¢do perinatal (Figura 25).

Figura 25 - Ocorréncia do género Sphingomonas no leite por ocorréncia ou nao de infecgao
perinatal.
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Legenda: Proporg¢do de sequéncias (%, eixo Y) e amostras de LM divididas pela ocorréncia ou néo de infecgdo
perinatal, sendo a primeira barra as de maes com infecgdo, em verde, e a segunda de maes sem infecg¢do, em
laranja. Diferenca entre grupos ¢ estatisticamente significativa (p=0,019).

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Para as medidas de alfa-diversidade (Figura 26), nota-se que as amostras se
agrupam no grafico boxplot nas medidas Shannon e Simpson, e foi identificada diferenga
estatistica significativa nessas medidas, indicando que a diversidade bacteriana ¢
significativamente diferente entre os dois grupos.

No grafico de coordenadas principais (PCoA) para beta-diversidade, também ¢

observada uma tendéncia de agrupamento, visivel principalmente pelo direcionamento das
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elipses. O teste estatistico demonstrou haver diferenga significativa entre os dois grupos

(p=0,0422), sugerindo que as amostras tém composicao semelhante dentro de cada grupo,

mas diferente do outro grupo (Figura 27).

Figura 26 - Medidas de alfa-diversidade para grupos de amostras por ocorréncia ou nao de
infeccao perinatal.
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Legenda: Distribuicdo das amostras pelos indices de diversidade Observed, Chaol, Shannon e Simpson para os
leites das mées que ndo tiveram infecgdo perinatal (em verde) e que tiveram (em vermelho). Foi observada
diferenca estatistica significativa nas medidas Shannon e Simpson entre os grupos (p=0,106 e p=0,015,
respectivamente), ¢ ndo houve diferenca em Observed ¢ Chaol (p=1 em ambos).

Fonte: Elaborado pela autora (2023)
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Figura 27 - Grafico de analise de coordenadas principais (PCoA) para amostras dos grupos
de maes com ocorréncia ou ndo de infec¢ao perinatal.
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Legenda: Eixos X e Y indicam a variagdo de composi¢do das amostras de leite de maes que tiveram infec¢do
perinatal (em verde) e que ndo tiveram (em vermelho) conforme legenda de cores indicada ao lado; sendo que
cada ponto representa uma amostra. Pontos proximos no grafico representam composi¢do semelhante de
géneros bacterianos. As elipses representam 95% de intervalo de confianga. Diferenca estatistica significativa
entre os grupos (p=0,0422).
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A presenga de algum quadro infeccioso no periodo proximo ao parto demonstrou ter
influéncia relevante na composi¢do e diversidade da microbiota do leite. Como ja
mencionado, as infec¢des relatadas foram ITU (a mais ocorrente), corioamnionite, que
consiste em uma infec¢do das membranas que envolvem o feto, mas também pode afetar a
placenta ou o liquido amnidtico, € vaginose bacteriana. A primeira ¢ geralmente causada por
microrganismos como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae € Proteus mirabilis, além de
Streptococcus do grupo B (IMADE et al., 2010). Sabe-se que mulheres gravidas sdo mais
suscetiveis a contrair esse tipo de infeccdo devido as varias alteragdes morfologicas,
hormonais e fisiologicas que o corpo sofre durante a gestagdo. A uretra de tamanho reduzido
e a proximidade do trato urindrio ao canal anal nas mulheres representam um risco
aumentado de contaminagdo por bactérias da microbiota fecal (TOTADHRI et al., 2022).

A corioamnionite, por sua vez, ¢ uma causa comum de nascimentos prematuros, e
clinicamente tem sido definida como um conjunto heterogéneo de condigdes caracterizadas

por infeccdo ou inflama¢do ou ambas. Estudos mostram que a transmissdo intrauterina real
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de microrganismos para o feto nesse quadro ¢ muito baixa e limitada a bactérias altamente

virulentas, como bacilos Gram-negativos, estreptococos aerobicos e Listeria spp (PENG et
al., 2018).

A vaginose bacteriana, outro quadro presente em algumas maes, ¢ um quadro
infeccioso em que ndo existe um unico microrganismo implicado no seu diagnostico, mas
sim a alteracdo da microbiota e a presenga de diferentes bactérias. O género Clostridium,
que se apresentou como um dos mais abundantes no grupo de maes que tiveram infecgao, ja
foi relatado em diagnostico de vaginose bacteriana, mas em um estudo antigo, de Cotch e
colaboradores (1998). Também, a vaginose bacteriana na gravidez ja foi associada a
complicagdes obstétricas, como o proprio parto prematuro, coriamnionite, sepse puerperal e
infecgdes pos-operatorias (LAXMI et al., 2012). Nos prontudrios médicos acessados nesse
estudo, ndo foi reportado qual foi o microrganismo causador da infeccao.

Nos resultados deste trabalho se observa que independente da infecgcdo presente, o
grupo de maes que teve algum tipo de quadro infeccioso no periodo proximo ao parto
apresentou um perfil microbiano do leite diferente das que ndo tiveram. O género
Sphingomonas, em especial, se apresenta significativamente mais presente no leite de maes
que ndo passaram por infeccdo. Considerando que se trata de um género de ocorréncia
natural no leite e frequentemente relatado como parte do perfil da microbiota do leite
(JIMENEZ et al., 2015, TOGO et al., 2019), incluindo a microbiota de leite de maes de
prematuros (ASBURY et al., 2020), essa diferenca se faz importante e pode acarretar em
impactos na modulac¢do da microbiota intestinal do RN.

A diversidade da microbiota também demonstrou diferencas relevantes. As maes que
tiveram infec¢do tiveram uma menor diversidade de géneros, e, como ja mencionado
anteriormente, uma diversidade maior de microrganismos traz beneficios na adaptabilidade
ao estresse que um sistema com baixa variedade ndo traz (TOSCANO et al., 2017).

E importante considerar que todas essas mdes que constam no grupo infec¢do
fizeram uso de antimicrobiano, entdo as alteracdes no perfil da microbiota podem também
estar relacionados a isso, especialmente no quesito diversidade. O uso de antimicrobiano
tanto antes quanto apos o parto, ou ambos, foi relacionado a uma menor diversidade e
riqueza microbiana em amostras de leite de maes de parto prematuro (ASBURY et al.,

2020), o que também ¢ observado no presente estudo.
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Nao se sabe exatamente se a razdo se da pela presenca de infec¢do ou pelo uso de

antimicrobiano, mas o que se nota ¢ a diferenca de composicdo e diversidade microbiana
quando existe esse quadro. Essas diferencas revelam dois perfis de microbiota com
distingdes importantes, incluindo diferencas qualitativas quanto estatisticamente
significativas, que podem impactar na microbiota do RN amamentado. A andlise da
composi¢ao e diversidade da microbiota fecal dos bebés amamentados constitui outra
dissertagdo de mestrado dentro do projeto geral, da bidloga Isis Mello pelo Programa de

Pos-Graduagdo em Biotecnologia e Biociéncias da UFSC.

4.3.4 Composicao e diversidade bacteriana de LM por parametro clinico: uso de

antimicrobiano

Das gestantes participantes do estudo, 15 das 19 maes fizeram uso de
antimicrobiano durante o periodo perinatal, € a comparagdo entre os grupos de uso ou ndo de
antimicrobiano em relagdo a abundancia relativa de géneros pode ser observada em grupo
(Figura 28), e por amostra individualmente (Figura 29). Essa divisdo de grupos inclui as
maes que fizeram uso de antimicrobiano profilatico pela cirurgia da cesarea, € os géneros
mais abundantes também sdo Acinetobacter, Clostridium, Corynebacterium, Klebsiella,
Novosphingobium, Pelomonas, Romboutsia, Sphingomonas, Staphylococcus e Veillonella.

O género Sphingomonas se apresenta mais abundante no grupo de maes que nao
utilizou antimicrobiano, mas ¢ importante considerar que nessa comparagdo existe uma
diferenca grande no numero amostral dos dois grupos, ja4 que as que utilizaram foram 15, e
que ndo utilizaram foram apenas 4. Também, nota-se um aumento relevante da abundancia

de Novosphingobium no grupo que usou antimicrobiano.
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Figura 28 - Abundancia relativa de géneros bacterianos por uso de antimicrobiano.
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Legenda: Grupos de leite LM divididos em grupos referentes ao uso de antimicrobianos, sendo a primeira
coluna referente as mées que ndo fizeram uso (n=4) ¢ a segunda coluna as maes que fizeram (n=15), com a
abundancia relativa de géneros bacterianos conforme a legenda de cores a direita.

Fonte: Elaborado pela autora (2023)
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Figura 29 - Abundancia relativa de géneros por amostra, por uso de antimicrobiano.
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Legenda: Cada barra indica uma amostra, referentes aos leites LM dos grupos de gestantes que ndo fizeram
uso de antimicrobiano (n=4), e que fizeram (n=15), e a abundancia relativa de géneros bacterianos conforme a
legenda de cores abaixo.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Para as medidas de alfa (Figura 30) ndo foram constatadas diferencas significativas,
embora os indices de Shannon e Simpson tenham chegado muito proximo a significancia.
Na grafico PCoA, nd3o foi observada tendéncia de agrupamento de amostras por

semelhanca de composi¢ao, sem diferenga significativa entre os grupos (Figura 31).
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Figura 30 - Medidas de alfa-diversidade para grupos de amostras por uso de antimicrobiano.

Observed
a80- .
L ]
60 - -
[ ]
w 40- b
E - il *
B b
i 50 - - .
.uél “ I‘ 1)
7 Mao Sim
i
- Shannon
= .
T 24- J-
2 .
=20- -
.'
16-
[ ] [ ]
1.2-
-
0.8- , .
M3o 5im

Chao1
80- .
L} L ]
60 - .
L ]
407 % |
- -l
o
20- L
Nao Sim
Simpson
[ ]
0s8- b L—.
e
.Il- L ]
0.6- .
R -
0.4-
L]
L ]
1 1
Nao Sim

Uso de antibidtico

Legenda: Distribuicdo das amostras pelos indices de diversidade Observed, Chaol, Shannon e Simpson para os
leites das maes que ndo utilizaram antimicrobiano (em verde) e que utilizaram (em vermelho). Nao foi
observada diferenca estatistica significativa entre os grupos (Observed, p=0,1765; Chaol, p=0,1955, Shannon,

p=0,046 e Simpson, p=0,04).

Fonte: Elaborado pela autora (2023)
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Figura 31 - Grafico de analise de coordenadas principais (PCoA) para amostras dos grupos
de maes por uso de antimicrobiano.
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Legenda: Eixos X e Y indicam a variacdo de composi¢ao das amostras de leite de maes que ndo utilizaram
antimicrobiano (em verde) e que ndo utilizaram (em vermelho) conforme legenda de cores indicada ao lado;
sendo que cada ponto representa uma amostra. Pontos proximos no grafico representam composi¢do
semelhante de géneros bacterianos. As elipses representam 95% de intervalo de confianga. Diferenga estatistica
ndo ¢ significativa entre grupos (p=0,5633)

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Nessa divisdo de grupos deve-se considerar que, dessas 15 maes que fizeram uso de
antimicrobiano, 7 fizeram somente uso pontual de cefazolina para profilaxia cirrgica.
Como foi utilizado uma unica dose, ¢ dificil inferir a extensdo do efeito dessa dose na
microbiota do leite, uma vez que também ndo constam estudos nesse sentido na literatura.
Um estudo clinico randomizado recente, contudo, analisou o efeito do uso de cefazolina
como profilaxia antibidtica cirtirgica na microbiota intestinal, € ndo apontou diferencas na
composi¢ado e diversidade com o uso do antimicrobiano (KAKU et al., 2020).

Os antimicrobianos usados nas gestantes do estudo, além da cefazolina profilatica
sao de classes diversas e incluem aminoglicosideos (gentamicina), cefalosporina de primeira
geragdo (cefalexina), betalactamicos (penicilina), lincosamida (clindamicina), nitroimidazol
(metronidazol) e macrolideo (azitromicina), sendo o metronidazol e cefalexina os mais

utilizados, pelas indicagdes para vaginose bacteriana e ITU, respectivamente. Apesar desses
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medicamentos agirem em bactérias como Staphylococcus, contraditoriamente os resultados

demonstraram maior predominancia desse género no grupo que fez uso de antimicrobiano.

No estudo de Asbury e colaboradores, que analisou o uso de antimicrobianos
categorizando-os por classe, o uso de macrolideos logo apds o parto foi associado a um
aumento de Corynebacterium, e o uso de cefalosporinas foi associado a menor abundancia
de Staphylococcus (2020). Nos resultados obtidos, ndo foi identificada uma diferenga
importante na abundancia de Corynebacterium, e a abundancia de Staphylococcus também
ndo demonstra ter relacdo ao uso da classe de antimicrobianos, uma vez que o género esta
distribuido entre diversas maes, ¢ as que fizeram uso de cefalexina foram apenas 3 delas (a
unica cefalosporina relatada além da cefazolina profilatica).

O género Novosphingobium se apresenta de forma abundante no grupo que fez uso
de antimicrobiano, e espécies ja foram isoladas de amostras de agua de reservatdrio em
hospitais (NARCISO-DA-ROCHA et al., 2014). Também, ja foi relatado potencial
antimicrobiano em espécies de Novosphingobium (DU; SINGH; YI, 2017, ELSAEED et al.,
2023), o que pode inferir que a presenca aumentada desse género pode influenciar na sua
predominancia ao diminuir a presenga de outras bactérias.

Em relacdo a diversidade, os resultados do presente estudo demonstram aumento no
grupo que utilizou antimicrobiano, embora seja importante observar que o nimero amostral
desse grupo ¢ muito maior que o do grupo que ndo utilizou. Mesmo assim, se observa
variados achados na literatura, desde um aumento da diversidade microbiana no leite com o
uso de antimicrobianos em estudo com prematuros, como j4 mencionado anteriormente
(ASBURY et al., 2020), como também uma diminui¢do na diversidade (HERMANSSON et
al., 2019; LUNDGREN et al., 2019), e outro estudo que ndo demonstrou relagdao
(MOOSSAVI et al., 2019).

As maes que fizeram uso de antimicrobiano sem ser pela profilaxia da cesarea
correspondem as mesmas 8 maes que foram avaliadas na subsecdo acima, referente a
presenca de infec¢do perinatal. Da mesma forma, os 10 géneros definidos como os mais
abundantes quando as amostras foram agrupadas dessa forma correspondem aos mesmos

géneros que a divisdo por presenca ou ndo de infeccao.
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4.3.5 Composicao e diversidade bacteriana de LM por parametro clinico: classificacio

da prematuridade

Como ja comentado anteriormente, a prematuridade pode ser classificada em niveis.
No estudo, foram incluidos nascimentos abaixo de 32 semanas de idade gestacional, ou seja,
contempla somente as classificacdes extremo pré-termo (<28 semanas, aqui também
chamado de EPT), e muito pré-termo (28 a <32 semanas, também VPT, de very preterm).
Quando analisada a abundancia relativa de géneros, ndo sdo observadas diferencas
significativas entre os dois grupos, também levando em consideracdo que sdo 14 maes que
tiveram seus bebés no periodo que os classifica como muito pré-termos, ¢ apenas 5
classificados como pré-termos extremos. A abundancia relativa por amostra pode ser vista

por grupo (Figura 32) e por amostra (Figura 33).

Figura 32 - Abundancia relativa de géneros bacterianos por classificacdo da prematuridade.
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Legenda: Grupos de leite LM divididos em grupos referentes a classificagdo de prematuridade, sendo a
primeira coluna referente as maes que tiveram bebés considerados pré-termos extremos (n=5) e a segunda
coluna as mades que tiveram bebés muito pré-termos (n=14), com a abundancia relativa de géneros
bacterianos conforme a legenda de cores a direita.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Figura 33 - Abundancia relativa de género por amostra, por classificacdo de prematuridade.
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Legenda: Cada barra indica uma amostra, referentes aos leites LM dos grupos de classificagdo de
prematuridade, sendo a primeira coluna referente as maes que tiveram beb&s considerados pré-termos
extremos (n=5) e a segunda coluna as maes que tiveram bebé&s muito pré-termos (n=14), com a abundéancia
relativa de géneros bacterianos conforme a legenda de cores abaixo.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Para esses grupos, também foi realizada andlise de alfa e beta-diversidade. Para
diversidade alfa (Figura 34), os testes estatisticos ndo demonstraram diferencas
significativas nos indices Observed e Chaol (p=0,956 para ambos), mas demonstraram
diferenga significativa em Shannon e Simpson (p=0,006 e p=0,004, respectivamente),
demonstrando agrupamento das amostras do mesmo grupo e similaridade de diversidade
bacteriana em sua composi¢do, que ¢ diferente do outro grupo comparado. Uma limitagao
dessas andlises ¢ a diferenca importante no nimero amostral dos dois grupos, uma vez que
sd0 5 amostras versus 14 amostras. Os testes de similaridade de beta-diversidade nao
demonstraram diferencas significativas entre os grupos, sendo possivel visualizar no grafico

ampla dispersdo de amostras (Figura 35).



Figura 34 - Medidas de alfa-diversidade para grupos de amostras por classificacdo de
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Legenda: Distribuicdo das amostras pelos indices de diversidade Observed, Chaol, Shannon e Simpson para os
leites das maes tiveram bebés pré-termos extremos (EPT, em verde) e que muito pré-termos (VPT, em
vermelho). Foi observada diferencga significativa nos indices Shannon (p=0,006) e Simpson (0,004). O mesmo
ndo foi visto em Observed e Chaol (p=0,956 para ambos).

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Figura 35 — Grafico de analise de coordenadas principais (PCoA) para amostras dos grupos
de maes de bebés pré-termo extremos € muito pré-termos.
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Legenda: Eixos X ¢ Y indicam a variacdo de géneros para as amostras para os leites das maes tiveram bebés
pré-termos extremos (em verde) e que muito pré-termos (em vermelho). Nao foi observada diferenca estatistica
significativa entre os grupos (p=0,5306).

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A diferenca entre a EPTs e VPTs em idade gestacional vai de menos de 28 semanas
(a menor idade gestacional registrada ¢ de 26 semanas) até 32 semanas. Apesar de existir
uma diferenca importante no nimero amostral, sendo somente 5 amostras EPT, se observa
um aumento da proporcao de Staphylococcus e Sphingomonas no leite com o aumento das
semanas de gestacao.

Na literatura, os estudos que demonstram alteracdes na composi¢do da microbiota do
leite conforme o tempo dizem respeito as semanas de lactagdo apos o parto, e nao a idade
gestacional. Quando avaliado dessa forma, Staphylococcus se apresenta com aumento
conforme as semanas de lactagdo (ASBURY et al., 2020, CABRERA-RUBIO et al., 2012).
O contréario também ja foi demonstrado, com uma diminui¢do da abundancia desse género
da semana 2 a 12 apds o parto (BROWNE et al., 2019).

Nao foram encontrados estudos que avaliaram especificamente a idade gestacional
classificada dentro da prematuridade, mas sim o leite prematuro com o leite de maes a
termo. Neste estudo, ndo foi analisado o leite de maes a termo, portanto ndo € possivel fazer

esse tipo de comparacao.
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5 CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos, com o presente estudo foi possivel compreender
sobre a composi¢cdo e diversidade da microbiota do leite de maes doadoras de um dos
principais BLHs do estado de Santa Catarina, bem como o de maes de RNPTs nascidos na
Maternidade Carmela Dutra de Floriandpolis/SC. Mais do que isso, foi possivel avaliar o
efeito na microbiota da personalizagdo do leite de maes doadoras com o leite de maes de
RNPTs. Os resultados demonstraram que cada mae apresenta um perfil tnico de microbiota
do leite, evidenciando a importancia que esse processo de personalizacao do leite de doadora
apresenta, como uma forma de oferecer em maior propor¢do as vantagens da microbiota
benéfica da propria mae para cada RN.

As amostras de LP, LM e LI ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas
nos indices de composi¢do e diversidade, embora seja possivel notar uma diferenga
qualitativa nesses parametros, indicando que o LI se assemelha ao LP com uma tendéncia a
se aproximar do LM. Também, ao comparar cada amostra de LM com seu respectivo LI,
nota-se que houve uma grande semelhanga de composi¢do em mais de 45% dos casos,
sugerindo o sucesso do processo de personalizacdo nessas amostras.

Além disso, ao comparar com os dados clinicos das maes participantes do estudo, foi
possivel estabelecer um perfil de microbiota do leite prematuro com base no tipo de parto,
presenca de infeccdo perinatal, uso de antimicrobiano e classificagdo de prematuridade.
Destaca-se a avaliagdo de infeccdo, cujos resultados demonstraram diversidade
significativamente maior nas amostras referentes a auséncia de infec¢do perinatal, além da
presenca significativamente maior do género Staphylococcus nas amostras de maes de parto
cesarea, quando feita avaliagao por tipo de parto.

Do estudo geral, que inclui 40 maes, foram avaliadas as amostras de leite de 19
maes. Comparagdes mais amplas e com diferentes analises estatisticas poderdo ser feitas
quando analisado o niimero amostral total do estudo clinico, a ser realizado futuramente.
Também, considera-se uma limitagdo do estudo a auséncia de amostras de maes a termo
para uma comparacao entre esses grupos, que enriqueceria o trabalho.

Embora ndo tenha sido encontrada uma diferenca estatistica significativa entre os

grupos de leite analisados, considerando a microbiota imatura do RNPT que vai receber esse
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leite, uma diferenga qualitativa na sua composi¢do e diversidade de microbiota j& possui

potencial de impactar na sua modulagdo. Esse aspecto torna esse estudo de extrema
importancia no contexto de saude publica, uma vez que o processo de personalizagdo do
leite foi realizado dentro do lactario da Maternidade Carmela Dutra pelas profissionais ja
atuantes, podendo futuramente ser implantado como método de melhoramento da qualidade
do leite para bebés prematuros de forma rotineira.

Como perspectivas, os achados sugerem mais estudos com outros tempos de coleta
de leite, de forma a acompanhar o periodo de amamentagao dos bebés, bem como da analise
de leite de maes a termo e 0 metaboloma dessas amostras. Também, a analise das fezes dos
bebés amamentados juntamente com os parametros clinicos, com coletas em diferentes
tempos, de forma a acompanhar o periodo de intervencao, se fazem necessarias para que seja
possivel determinar os alcances reais do processo de personalizagdo do leite e intervengao

realizada.
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APENDICE 1 - Exemplo do efeito das filtragens na qualidade do sequenciamento.

Amostra L.14 - Antes das filtragens.
@Per base sequence quality
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Amostra L14 - Depois das filtragens.
@Per base sequence quality
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APENDICE 2 - Géneros bacterianos por intersecio dos grupos de leite

FIGURA 9

Grupos

Numero
de géneros

Géneros

LI-LM-LP

94

Slackia Streptococcus Pseudoflavonifractor
Brevundimonas Lawsonella Roseomonas
Micrococcus Dactylosporangium
Flintibacter Raoultella Pseudomonas
Phocaeicola Romboutsia
Methanobrevibacter Corynebacterium
Mycobacterium Staphylococcus
Sphingobacterium Acinetobacter
Burkholderia Brachybacterium Enterococcus
Enhydrobacter Delftia Clostridium sensu
stricto Agathobaculum Finegoldia
Pseudoxanthomonas Anaerostipes Neglecta
Flavonifractor Agrobacterium Cutibacterium
Halomonas Schaalia Stenotrophomonas
Brevibacterium Dietzia Pseudescherichia
Haemophilus Fusobacterium
Bradyrhizobium Aerococcus Massilia
Bacillus Collinsella Blautia Subdoligranulum
Proteus Bifidobacterium Anaerococcus
Clostridioides Streptophyta Azospirillum
Chryseobacterium Novosphingobium
Rhodopseudomonas Sphingomonas
Phascolarctobacterium Wautersiella
Veillonella Salmonella Rothia Streptomyces
Anaerobiospirillum Gemella
Methylobacterium Dysosmobacter
Turicibacter Kluyvera Pelomonas
Herbaspirillum Leclercia Serratia
Latilactobacillus Kocuria Prevotella
Bacteroides Intestinimonas Paracoccus
Ruminococcus Faecalibacterium Aeromonas
Ligilactobacillus Limosilactobacillus
Achromobacter Salinicoccus Kineothrix
Enterobacter Klebsiella Enterocloster
Pantoea Lactobacillus

LI-LM

17

Thiothrix Dermacoccus Lelliottia Pedococcus
Modestobacter Agathobacter Treponema
Aggregatibacter Lautropia Citrobacter
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Cronobacter Jeotgalicoccus Peptoniphilus
Campylobacter Faecalimonas Cedecea
Cloacibacterium

LM -LP 13 Ralstonia Kurthia Actinoallomurus
Microvirga Curvibacter Anaerotignum
Actinomyces Hymenobacter Neisseria
Roseburia Megasphaera Anaerotruncus
Brucella

LI-LP 25 Negativibacillus Rouxiella Enteractinococcus
Selenomonas Fournierella Hungatella
Chishuiella Comamonas Mediterraneibacter
Duganella Cupriavidus Rahnella
Dolosigranulum Flavobacterium
Peptacetobacter Terrisporobacter
Phytobacter Dyella Actinoplanes Gemmiger
Nocardioides Amylibacter Merdimonas
Mitsuokella Mucilaginibacter

LM 32 Escherichia/Shigella Facklamia
Altererythrobacter Frankia Alloiococcus
Murimonas Mesorhizobium Muricauda
Jatrophihabitans Winkia Methylorubrum
Intestinibacter Dialister Virgibacillus
Erysipelatoclostridium Skermanella
Eubacterium Actinomycetospora Alcanivorax
Aeromicrobium Thermomonospora
Falsirhodobacter Parabacteroides
Allosphingosinicella Diaphorobacter
Rhodanobacter Alistipes Mitsuaria Devosia
Leptotrichia Archangium Rheinheimera

LI 48 Anaerobutyricum Vulcaniibacterium
Reyranella Aridibacter Flavitalea
Micromonospora Daejeonella Providencia
Ruania Quadrisphaera Yersinia Sphingobium
Lysobacter Trabulsiella Pseudoduganella
Absicoccus Qipengyuania Labedella
Candidatus Solibacter Megamonas
Cytobacillus Faecalibacillus Caulobacter
Fusicatenibacter Negativicoccus Gulosibacter
Allobaculum Coprobacter Clostridium IV
Schwartzia Granulicatella Gordonibacter
Nubsella Pelobacter Luteibacter
Peptostreptococcus Occallatibacter
Rhodococcus Rhizobium Castellaniella
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Weissella Neorhizobium Nosocomiicoccus
Lactococcus Alishewanella Parasutterella
Porphyromonas Paraburkholderia

LP 27 Kosakonia Intrasporangium Yokenella
Terrabacter Lysinibacillus Atlantibacter
Lentzea Frisingicoccus Georgenia
Tepidimonas Paenibacillus Lancefieldella
Pseudoglutamicibacter Acidihalobacter
Butyricicoccus Aliicoccus Siccibacter Ensifer
Gleimia Chromohalobacter Mixta
Lachnospira Paenarthrobacter Ewingella
Hyphomicrobium Catenulispora

Desulfovibrio
FIGURA 10
Grupos Nimero Géneros
de géneros
LI-LM 110 Slackia Streptococcus Pseudoflavonifractor

Brevundimonas Lawsonella Roseomonas
Micrococcus Thiothrix Dactylosporangium
Flintibacter Dermacoccus Raoultella
Pseudomonas Phocaeicola Romboutsia
Lelliottia Pedococcus Methanobrevibacter
Modestobacter Corynebacterium
Mycobacterium Staphylococcus
Sphingobacterium Acinetobacter
Burkholderia Brachybacterium Enterococcus
Enhydrobacter Delftia Agathobacter
Clostridium sensu stricto Agathobaculum
Treponema Finegoldia Aggregatibacter
Pseudoxanthomonas Anaerostipes Lautropia
Neglecta Flavonifractor Agrobacterium
Cutibacterium Halomonas Schaalia
Stenotrophomonas Brevibacterium Dietzia
Pseudescherichia Haemophilus
Fusobacterium Bradyrhizobium Aerococcus
Massilia Bacillus Collinsella Citrobacter
Blautia Subdoligranulum Proteus
Bifidobacterium Anaerococcus
Clostridioides Streptophyta Azospirillum
Cronobacter Chryseobacterium
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Novosphingobium Rhodopseudomonas
Sphingomonas Phascolarctobacterium
Wautersiella Veillonella Salmonella Rothia
Streptomyces Anaerobiospirillum Gemella
Methylobacterium Dysosmobacter
Turicibacter Kluyvera Jeotgalicoccus
Pelomonas Herbaspirillum Leclercia
Serratia Peptoniphilus Latilactobacillus
Campylobacter Kocuria Prevotella
Bacteroides Intestinimonas Paracoccus
Ruminococcus Faecalimonas
Faecalibacterium Aeromonas
Ligilactobacillus Limosilactobacillus
Achromobacter Salinicoccus Cedecea
Kineothrix Enterobacter Klebsiella
Enterocloster Cloacibacterium Pantoea
Lactobacillus

LM

45

Escherichia/Shigella Facklamia
Altererythrobacter Frankia Ralstonia
Alloiococcus Murimonas Mesorhizobium
Muricauda Jatrophihabitans Winkia Kurthia
Methylorubrum Intestinibacter
Actinoallomurus Dialister Virgibacillus
Erysipelatoclostridium Microvirga
Curvibacter Skermanella Eubacterium
Actinomycetospora Anaerotignum
Alcanivorax Aeromicrobium Actinomyces
Thermomonospora Hymenobacter Neisseria
Falsirhodobacter Roseburia Megasphaera
Parabacteroides Allosphingosinicella
Diaphorobacter Anaerotruncus
Rhodanobacter Alistipes Mitsuaria Devosia
Leptotrichia Brucella Archangium
Rheinheimera

LI

73

Negativibacillus Anaerobutyricum
Vulcaniibacterium Reyranella Rouxiella
Aridibacter Flavitalea Enteractinococcus
Selenomonas Fournierella Micromonospora
Daejeonella Providencia Ruania
Quadrisphaera Yersinia Sphingobium
Lysobacter Trabulsiella Pseudoduganella
Absicoccus Qipengyuania Hungatella
Chishuiella Labedella Candidatus Solibacter
Comamonas Mediterraneibacter Duganella
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Megamonas Cytobacillus Faecalibacillus
Caulobacter Cupriavidus Fusicatenibacter
Rahnella Dolosigranulum Negativicoccus
Gulosibacter Flavobacterium
Peptacetobacter Terrisporobacter
Phytobacter Allobaculum Coprobacter
Clostridium IV Dyella Schwartzia
Actinoplanes Granulicatella Gordonibacter
Nubsella Pelobacter Luteibacter Gemmiger
Peptostreptococcus Nocardioides
Occallatibacter Rhodococcus Rhizobium
Castellaniella Amylibacter Weissella
Neorhizobium Nosocomiicoccus Merdimonas
Lactococcus Mitsuokella Alishewanella
Parasutterella Porphyromonas
Paraburkholderia Mucilaginibacter
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.

Pesquisador(a) Responsavel: Prof. Maria Marlene de Souza Pires, PhD Pagina 1de8

UNIVERSIDADE FEDERAL
DE SANTA CATARINA

Centro de Ciéncias da Saide - CCS

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Informagdes as Mies do Grupo Pré-termo

Titulo: CAUSAS E EFEITOS DE MICROBIOTAS DA MAE NF)
NASCIMENTO E SOBREVIDA DE RECEM NASCIDOS P’RE—
TERMOS: ESTRATEGIAS DE PROMOGCAO DE SAUDE

MATERNO-INFANTIL

Dra. Maria Marlene de Souza Pires

Endereco; Rua Dom Joaquim, 827, Centro, Apto 501, Florian6polis,
Santa Catarina, CEP 88015310

Telefone: (48) 3223-5151

E-mail: mmspires@gmail.com

Pesquisadora:

Dra. Thaise Cristina Brancher Soncini

Enderego: Rua Padre Clemente 63- - Centro, Floriandpolis - SC, CEP
88015-350 -

Telefone: (48) 99987-3810

E-mail: thaisesoncini@gmail.com

[Tairbausior i e ,
Vocé esta sendo convidada para participar de um estudo intitulado “CAUSAS E EFEITOS
DE MICROBIOTAS DA MAE NO NASCIMENTO E SOBREVIDA DE RECEM
NASCIDOS PRE-TERMOS: ESTRATEGIAS DE PROMOGCAO DE SAUDE
MATERNO-INFANTIL”, como parte do grupo de mies com tempo de gestagdo

incompleta, chamado grupo pré-termo (< 32 semanas de gesta¢do).

E através das pesquisas que ocorrem os avangos na ciéncia e sua participagdo é de
fundamental importancia. Caso vocé aceite participar desta pesquisa, serd necessdria sua
autorizagdo para: (1) realizar coleta de uma amostra de secregdo vaginal no seu trabalho de
parto e (2) permitir um levantamento de dados do seu histdrico clinico antes e durante sua

gestacdo.
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(1) A coleta de secregdo vaginal é um procedimento ndo invasivo € que ndo causa
prejuizo a vocé ou ao bebé, tendo apenas o risco de desconforto ou constrangimento,
pois vocé ficara em posigdo ginecoldgica como se fosse realizar o exame preventivo
do Papanicolau. O(A) médico(a) colaborador do projeto ird coletar a amostra de
secregdo vaginal utilizando um cotonete longo, denominado de swab, em sala
privativa.

(2) O levantamento de dados do seu histérico clinico antes e durante sua gestagdo serd .
obtido através da consulta ao seu prontuério de pré-natal e eventualmente, realizando
perguntas diretamente a vocé se a informagio nfo constar em seu prontudrio. Os
dados estario relacionados as condigdes sécio-econdmico-demograficas, aos habitos
de vida, ao histérico clinico-obstétrico e ao estado de satide atual. Todas as
informagdes serfo confrontadas com os dados das gestantes com parto a termo.

i

J

e

¢ :J

a) As responsaveis pela pesquisa, Dra Maria Marlene de Souza Pires (pediatra) ¢ .
Cristina Brancher Soncini (pediatra neonatologista), poderdo ser contatadas po:
pessoalmente na propria Maternidade Carmela Dutra, para tirar qualquer dmmh
trabalho conforme consta no padrio ético vigente no Brasil. el :

b) Estdo garantidas todas as informagdes que vocé queira, antes, durante e depons do mdo. ;

¢) A participagdo neste estudo é voluntiria. Vocé tem a liberdade de recusar sua participagdo
no estudo, ou, se aceitar a participagdo, vocé tem a liberdade de retirar seu consentimento a
qualquer momento. Este fato ndo implicard na interrupgdo do seu atendimento, que estd
assegurado.

¢) As informagdes relacionadas ao estudo poderdo ser inspecionadas pelos pesquisadores e
pelas autoridades legais, no entanto, se qualquer informagdo for divulgada em relatério ou
publicagdo, isto serd feito sob forma codificada, para que a confidencialidade seja mantida.

g) Todas as despesas necessdrias para a realizagdo da pesquisa niio sdo da responsabilidade
do participante e sua familia.

h) Pela participagdo no estudo vocé niio receberd qualquer valor em dinheiro.

O leite materno ¢ uma fonte de riqueza nutricional, de prote¢fo imunolégica e
desenvolvimento neuropsicomotor para o recém-nascido. Essas qualidades sdo dependentes
em parte da presenca de microrganismos benéficos. Ento ¢ altamente desejavel que o recém-
nascido prematuro receba o leite da mde até que possa estar apto para receber outros
alimentos. No entanto, frequentemente as médes que enfrentam partos prematuros produzem
minimas quantidades de leite e néo atingem as quantidades indicadas para seus filhos. Nesses
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casos os bebés podem ser alimentados por leite materno de doadoras ou formulas infantis.
Entretanto, por seguranga, o leite da doadora deve passar pelo processo de pasteurizagdo
(aquecimento para inativar microrganismos patogénicos), durante o qual se perdem tanto a
microbiota normal quanto parte dos anticorpos importantes para o bebé. Recentemente, foi
mostrado em uma pesquisa, que o leite materno de doadoras pode ser suplementado com o
leite da mae para tentar recuperar parte desses microrganismos e anticorpos perdidos. O
projeto que esté sendo convidada a participar, propde a realizagdo de um ensaio clinico com
recém-nascidos prematuros, menores de 32 semanas, que receberdo leite de doadora
personalizado com o leite das suas préprias mdes, e verificar se esses bebés se beneficiam
dessa suplementag3o, Entretanto, nem sempre as mies conseguem produzir leite. Além dessa
avaliagdo, essa pesquisa pretende estudar dois grupos distintos de gestantes: um grupo de
mulheres em trabalho de parto prematuro, com risco de terem o bebé pré-termo e um grupo
de mulheres com gravidez em tempo normal. Essa divisdo tem o intuito de avaliar as
alteragdes na composi¢do de microrganismos presentes no canal vaginal que podem estar
relacionadas 4 prematuridade. Para isso também precisaremos pesquisar os habitos de vida, o
histérico clinico e as condigdes de saide das gestantes dos dois grupos, uma vez que esses
fatores também podem ter relagdio com a prematuridade.

2 Y PRl R P T ]
is eficios

el s
Risc eneficios como volur

SN SR S T it

Riscos:

A coleta de secregio vaginal é um procedimento nio invasivo e que nfo causa prejuizo a
gestante ou ao bebé, tendo apenas o risco de desconforto ou constrangimento a gestante.
Além do risco mencionado, ha risco minimo de quebra de anonimato, alheio a vontade dos
pesquisadores, o qual serd minimizado armazenando suas informag¢des em arquivos
identificados por cddigos. Para preservar a confidencialidade das informagdes coletadas,
todos os seus dados serdo mantidos em sigilo e de acesso somente pelos pesquisadores.

Beneficios:

Nio haverd grandes riscos ao participar dessa pesquisa, e os beneficios serdo ajudar a
preven¢do do trabalho de parto pré-termo e um tratamento apropriado a vocé, a outras
gestantes e também, as futuras gestantes. Para seu/sua filho(a), a participagio na pesquisa nio
trard beneficios diretos, entretanto ird contribuir com os beneficios indiretos da pesquisa. Os
nossos resultados podem levar ao desenvolvimento de um processo de melhoramento do leite
de doadora com minima manipula¢do com alta probabilidade de sucesso. Como a estratégia
de suplementagdo do leite da doadora é simples, préxima do processo natural e acessivel para
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ser implementado no SUS, ela poderd significar ndo somente a redugdo da taxa de
mortalidade dos recém-nascidos, mas a promogdo da sua qualidade de vida futura e, assim,
representar ganhos para a sociedade em geral. Além disso, a estratégia possibilita também
que a prépria mie possa sentir-se agindo positivamente no aleitamento do seu filho, mesmo
com uma produgdo baixa de leite.

Vocé tem a garantia de que qualquer problema decorrente do estudo poderd ser tratado
primeiramente com os pesquisadores responsdveis da pesquisa cujos contatos estio
especificados no item “quem devo contatar para obter informagdes?”. A seguir podera ser
procurada a diregiio do Centro de Ciéncias da Saide da Universidade Federal de Santa
Catarina (CCS/UFSC) pelo telefone (48) 37219525, ou pela pagina de internet
https://ccs.ufsc.br/contato-secretaria/. Em ultima instancia poderd ser contatado o Comité
de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (CEPSH) da UFSC pelo telefone (48)
3721-6094, ou pessoalmente no préprio CEPSH no seguinte enderego: Universidade Federal
de Santa Catarina Prédio Reitoria II (Edificio Santa Clara), Horérios:10 as 12h e 16 as 18h,
Rua Desembargador Vitor Lima, n° 222, sala 401 — Trindade, Florianépolis/SC, CEP:
88.040- 400.

a) Se vocé sofrer qualquer tipo de dano, material ou imaterial, referente 4 sua participagdo na
pesquisa, previsto ou néo neste termo de consentimento livre e esclarecido, vocé tem o direito
de procurar indenizagdo por parte dos pesquisadores € de acordo com a legisla¢do vigente. -

b) Vocé ndo terd quaisquer custos ou forma de pagamento por autorizar a sua participagdo
neste projeto de pesquisa. Caso algum tipo de despesa venha a ocorrer de forma
extraordindria e inesperada pela sua participagdo na pesquisa, vocé podera ser ressarcido por
parte dos pesquisadores e de acordo com a legislagdo vigente.

'O que acontece com as in

a) A equipe de pesquisa usard suas informages para pesquisa cientifica e para os objetivos
da pesquisa. As informagdes serdo armazenadas tanto em papel como em computador. Para
proteger sua privacidade, as informagdes serdo rotuladas de forma que ndo identifiquem vocé,
uma vez que seus dados serdo identificados por um cddigo numérico. Quando os resultados
da pesquisa forem publicados, sua identidade serd mantida confidencial.

b) Suas informagdes serio mantidas privadas e confidenciais pelo pesquisador, de acordo
com todas as leis e regulamentagdes brasileiras pertinentes e aplicaveis.
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¢) A identidade dos participantes da pesquisa serd sempre tratada como confidencial.

d) Vocé pode pedir ao pesquisador para verificar suas informagdes coletadas, e pode solicitar
que quaisquer erros sejam corrigidos. Se vocé decidir deixar a pesquisa a qualquer momento,
0 pesquisador ainda podera usar suas informagdes coletadas até aquele momento.

€) Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido vocé autoriza a utilizagdo dos
seus dados, conforme descrito acima.

pesquisa. Vaocé pode concordar em participar da pesquisa agora e mudar de ideia mais tarde.
Vocé pode descontinuar sua participagio na pesquisa a qualquer momento.

Se vocé tiver quaisquer diividas sobre a pesquisa ou sentir que esta pesquisa lhe causou
danos, ou caso tenha diividas sobre seus direitos como um participante da pesquisa, favor
entrar em contato com:

Dra. Maria Marlene de Souza Pires :
Endereco: Rua Dom Joaquim, 827, Centro, Apto 501, Florianépolis, Santa Catarina,
CEP 88015310 25 AR
Telefone: (48) 3223-5151 )
E-mail: mmspires@gmail.com

Dra. Thaise Cristina Brancher Soncini
Endereco: Rua Padre Clemente 63 - Centro, Florian6polis - SC, CEP 88015-350
Telefone: (48) 3251-7599
E-mail: thaisesoncini@gmail.com -~ -

ou

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH)

Universidade Federal de Santa Catarina Prédio Reitoria IT (Edificio Santa Clara),
Horarios:10 as 12h e 16 as 18h, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401 —
Trindade, Florianépolis/SC, CEP: 88.040- 400, Contato: (48) 3721-6094

E-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br

O CEPSH ¢é um o6rgdo colegiado interdisciplinar, deliberativo, consultivo e educativo,
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vinculado & Universidade Federal de Santa Catarina, mas independente na tomada de
decis3es, criado para defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade
e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos.

ou

CEP-SES/SC localizado no Anexo I da Secretaria de Estado da Saiide de Santa
Catarina, na Diretoria de Educagio Permanente em Saiide- Divisio de Ciéncia e
Tecnologia.

Rua Esteves Juinior 390- Anexo I SES- 2° andar, Centro.
CEP: 88015-130 —Florianépolis, SC- Brasil
Telefone: (48) 36647218/ (48) 36647242
E-mail: cepses@saude.sc.gov.br

Se vocé consentir com sua participagio, por favor leia e assine abaixo. Este termo de
consentimento contém informagdes importantes. Estas informagdes lhe ajudardo a decidir se
vocé quer participar desta pesquisa. Se vocé ainda tiver diividas, converse com o pesquisador
ou com um dos membros da equipe da pesquisa antes de assinar este documento.

IDENTIFICACAO E CONSENTIMENTO DO VOLUNTARIO:

Nome Complefo da mie (termo) particinante da Pesquisa, em letra

legivel

Assinatura da Mie Data

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO:

“Declaro que,em / / ,concordei em participar, na qualidade de participante do projeto
de pesquisa intitulado “CAUSAS E EFEITOS DE MICROBIOTAS DA MAE NO
NASCIMENTO E SOBREVIDA DE RECEM NASCIDOS PRE-TERMOS:
ESTRATEGIAS DE PROMOGAO DE SAUDE MATERNO-INFANTIL”, apés estar
devidamente informada sobre os objetivos, as finalidades do estudo e os termos da minha
participacdo, assino o presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido em duas vias,
que serdo assinadas também pelo pesquisador responsével pelo projeto, sendo que uma cépia
se destina a mim (participante) e a outra ao pesquisador.”
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“As informagdes fornecidas aos pesquisadores serdo utilizadas na exata medida dos objetivos
e finalidades do projeto de pesquisa, sendo que minha identificagdo serd mantida em sigilo e
sob a responsabilidade dos proponentes do projeto.”

“Ndo receberei nenhuma remunerago e no terei qualquer dnus financeiro (despesas) em
fungdo do meu consentimento espontineo em participar do presente projeto de pesquisa.”

“Declaro que estou ciente que as amostras coletadas serdo utilizadas especificamente para os
procedimentos relacionados a este projeto de pesquisa e que podero ficar armazenadas até a
execucdo de tais metodologias, sob guarda do grupo de pesquisa.”

“Independentemente deste consentimento, fica assegurado o direito a retirar minha

participagdo da pesquisa em qualquer momento e por qualquer motivo, sendo que para isso
comunicarei minha decis3o a um dos proponentes do projeto acima citados.”

Assinatura da mie (pré-termo) participante da pesquisa

Pesquisador

Eu confirmo que expliquei a natureza ¢ o objetivo desta pesquisa, & os possiveis riscos e
beneficios ao participante da pesquisa. Declaro que cumprirei as exigéncias contidas nos itens
IV.3 e IV 4, este ltimo se pertinente, conforme Resolugio CNS n° 466/12.

Assinatura da Pesquisadora (Maria Marlene de Souza Pires)
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