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RESUMO

Administracio orofaringea de colostro e a prevenc¢io de infeccdes em recém-nascidos

pré-termo de muito baixo peso ao nascer.

Objetivo: Avaliar o efeito da administragdo orofaringea de colostro na estimulagdo do
sistema imune e na preven¢do de infec¢des em recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso
ao nascer do Servi¢o de Neonatologia do Hospital de Clinicas de Uberlandia.

Método: Estudo clinico, randomizado, duplo-cego, placebo controlado com 145 RNPT MBP
que foram randomizados para receber administragdo orofaringea de 0,2 mL de colostro
(Grupo Colostro) ou agua destilada (Grupo Placebo) a cada 2 horas por 48 horas, com inicio
nas primeiras 48-72 horas de vida. Quando o colostro ndo estava disponivel para RN
randomizado para o grupo experimental ele recebeu administragdo orofaringea de leite
humano de banco (Grupo LHB). Os niveis de IgA foram dosados no soro e urina antes e apos
o tratamento. Foram coletados os dados clinicos durante a internagdo do RN.

Resultados: Nido foi observado diferenca na incidéncia de sepse tardia nos 3 grupos
analisados. Também nd3o houve diferenca no tempo de internagdo e mortalidade. Os niveis
séricos e urinarios de IgA foram semelhantes nos 3 grupos antes e apds o tratamento. Nos 3
grupos a mediana de inicio de dieta enteral foi de 3 dias e todos os RNPT MBP foram
alimentados exclusivamente com LH até o volume de pelo menos 100 mL/Kg/dia.
Conclusao: Nao foi observado efeito da administragdo orofaringea de colostro na incidéncia
de sepse tardia e nas dosagens de IgA no soro e urina antes e apos o tratamento. Estes achados
podem ser justificados pelo uso exclusivo de LH nos primeiros dias de vida e reforcam a

importancia da dieta enteral precoce, especialmente, com LH.

Palavras chave: Administragdo orofaringea. Colostro. Recém-nascido pré-termo. Sepse

Neonatal. IgA.



ABSTRACT

Oropharyngeal Colostrum Administration and Prevention of Late Onset Sepsis in Very

Low Birth Weight Preterm Infants

Objective: The purpose of this study was to evaluate the effects of oropharyngeal colostrum
administration in very low birth weight (VLBW) preterm infants in first days of life, specially
in reduction of late onset sepsis.

Study Design: We conducted a double-blind, randomized, placebo-controlled trial and
assigned 145 VLBW infants to receive 0.2 mL of colostrum (Colostrum Group) or sterile
water (Placebo Group) via oropharyngeal route every 2 hours for 48 hours, beginning in the
first 48-72 hours of life. If the infant was assigned to experimental group but, for any reason,
colostrum was not available, this infant received oropharyngeal administration of donor
human milk (DHM Group). Immunoglobulin A (IgA) was measured in serum and urine pre
and pos treatment. Clinical data during hospitalization were collected.

Results: We found no statistically significant differences in the incidence of late onset sepsis
comparing the 3 groups. There were either no differences considering length of hospital stay
and mortality. The measurement of IgA in serum and urine were similar pre and pos treatment
in the 3 groups. All groups of neonates initiated enteral nutrition with a median of 3 days and
were exclusively fed breast milk until a volume of at least 100 mL/Kg/day.

Conclusion: We observed no effect of oropharyngeal administration of colostrum in the
incidence of late onset sepsis and in levels of IgA in serum and urine before and after protocol
treatment. This finding can be justified by the practice of feeding VLBW infants exclusively
with breast milk in the first days of life and reinforces the prior knowledge of the importance

of early nutrition, especially, with human milk.

Key words: Oropharyngeal administration. Colostrum. Preterm infants. Neonatal Sepsis. IgA.
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Introducdo

Os importantes avangos em neonatologia nas ultimas décadas resultaram em
reducdo significativa na mortalidade de recém-nascidos pré-termo (RNPT) de muito baixo
peso ao nascer (MBP), ou seja, aqueles com peso de nascimento inferior a 1.500 g.
Entretanto, a maior sobrevivéncia destas criangas esta associada a um aumento nas
morbidades a curto e longo prazo, incluindo, infecgdes hospitalares, enterocolite necrosante,
hemorragia intraventricular, leucomaldcea periventricular e comprometimento do
desenvolvimento neuropsicomotor caracterizado por déficits cognitivos e motores, déficits
visuais e auditivos e paralisia cerebral (GLASS et al., 2015; RODRIGUEZ et al., 2010).

As infec¢des constituem as principais causas de morbi-mortalidade em RNPT e
apresentam incidéncia variavel, na literatura mundial, com estudos relatando de 1 a 5/1000
nascidos vivos até 40 a 170/1000 nascidos vivos (CORTESE et al., 2016). No RNPT MBP, a
incidéncia descrita tem sido tdo alta quanto 20 a 30% (HUANG et al., 2016).

No documento da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2013)
“Critérios Nacionais de Infec¢des Relacionadas a Assisténcia a Saude em Neonatologia” foi
instituiido um novo conceito para as infecgdes neonatais em geral, com o termo IRAS
(Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude em Neonatologia), visando uma prevengio
mais abrangente das infec¢des do periodo pré-natal, perinatal e neonatal. As IRAS afetam
mais de 30% dos neonatos e, quando comparados a populacdo pediatrica de maior idade seus
indices podem ser até cinco vezes maiores. Estima-se que no Brasil, 60% da mortalidade
infantil ocorra no periodo neonatal, sendo a sepse neonatal uma das principais causas

(ANVISA, 2013).

1.1 Sepse Neonatal e Enterocolite Necrosante

A sepse neonatal € uma sindrome clinica caracterizada por sinais sistémicos de
infeccdo acompanhados pela presenga de bacteremia, no primeiro més de vida, podendo ou
ndo apresentar hemocultura positiva. A morbimortalidade significativa justifica a preocupagdo
com o diagndstico e o tratamento precoces (ANVISA, 2013; SILVEIRA; PROCIANOY,
2012; STOLL et al., 2011).

A apresentagdo clinica €, em geral, insidiosa, com sinais e sintomas muitas vezes
inespecificos, confundidos com condi¢des proprias da idade e com a evolugdo por vezes

instavel do RNPT MBP (CALDAS et al., 2008). O diagnostico de certeza ¢ dificil porque ndo
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hé teste diagnostico definitivo e a sensibilidade das culturas ndo ultrapassa 80%. Diante de um
quadro sugestivo, especialmente, nos neonatos com fatores de risco para desenvolverem
infeccdo, geralmente, opta-se pela indicacdo de terapia empirica com antibidticos. As
avaliagdes sucessivas, clinicas e laboratoriais definirdo a necessidade de manutengdo ou
suspensdo da medicacdo (ANVISA, 2013; SILVEIRA; PROCIANQY, 2012).

A sepse neonatal € classificada em precoce, quando ocorre nas primeiras 48 horas
de vida e em tardia, se ap0s as primeiras 48 horas de vida (ANVISA, 2013; SCCM Consensus
Committee, 1992). A sepse neonatal precoce esta relacionada a fatores pré-natais e proximos
ao parto. O comprometimento ¢ multissistémico e o curso clinico algumas vezes fulminante.
Os germes, quando identificaveis, pertencem ao trato genital materno sendo os mais
frequentes nos Estados Unidos, Streptococcus do grupo B, no recém-nascido a termo, e
Escherichia coli, no recém-nascido pré-termo (STOLL et al, 2011). Nos paises em
desenvolvimento, FLscherichia coli, Klebsiella species e Staphylococcus aureus sao os
patdgenos mais frequentes (SILVEIRA; PROCIANOY, 2012). A sepse tardia esta relacionada
a fatores pos-natais em decorréncia da hospitalizagdo prolongada com necessidade de
ventilagdo mecanica, nutri¢do parenteral, uso de cateteres permanentes, tubos endotraqueais e
outros procedimentos invasivos, além da transmissdo horizontal por meio das méaos dos
cuidadores e da equipe assistencial (DE SOUZA RUGOLO et al., 2014; RANGEL et al,,
2014; STOLL et al., 2011). Os micro-organismos hospitalares sdo os principais agentes;
bactérias Gram-negativas, S. aureus, Staphylococcus coagulase negativa e os fungos (DE
SOUZA RUGOLO et al., 2014; ZAIDI et al., 2009).

A sepse tardia, que se manifesta apds 48 horas da admissdo hospitalar, ¢
particularmente importante devido a alta prevaléncia e associagdo com baixo ganho ponderal,
aumento do tempo de internagdo hospitalar, sequelas neurologicas e um custo significativo
para a familia, os servi¢os de saude e a sociedade. O risco de adquirir uma infec¢do hospitalar
¢ inversamente proporcional ao peso e idade gestacional ao nascimento e esta diretamente
relacionado a gravidade do recém-nascido (SCCM Consensus Committee, 1992).

Além da sepse neonatal, a enterocolite necrosante (ECN) € outra causa importante
de mortalidade e morbidade em RNPT. Aproximadamente 7% dos RNPT MBP desenvolvem
ECN, 20 a 30% desses neonatos evoluem para o obito e os sobreviventes apresentam risco
substancial de complicagdes a longo prazo, incluindo retardo do desenvolvimento
neuropsicomotor e sindrome do intestino curto (PATEL; DENNING, 2015). Apesar da
patogénese da ECN ndo estar totalmente esclarecida, evidéncias atuais sugerem que a

fisiopatologia € multifatorial e esta relacionada a interagdo entre o nascimento prematuro, a
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nutricdo enteral, a alteracdo da microbiota intestinal e outros fatores potenciais (NEU, 2015;
PATEL; DENNING, 2015).

A ECN ¢ uma doenga inflamatoria aguda com necrose do intestino e pode ser a
causa subjacente da sepse neonatal. A probabilidade de ECN ¢ alta quando um recém-nascido
apresenta-se com quadro de sepse por Gram-negativo, com manifestagdes clinicas e
radiologicas abdominais (SHARMA et al., 2005). Chaaban et al. (2010) observaram que de
51 neonatos avaliados com sintomas abdominais inespecificos, 12 apresentaram hemocultura
positiva. As taxas de positividade sdo especialmente maiores em RNPT doentes. Trinta e
quatro por cento dos RN com extremo baixo peso ao nascer (EBP), ou seja, aqueles com peso
de nascimento inferior a 1.000 g, e 51% das criangas com idade gestacional inferior a 29
semanas apresentaram infec¢@o da corrente sanguinea € ECN no estudo de Sharma et al
(2005). Na verdade, dependendo da gravidade, 40-60% dos casos de ECN apresentam
infeccdo da corrente sanguinea concorrente sendo que a bacteremia por Gram-negativos € a
mais comum (SHARMA et al., 2005).

Dessa forma, os RNPT MBP internados nas Unidades de Terapia Intensiva
Neonatais (UTIN) apresentam incidéncia significativa e preocupante de sepse tardia e ECN, e
os neonatologistas, responsaveis pela assisténcia a esses recém-nascidos (RN), precisam lidar
rotineiramente com a dificuldade diagnostica devido aos sintomas inespecificos e a baixa
sensibilidade dos testes diagnosticos. Além disso, mesmo quando o diagnostico € precoce € o
tratamento adequado, o tempo de internagdo, os custos € o comprometimento do
desenvolvimento neuropsicomotor continuam elevados (SANKAR et al., 2008; SHERMAN,
2010).

Dentro deste contexto, varias estratégias tém sido estudadas para reduzir a
incidéncia de sepse tardia e ECN em RNPT.

Nas ultimas décadas, a modificagdo da microbiota intestinal habitual e a
colonizagdo do intestino do RNPT com microbiota patogénica, tem sido descrita como o
evento inicial na patogénese tanto da sepse tardia quanto da ECN. Esta microbiota patogénica
promove injuria da barreira mucosa e facilita a translocagdo bacteriana do intestino para
circulagdo sanguinea. Dessa forma, a otimiza¢do da microbiota intestinal nos RNPT pode
reduzir o risco de sepse tardia e ECN. Estratégias capazes de aumentar as bactérias benéficas
melhorando a diversidade da microbiota podem reduzir a colonizagdo por organismos
patogénicos, aumentar as bactérias comensais, reduzir a translocagdo bacteriana e diminuir a

injuria intestinal (NEU, 2015; PATEL; DENNING, 2015).
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Na literatura, existem algumas evidéncias que suportam o uso de probidticos na
prevengdo de sepse e ECN em RNPT. Os probidticos sdo suplementos orais contendo uma
quantidade suficiente de micro-organismos viaveis que alteram a microflora do RN com
beneficios potenciais a sua saide. Uma meta-analise baseada em nove estudos randomizados
e controlados envolvendo aproximadamente 1.400 RNPT, com peso menor ou igual a 2.500 g
ao nascimento, mostrou que o uso de probidtico enteral diminuiu significativamente a
incidéncia e a mortalidade por ECN (ALFALEH et al., 2014). O Comité de Nutricdo da
Academia Americana de Pediatria, entretanto, ndo recomenda o uso de probioticos em RN,
especialmente RNPT, até que mais estudos comprovem o seu real beneficio (ALFALEH et
al., 2014; SANTOS; TRISTRAM, 2015; THOMAS et al., 2010).

Por outro lado, existem escassas evidéncias para a recomendac¢do do uso de
prebioticos para os RNPT. Os prebidticos sdo compostos nutricionais ndo digeriveis presentes
naturalmente ou como suplementos alimentares que favorecem o crescimento de bactérias
probidticas como as Bifidobacterium spp. Muitos estudos relatam que a adig¢do de prebiodticos
nas formulas infantis aumenta significativamente o conteudo de bifidobactérias nas fezes sem
efeitos colaterais. Entretanto, a eficdcia clinica ndo foi comprovada para favorecer a analise da
relagdo custo-beneficio (SANTOS; TRISTRAM, 2015; THOMAS et al, 2010).

Diante disso, a literatura mundial é unanime ao considerar o leite humano como a
melhor fonte natural de pré e probidticos e de componentes imune-protetores capazes de
diminuir a incidéncia de sepse ¢ ECN em RN (MEIER et al., 2010; PATEL; DENNING,
2015; SANTOS; TRISTRAM, 2015; UNDERWOOD, 2013).

1.2 O Impacto do Leite Humano na Prevencio de Sepse e Enterocolite

Necrosante

O RNPT MBP ¢ particularmente susceptivel aos agravos infecciosos pois a
imunidade inata estda comprometida pela baixa producdo de citocinas, pela diminuigdo da
expressdo de moléculas de ades@o nos neutrofilos e sua resposta reduzida a fatores
quimiotaticos. Os niveis séricos das imunoglobulinas IgM e IgA s3o muito reduzidos, a
formac@o ativa de anticorpos da classe IgG ainda ¢ deficiente, as varias fragdes do sistema
complemento estdo em concentra¢des baixas, o sistema imune de mucosas € pouco eficiente e
a atividade das células T-citotoxicas também estd comprometida no periodo neonatal. Além

disso, a passagem transplacentaria de anticorpos inicia-se durante o segundo trimestre e
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alcanca a velocidade maxima durante o terceiro trimestre. Como resultado, os RNPT MBP
apresentam uma significativa reducdo da resposta humoral (GRASSI; COSTA; VAZ, 2001,
MADDUX; DOUGLAS, 2015; ZEA-VERA; OCHOA, 2015).

Existem evidéncias substanciais sobre o impacto do leite humano (LH) na
maturagdo do sistema imune do RNPT MBP e a redu¢ido no risco de morbidades a curto e
longo prazo, dentre elas, intolerancia alimentar, sepse tardia, ECN, displasia broncopulmonar
(DBP), retinopatia da prematuridade (ROP), atraso do desenvolvimento neuropsicomotor e re-
hospitalizagdo apos a alta da UTIN (MEIER et al.,, 2010; TURFKRUYER; VERHASSELT,
2015; UNDERWOOD, 2013;). O LH determina protec@o através de propriedades sinérgicas
nutricionais, bioativas, imune-moduladoras e epigenéticas. Recentemente, o efeito do LH
nestas morbidades tem sido descrito com relagdo dose dependente, indicando que maiores
quantidades determinam maior redugdo no risco. Além disso, parece haver periodos criticos
durante a internagdo na UTIN, especialmente importantes que os RN recebam o leite humano
e para que se evite o uso de formulas. Estes periodos tém sido descritos como os primeiros 14
ou 28 dias de vida (JOHNSON et al., 2014).

O efeito protetor do LH para o risco de adquirir infecgdes durante a internagao
hospitalar na UTIN ¢ atribuido a uma multiplicidade de componentes imunoldgicos, ou seja,
milhares de moléculas bioativas que protegem contra a inflamacio e infec¢do, promovem a
maturacdo do sistema imune, o desenvolvimento de o6rgdos e a colonizagdo com uma
microbiota saudavel (BALLARD; MORROW, 2013). Além disso, estudos recentes sugerem
relacdo inversa entre as concentracdes dos componentes imune-protetores no leite,
especialmente no colostro, e a duragdo da gestacdo, sugerindo que os mesmos tém um papel
biologico importante nos RNPT MBP nos primeiros dias de vida (ARAUJO et al., 2005;
CASTELLOTE et al, 2011; FERREIRA: ABDALLAH, CAMELO JUNIOR, 2015:
LAWRENCE; LAWRENCE, 2011; RONAYNE DE FERRER et al., 2000).

O colostro ¢ o leite secretado inicialmente enquanto as jungdes celulares do
epitélio mamario estdo abertas permitindo o transporte paracelular de varios componentes
imunoldgicos protetores da circulagdo materna para o leite materno. Estas jun¢des fecham-se
gradualmente nos primeiros dias apos o nascimento e fundem-se com o inicio da lactogénese
II, também conhecida como a “descida do leite”. Assim, o colostro é um leite rico em
citocinas e outros fatores imunes, com propriedades bacteriostaticas, bactericidas, antivirais,
anti-inflamatorias e imune-moduladoras protegendo contra infecgdes (RODRIGUEZ et al.,

2009).
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Os fatores de defesa presentes no LH podem ser divididos em quatro grupos:
antimicrobianos, anti-inflamatorios, imunomoduladores e leucécitos (neutrofilos, macrofagos
e linfécitos) (GRASSI; COSTA; VAZ, 2001).

A imunoglobulina A (IgA), lactoferrina, lisozima, oligossacarideos, mucina,
fibronectina e complemento constituem os principais fatores antimicrobianos do LH. As
citocinas, os antioxidantes (catalase, lactoferrina, alfa-tocoferol, beta-caroteno), as
antiproteases (alfar anti-tripsina e inibidor da elastase), os fatores de crescimento,
prostaglandina E1 e Ez e alguns dos fatores com atividade antimicrobiana, sdo as principais
substancias com atividade anti-inflamatéria. Os imunomoduladores sdo principalmente as
citocinas, nucleotideos, prostaglandina E2 e prolactina (ARAUJO et al, 2005;
CASTELLOTE et al., 2011; GRASSL; COSTA; VAZ, 2001).

A IgA ¢ a principal imunoglobulina do LH e constitui a maior parte do conteudo
proteico do colostro atingindo até 90% no primeiro dia de lactacdo. Encontra-se
predominantemente em sua forma dimérica com duas moléculas de IgA, a cadeia J e o
componente secretor ou peca de transporte que une as duas moléculas e forma o complexo
dimérico IgA-secretor. A resultante é mais estavel e resistente a digestdo péptica (ARAUJO et
al., 2005; CASTELLOTE et al., 2011; GRASSL, COSTA; VAZ, 2001).

A nutriz secreta no leite IgA especifica, que protege a crianga de patdgenos aos
quais foi exposta durante toda a vida. Os tecidos linfoides do intestino materno tém papel
central neste sistema imune-éntero-mamario. Os antigenos ingeridos pela mae estimulam as
células plasmaticas intestinais que saem do sistema linfatico para a corrente sanguinea. Por
um mecanismo denominado “homing” estas células sdo transportadas para as glandulas
exocrinas, onde produzem IgA especifica. Esta protege a superficie mucosa do trato
gastrointestinal e respiratorio do RN contra a a¢io de varios patogenos (ARAUJO et al., 2005;
CASTELLOTE et al., 2011; GRASSL; COSTA; VAZ, 2001).

A IgA presente no LH tem como principal ac¢do a ligagdo a micro-organismos e
macromoléculas, impedindo sua aderéncia as superficies mucosas e o contato de patogenos
com o epitélio. Outros mecanismos de acdo de IgA envolvem a neutralizagcdo das toxinas
liberadas por patogenos e a prevengdo da translocagdo bacteriana através da barreira epitelial.
A protecdo contra translocagdo bacteriana ¢ muito eficiente e envolve os fatores de
crescimento presentes no LH. A IgA nd3o tem atividade opsénica mas pode induzir a
fagocitose pelos neutrofilos. Apresenta ainda uma acgdo sinérgica com a lisozima e
complemento (ARAUJO et al., 2005; CASTELLOTE et al., 2011; GRASSI; COSTA; VAZ,
2001).
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O LH ¢ rico em citocinas e proteinas, presentes na fase aquosa do leite, com
atividades imune-moduladoras. S3o produzidas por diversas células do LH apos estimulagdo e
contribuem de forma significativa nos mecanismos de defesa das mucosas nos RN (GRASSI;
COSTA; VAZ, 2001).

O fator transformador do crescimento 3 (TGF-3) e as interleucinas 6 e 10 (IL-6 e
IL-10) sdo importantes para o desenvolvimento e diferenciacdo das células produtoras de IgA
e os estudos mostram uma correlagdo positiva na concentragdo destas citocinas com a IgA no
colostro e também no leite maduro (GIDREWICK; FENTON, 2014).

O fator de crescimento epidérmico € abundante no leite humano e tem um papel
essencial no desenvolvimento e protecdo do trato gastrointestinal. Os estudos demonstram
maiores concentracdes deste componente em maes de RNPT. Além disso, foi observado uma
correlagdo negativa do fator de crescimento epidérmico com o peso ao nascer. A IL-8,
importante para a maturag@o local e desenvolvimento intestinal, também apresenta correlagio
inversa com o peso de nascimento sugerindo que as concentragdes dos fatores bioativos no
leite humano sdo moduladas pelas necessidades do RNPT. Entretanto, os mecanismos para
este fendmeno nio sdo conhecidos (GIDREWICK; FENTON, 2014).

A lactoferrina, outro constituinte do LH, ¢ uma proteina glicosilada que apresenta
propriedades bactericidas, bacteriostaticas, antivirais, anti-inflamatorias, e imune-
moduladoras. A acdo bacteriostatica deve-se a ligagdo com micro-organimos ferro-
dependentes. Cada molécula de lactoferrina pode ligar-se a dois 4&tomos de ferro, limitando o
crescimento bacteriano. Ela também interrompe o processo pelo qual a bactéria metaboliza
carboidratos e pode ligar-se a Bi2 privando os micro-organismos dessa vitamina. Assim como
a IgA, a lactoferrina encontra-se em concentragdes elevadas no colostro, € resistente as
enzimas digestivas e excretada em altos niveis na urina e nas fezes de recém-nascidos
alimentados com leite humano. O aparecimento de lactoferrina na urina demonstra absor¢ao
sistémica podendo ser um indicio de sua influéncia na resposta do recém-nascido as
infecgOes. A lactoferrina também ¢é capaz de proteger contra infecgdes através da inibig¢do da
adesdo das bactérias patogénicas as células da mucosa orofaringea. Quando deglutida pode
determinar uma barreira protetora semelhante no trato gastrointestinal (GRASSI; COSTA;
VAZ, 2001; MANZONI et al., 2010; PAMMI; ABRAMS, 2015; RONAYNE DE FERRER et
al., 2000; TARNOW-MORDI; ISAACS; DUTTA, 2010).

A lisozima € uma proteina presente em taxas elevadas no LH. Est4 presente nos
vacuolos de fagocitos e nos fluidos extracelulares. E uma enzima litica que atua diretamente

sobre a bactéria quebrando o peptideoglicano de sua parede, potencializa a agdo da IgA e do
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complemento e tem papel anti-inflamatério que limita o fator quimiotatico dos neutrofilos e a
geragdo de radicais toxicos durante a fagocitose, protegendo as células intestinais.

Os oligossacarideos presentes no LH s3o carboidratos complexos soluveis capazes
de inibir a aderéncia e a consequente invasdo de patdgenos ao epitélio intestinal. Além disso,
constituem fonte de energia para a microbiota intestinal ndo patogénica estimulando sua
proliferagdo e a competi¢do com a flora patogénica (ANDREAS et al., 2016).

De modo geral, uma multiplicidade de fatores bioativos atuam em conjunto, e
como ilustra a Figura 1, permitem a colonizag¢do intestinal com a microbiota adequada (1),
permitem o funcionamento adequado da barreira intestinal, melhoram a transferéncia de
antigenos, inibem respostas inflamatorias epiteliais (2) e induzem respostas antigénicas
especificas adequadas, a longo prazo, favorecendo a maturacdo do sistema imune a curto e

longo prazo (3) (TURFKRUYER; VERHASSELT, 2015).
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(Fonte: TURFKRUYER; VERHASSELT, 2015).

Figura 1. Interacio do leite materno com o sistema imune e o desenvolvimento da

funcio imune neonatal a curto e longo prazo.
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Considerando o efeito da idade gestacional na concentracdo destes fatores, estudos
demonstram que o colostro de mies de RNPT apresenta maiores quantidades de compostos
bioativos quando comparado as maes de RNT. Os mecanismos responsaveis pela diferenca na
composi¢do do leite ainda ndo estdo estabelecidos. Tem sido sugerido que a situagdo
desfavoravel do RNPT devido a imaturidade do sistema imune precisa ser compensada
através do aumento na propor¢do dos componentes bioativos no leite. Assim, o leite de maes
de RNPT apresenta uma rapida adaptacdo imunoldgica as necessidades do RN (BALLARD;
MORROW, 2013; GIDREWICK; FENTON, 2014; LAWRENCE: LAWRENCE, 2011;
SUNDEKILDE et al., 2016). Entretanto, alguns compostos bioativos foram observados em
menores concentragdes no leite de maes de RNPT menores de 30 semanas sugerindo que
abaixo desta idade gestacional, a adaptagdo da lactagdo, ou seja, a resposta materna
compensatoria ndo € tdo eficiente como em idades gestacionais maiores (GIDREWICK,;
FENTON, 2014).

Diante dos beneficios do LH e por ser considerado um sistema bioldgico dindmico
espécie-especifico, quando o leite da propria mie ndo esta disponivel a Organizagdo Mundial
de Saude recomenda, como melhor alternativa, o uso do leite humano doado através dos
Bancos de Leite Humano (BLH) depois de passar pelo processo de pasteurizagdo. Este
processo € mandatério para a inativagdo de agentes virais e bacterianos do LH e consiste de
uma fase de aquecimento rapido seguida de uma fase em que a temperatura ¢ mantida
constante e de uma fase final de resfriamento rapido (PEILA et al., 2016). A pasteurizagdo
altera as propriedades nutricionais e biologicas do LH mas os estudos ainda s@o inconclusivos
sobre o real efeito nos componentes bioativos e imunolédgicos (PEILA et al., 2016; VIEIRA et
al., 2011). Evidéncias atuais sugerem que as proteinas, como imunoglobulinas e lactoferrina,
sdo as mais afetadas, que os oligossacarideos ndo sdo afetados, e que o efeito sobre as
citocinas e fatores de crescimento permanece indefinido (PEILA et al.,, 2016). Meta-analise
realizada por Boyd, Quigley e Brocklehurst (2007) demonstrou menor risco de ECN em
RNPT alimentados com leite humano doado em comparagdo com a formula infantil. Justifica-
se, portanto, o uso do leite humano de banco (LHB) como melhor op¢do na indisponibilidade

do LH da propria mae (PATEL; DENNING, 2015; PEILA et al,, 2016; VIEIRA et al., 2011).
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1.3 Meétodos Alternativos para Utilizacdo do Leite Humano: a Administracio

Orofaringea

Apesar de todas as evidéncias dos beneficios do leite humano na nutrigdo do
RNPT, na pratica clinica a alimentacdo enteral ¢ muitas vezes postergada, em especial nos
RNPT MBP, em decorréncia de varias situagdes como a asfixia perinatal, instabilidade
hemodinamica e sinais de intolerancia alimentar como distensdo abdominal, residuos
gastricos volumosos, biliosos ou hemorragicos (CORPELEIIN et al.,, 2011, FERREIRA;
ABDALLAH; CAMELO JUNIOR, 2015; KIM et al., 2013).

Pensando nos beneficios do uso do LH da prépria mée e na dificuldade para o
inicio precoce (< 48 horas de vida) da dieta enteral, métodos alternativos para administragéo
do colostro tém sido investigados, tais como administragdo orofaringea de colostro
(RODRIGUEZ et al., 2009, 2010), lavagem gastrica com colostro (PATEL; SHAIKH, 2007)
e higiene oral com colostro em RN em ventilagdo mecanica (THIBEAU; BOUDREAUX,
2013), com indicios de que seriam seguros e viaveis para realizagdo em RNPT MBP
internados na UTIN, nas primeiras horas de vida.

A administracdo orofaringea de colostro corresponde a administragcdo de pequenas
quantidades de colostro diretamente na mucosa oral na expectativa de que os fatores
imunolégicos protetores presentes no colostro sejam absorvidos pela mucosa orofaringea e
possam estimular o sistema imune. Rodriguez et al. (2015) sugeriram cinco mecanismos
através dos quais esta estimulag@o poderia proteger o RNPT contra a sepse tardia e a ECN:
1) interag@o das citocinas presentes no colostro com as células do sistema imune presentes na
orofaringe; 2) absor¢do de fatores bioativos pela mucosa orofaringea; 3) formagdo de uma
barreira de protecdo contra os patdgenos; 4) efeitos locais e sistémicos dos oligossacarideos
presentes no colostro com modulagdo da microbiota intestinal e 5) efeitos anti-oxidantes
protetores (RODRIGUEZ et al., 2009, 2010, 2015).

O sistema de tecido linfoide associado a mucosa (MALT) consiste em estruturas
linfoides posicionadas estrategicamente para proteger os sistemas respiratorio e
gastrointestinal contra patdégenos. O sistema MALT € constituido pelo tecido linfoide
associado a orofaringe (OFALT) localizado nas tonsilas palatinas e adenoides; pelo tecido
linfoide associado aos bronquios localizado no epitélio respiratorio; e pelo tecido linfoide
associado ao intestino (GALT) localizado no apéndice e placas de Peyer (RODRIGUEZ et al.,
2009, 2015).
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As células linfoides do sistema MALT podem interagir com citocinas exogenas
como as presentes no colostro humano. As citocinas sdo moléculas mensageiras que podem
ser sintetizadas e rapidamente secretadas por muitas células, incluindo as células imunes, em
resposta a um antigeno externo ou estimulo de outras citocinas. Uma vez sintetizadas, as
citocinas podem ativar ou suprimir a fungdo da célula que lhe deu origem ou das células
vizinhas. As citocinas também podem estimular ou inibir a produg@o de outras citocinas e
assim determinar sinergismo ou antagonismo com a forma¢do de uma rede complexa de
comunicagdo entre as células durante a resposta imune, conhecida como “sinalizagdo”. Dentre
as varias fungdes, algumas citocinas podem estimular a atividade das células T e B e a
produgdo de imunoglobulinas, incluindo a IgA (RODRIGUEZ et al., 2009).

Quando as células linfoides do GALT sdo expostas a determinadas citocinas
exogenas, ocorre a estimulagdo de linfocitos T que transferem a mensagem a outros linfocitos
intestinais. Estes linfocitos intestinais podem migrar para sitios distantes transmitindo o sinal
de ativagdo mediado por citocinas para células em sitios inflamatorios e em outros tecidos
imunes. Uma vez atingido seu destino em linfonodos, bago, cérebro e outros orgdos, os
linfocitos ativados podem liberar citocinas anti-inflamatérias que inibem a inflamagdo em
tecidos vizinhos. Assim, um pequeno estimulo associado ao GALT pode resultar em um
aumento da ativagdo imune ou em uma resposta anti-inflamatéria em orgdos distantes,
dependendo das citocinas liberadas e das células imunes ativadas ao longo da via de
sinalizagdo. Dessa forma, as mensagens para comunica¢do celular sdo significativamente
amplificadas (RODRIGUEZ et al., 2009).

O leite humano contém inimeras citocinas anti e pro-inflamatdrias, entretanto, o
efeito do leite materno € essencialmente anti-inflamatério. Quando o colostro € administrado
na orofaringe supde-se que ocorra estimulacdo das células linfoides do OFALT (tecido
linfoide associado a orofaringe) pelos constituintes bioativos do colostro, especialmente, pelas
citocinas, que migrariam para locais distantes e transmitiriam um sinal de ativagdo citocina-
mediada para outras células de sitios inflamatorios ou outros tecidos imunes resultando em
uma ativagdo imunologica amplificada bem como uma resposta anti-inflamatoria de 6rgéos a
distancia. Além disso, a administragio orofaringea poderia ativar também respostas
semelhantes no GALT em decorréncia da degluti¢do do colostro (RODRIGUEZ et al., 2009).

Estudos sugerem que a administragdo orofaringea de colostro da propria mae pode
funcionar como uma terapia imune para o RNPT, especialmente, o de EBP, devido aos efeitos
imune-estimuladores sistémicos que potencialmente protegem contra as infecgdes

(GEPHART; WELLER, 2014; RODRIGUEZ et al., 2009, 2015).
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A partir desta proposi¢do foram realizados trabalhos iniciais (MONTGOMERY et
al., 2010; RODRIGUEZ et al., 2010) para avaliar a seguranga e viabilidade da administragdo
orofaringea de colostro e, posteriormente, surgiram alguns trabalhos para avaliar a eficacia da
administra¢do orofaringea de colostro como terapia imune (Quadros 1 e 2).

Rodriguez et al. (2011) estudaram 15 RNPT EBP que foram randomizados para
receberem administracdo orofaringea de colostro (9 RN) ou placebo (6 RN) e ndo
encontraram diferencas significativas na dosagem de biomarcadores (IgA, lactoferrina e
IL-10) no soro, urina e aspirado traqueal entre os grupos estudados. Observaram, entretanto,
que o grupo que recebeu colostro alcangou a dieta enteral plena (150 mL/Kg/dia) 10 dias
antes, comparado ao grupo placebo, com diferenga estatisticamente significante.

Seigel et al. (2013) conduziram um coorte retrospectiva a partir da institui¢do da
administracdo orofaringea de colostro da propria m3e como protocolo na UTIN. Foram
avaliados 280 RNPT EBP antes da institui¢do do protocolo e 89 RNPT EBP apoés. Nao foram
encontradas diferencas significativas na mortalidade, na incidéncia de ECN e perfuragdo
intestinal espontanea. Observaram, entretanto, um maior ganho ponderal nas criangas que

receberam a administra¢do orofaringea de colostro com 36 semanas de idade corrigida.



Quadro 1. Estudos sobre a administracéio orofaringea de colostro em recém-nascidos pré-termo, de 2010 a 2011.

Referéncia Populagdo Objetivos Desenho do Estudo Resultados
Estudada
Rodriguez etal., | 5 RNPT EBP Determinar a seguranca ¢ Prospectivo; Néo foram observados efeitos
2010 viabilidade da administragdo | 5 RNPT EBP receberam administragio | adversos.
orc’)fayingeNa de colostro da orofaringea de colostro (0,2 mL 2/2 h
propria mac. por 48 h, iniciando nas primeiras 48 h
de vida);
Dosagem de IgA ¢ lactoferrina na urina
e secregdo traqueal.
Montgomery et | 46 RNPT MBP | Determinar a viabilidade da | Prospectivo; A administracdo orofaringea ¢ viavel
al., 2010 administragdo orofaringea de | 46 RNPT MBP receberam 0,2 mL de com as seguintes limitagdes: 1. 80-
colostro. colostro de 3/3 h por 7 dias 90% das maes de RNPT MBP
consecutivos. puderam suprir o colostro para a
administragcio;
2. O colostro geralmente nio estava
disponivel para administragdo antes
de 2 dias de vida;
3. 75 a 80% das administragGes
programadas foram realizadas.
Rodriguezetal., | 16 RNPT EBP | Determinar se a Estudo randomizado; Nao foi observado diferenca

2011

administragdo orofaringea de
colostro tem efeito imuno-
estimulatério.

9 RNPT EBP receberam administragio

orofaringea de colostro ¢ 6 de placebo
(0,2 mL de 2/2 h por 48 h);

Dosagem de IgA ¢ lactoferrina no
aspirado traqueal ¢ urina ¢ de IL-10 no
aspirado traqueal ¢ soro antes e apds o
tratamento.

significativa na dosagem dos
biomarcadores;

Os RN do grupo experimental
alcancaram a dieta enteral plena
(150 mL/Kg/d) 10 dias antes do
grupo placebo.

Legenda: RNPT: recém-nascido pré-termo; EBP: extremo baixo peso; mL: mililitros; h: horas; IgA: imunoglobulina A; MBP: muito baixo peso; %.: porcentagem;
IL: interleucina; RN: recém-nascido; Kg: quilo, d: dia
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Quadro 2. Estudos sobre a administraciio orofaringea de colostro em recém-nascidos pré-termo, de 2013 a 2015.

Referéncia Populacio Objetivos Desenho do Estudo Resultados
Estudada
Seigel etal., | RNPT EBP Comparar a incidéncia de ECN, Estudo de coorte retrospectivo; Néo houve diferenga na incidéncia de
2013 perfuracdo intestinal espontanea e a 280 RNPT ERP antes da ECN, perfuracdo intestinal
mortalidade antes € apos a instituicio do protocolo ¢ 89 apos | espontanca ¢ na mortalidade entre os
implementagdo do protocolo de (0,2 mL 4/4 h por 5 dias). grupos;
administrag¢do orofaringea de colostro. O grupo que recebeu o colostro
apresentou peso maior com 36
semanas.
Leectal., 42 RNPT EBP | Determinar os efeitos imuno- Estudo clinico, randomizado, Maiores niveis de IgA ¢ lactoferrina
2015 estimulatérios da administragdo duplo-cego, placebo controlado; na urina no grupo tratado com 1
orofaringea de colostro. 21 RNPT EBP receberam colostro | Semana;
¢ 21 receberam placebo (0,2 mL Menores niveis de IL-1P na urina no
3/3 h por 3 dias com inicio nas grupo tratado com 2 semanas;
primeiras 48 a 96 h de vida); Menores niveis de TGF-B1 e IL-8 na
Dosagem de IgA, lactoferrina, IL- | saliva no grupo tratado com 2
1B, TGF-P1 ¢ IL-8 na urina ¢ saliva | semanas;
nas primeiras 24 h de vida, com 8 ¢ | Redugao significativa na incidéncia
15 dias. de sepse clinica no grupo tratado.
Rodriguez et | 622 RNPT Comparar os efeitos da administragdo | Estudo clinico, multicéntrico, Publicado o protocolo do estudo, mas

al., 2015

orofaringea do colostro da propria mie
com placebo para desfechos clinicos
importantes incluindo reducdo na
incidéncia de sepse tardia (desfecho
primario) além de ECN e mortalidade
(desfechos secundarios).

randomizado, duplo-cego;

0,2 mL de 2/2 h por 48 h ¢ a seguir
3/3 h at¢ 32 semanas de idade
corrigida.

ainda ndo foram publicados os
resultados.

Legenda: RNPT: recém-nascido pré-termo; EBP: extremo baixo peso,FCN:

interleucina; TGF: fator transformador do crescimento.

enterocolite necrosante; mL: mililitro; h: horas; IgA: imunoglobulina A; IL:

1poLIUT
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Um estudo clinico randomizado, duplo-cego, placebo-controlado com um numero
pequeno de RNPT EBP foi conduzido por Lee et al. (2015). Eles avaliaram 42 criangas sendo
21 do grupo tratado e 21 do grupo placebo e encontraram redugédo significativa na incidéncia
de sepse clinica. Relataram ainda diferencas significativas nas dosagens dos biomarcadores no
grupo que recebeu colostro: dosagens urindrias maiores de IgA com 1 e 2 semanas; dosagens
urinarias maiores de lactoferrina com 1 semana; dosagens urindrias menores de IL-1 com 2
semanas; dosagens menores na saliva de TGF-B1 e IL-8 com 2 semanas.

O Servigo de Neonatologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (HCU-UFU) é uma unidade de referéncia regional para atendimento de RNPT, em
especial, de muito baixo peso ao nascer e apresenta protocolos clinicos elaborados pela equipe
multidisciplinar de acordo com as melhores praticas estabelecidas pela medicina baseada em
evidéncia.

O uso do leite humano na alimentagdo do RNPT ja faz parte do protocolo de
assisténcia do Servigo de Neonatologia e o Banco de Leite Humano (BLH) do HCU-UFU
garante sua disponibilidade durante a internag@o e incentiva a continuidade da amamentagao
apos a alta hospitalar.

A administrag@o orofaringea de colostro pode ser iniciada mais precocemente do
que a alimentacdo do RNPT e, teoricamente, poderia antecipar o efeito protetor contra
infec¢cOes e funcionar como uma terapia imune reduzindo a morbi-mortalidade destes RNPT
de risco.

Considerando as caracteristicas locais e a parceria entre a Unidade Neonatal e o
BLH foi desenhado este estudo para testar a hipdtese de que a administragdo orofaringea de
colostro (colostroterapia) reduziria o numero de infecgdes nos RNPT MBP e poderia também

contribuir para a reduc¢do da mortalidade e do tempo de internagio.
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Objetivo Geral:

Avaliar o efeito da administragdo orofaringea de colostro na estimula¢do do
sistema imune e na preven¢do de infec¢des em recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso
ao nascer do Servigo de Neonatologia do Hospital de Clinicas de Uberlandia, da Universidade

Federal de Uberlandia.

Objetivos Especificos:

1- Comparar o tempo de internag@o entre os RNPT de muito baixo peso submetidos e

ndo submetidos a administragdo orofaringea de colostro;

2- Comparar a morbidade, em especial a incidéncia de sepse tardia e enterocolite
necrosante, entre os RNPT de muito baixo peso submetidos e ndo submetidos a

administracdo orofaringea de colostro;

3- Comparar a mortalidade entre os RNPT de muito baixo peso submetidos e ndo

submetidos a administragdo orofaringea de colostro; e

4- Comparar a concentra¢cdo de IgA no soro e na urina entre os RNPT de muito baixo

peso submetidos e ndo submetidos a administragdo orofaringea de colostro.
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3.1 Aspectos Eticos

A pesquisa foi realizada apds aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa sob
parecer nimero 333.886 (ANEXO 1) da Universidade Federal de Uberlandia e foi registrada
no ClinicalTrials.gov (NCT02912585).

As maes dos RNPT foram previamente informadas e consultadas sobre a
participacdo de seus filhos no estudo e as que concordaram foram solicitadas a assinar o

Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido - TCLE (APENDICE A).

3.2 Local do Estudo

O estudo foi realizado no Servigo de Neonatologia do HCU-UFU.

3.3 Critérios de Inclusio e Exclusio

Foram incluidos na pesquisa todos os RNPT com idade gestacional menor que 34
semanas e peso de nascimento menor que 1.500 g nascidos no Servi¢o de Neonatologia do
HCU-UFU no periodo de 15 de julho de 2013 a 15 de julho de 2015.

Foram excluidos os RN com malformag¢des congénitas, com historia materna de
uso recente de drogas ilicitas (< 72h antes da internagdo para o parto) e infecg¢do pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e virus linfotrépico da célula T humana (HTLV) e que foram

a 6bito nos primeiros dias de vida antes de concluir o protocolo de administragdo orofaringea.

3.4 Desenho do Estudo

Foi realizado um estudo clinico prospectivo, randomizado, duplo-cego e placebo
controlado.
Os RN foram divididos de forma randomizada e cega em dois grupos para a

administra¢do orofaringea ou ndo de colostro da propria mie:
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- Grupo Colostro: RNPT submetidos a administragdo orofaringea de colostro da

propria mae.

- Grupo Placebo: RNPT submetidos a administragdo orofaringea de agua

destilada.

- Grupo LHB: As criangas randomizadas para o Grupo Colostro mas que por
qualquer razdo o colostro n3o estava disponivel, constituiram um terceiro
grupo e foram submetidas a administragdo orofaringea de leite humano de

banco (Grupo LHB).

3.5 Procedimentos para Coleta de Dados

3.5.1 Obtencio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Nas primeiras 24 horas apos o nascimento, a mae de cada RNPT MBP elegivel
para o estudo foi abordada para explicar todos os detalhes incluindo a randomizac¢do dos
grupos estudados, o protocolo de ordenha e administra¢do orofaringea do colostro.
As mies que consentiram com a participagdo de seus filhos no estudo assinaram o

TCLE.

3.5.2 Obtencio, Armazenamento e Porcionamento do Colostro da Propria
Mae

Todas as mées foram encaminhadas ao BLH do HCU-UFU para retirada do
colostro com técnica asséptica através de ordenha manual ou do uso de bomba elétrica
disponivel no servigo (Bomba Tira Leite Mini Eletric — Medela).

O colostro ordenhado foi identificado e mantido no BLH sob refrigeracao.

A randomizacdo dos grupos foi realizada pela responsavel pelo BLH através de
sorteio antes do inicio do estudo. Foi sorteada uma sequéncia de 30 nimeros para colostro ou
placebo e esta sequéncia foi repetida até o final do estudo.

Logo apos a obten¢do do TCLE a responsavel pelo BLH era informada sobre a
inclusdo do RN no estudo e consultava a sequéncia de randomizagdo para preparo das

seringas para administragdo orofaringea.
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O volume total de colostro da propria mée necessario para a administragio
orofaringea era de 4,8 mL e este volume foi administrado em aliquotas de 0,2 mL com
intervalo de 2 horas por 48 horas.

A cada 12 horas eram preparadas 6 seringas (Seringa Descartavel 100 UI)
contendo 0,2 mL de colostro ou agua destilada (placebo) de acordo com a randomizagdo nos
grupos. Para os RNPT MBP randomizados para o Grupo Colostro mas que o colostro ndo
estava disponivel foram preparadas 6 seringas de 0,2 mL. com LHB.

As seringas foram identificadas com o nome do RN e recobertas por micropore
bege (Fita Micropore 3M Pele 25mmx 10m®) para que ndo fosse identificado o seu conteudo.
A seguir foram encaminhadas a UTIN, sob refrigeracio em caixas térmicas, para a

administragdo orofaringea, diariamente as 12 e 17 horas.

3.5.3 Protocolo da Administracio Orofaringea

A administrag¢do orofaringea foi iniciada nas primeiras 48 a 72 horas de vida.

Logo apos a obtengdo do TCLE, o médico responsavel pelo RNPT MBP era
solicitado a prescrever a administragdo orofaringea de colostro na dose de 0,2 mL a cada
2 horas por 48 horas.

A administracdo foi realizada pela técnica de enfermagem responsavel pelo RNPT
MBP de acordo com a prescri¢do médica.

A técnica utilizada para administragdo orofaringea foi descrita por Rodriguez et
al. (2009). A seringa foi introduzida na lateral direita da boca do RN e direcionada para a
orofaringe com posterior inje¢do de 0,1 mL. A seguir, a seringa foi posicionada na lateral
esquerda da boca, direcionada para a orofaringe e injetado o volume de 0,1 mL restante.

Durante o procedimento, o RNPT permaneceu sob monitorizagdo continua da
saturacdo de oxigénio e da frequéncia cardiaca através de oximetro de pulso conforme rotina
do servigo para os RN internados na UTIN.

A administragdo orofaringea seria interrompida imediatamente se o RNPT
apresentasse sinais de agitacdo, queda da saturagdo de oxigénio abaixo de 85% ou alteragdo
significativa da frequéncia cardiaca.

Toda a equipe foi treinada para a administragdo orofaringea antes do inicio do
estudo.

O inicio da nutri¢do enteral foi determinada pelo médico assistente segundo o

principio da UTIN de que a alimentacio deveria ser iniciada o mais rapidamente possivel se
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ndo houvesse contra indicagdo como, por exemplo, residuos gastricos biliosos e/ou
sanguinolentos, distensdo abdominal e instabilidade hemodinamica.

Todos os RNPT MBP receberam LH, da prépria méae ou de doadora, até o volume
minimo de 100 mL/Kg/dia. Apos este volume o LH era fortificado ou o RN recebia formula
para RNPT dependendo da disponibilidade do LH.

O aleitamento materno era iniciado assim que o RN estivesse com peso minimo

de 1.000 g e em condi¢des clinicas de ser colocado no seio para sugar.

3.5.4 Coleta de Amostras de Sangue e Urina
Foram coletadas amostras de sangue e urina dos RNPT MBP incluidos no estudo
em 3 momentos: antes da administragdo orofaringea (dia 1), ap6s 24 horas (dia 4) e apos 14
dias (dia 18).
As amostras de sangue foram obtidas como parte dos exames coletados de rotina
na UTIN e ndo representaram, portanto, uma coleta adicional de sangue.
As amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Imunologia da Universidade

Federal de Uberlandia logo ap6s a coleta, para dosagem de IgA.

3.5.5 Teste ELISA para Dosagem de IgA no Soro e Urina

A IgA foi dosada em duplicata em amostras de urina e soro utilizando o Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA).

As amostras de sangue foram centrifugadas a 1.500 rpm por 10 minutos para
separacdo do soro. Todas as amostras de soro e urina foram imediatamente armazenadas em
freezer a -20°C até a realizacdo da analise laboratorial.

Experimentos preliminares foram realizados para determinar as condi¢des ideais
do ELISA através da titulagdo dos reagentes.

Microplacas de poliestireno de alta afinidade (Costar Corning Incorporated, EUA)
foram utilizadas como suporte para adsor¢do de 50 puL de anti-IgA humana na concentra¢ao
ideal de 10 pg/mL isoladamente. As placas foram sensibilizadas a 4°C durante 18 horas em
tampdo carbonato-bicarbonato 0,06M, pH 9,6. Apds este periodo as placas foram lavadas 3
vezes, por 5 minutos, com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS/T) e bloqueadas com leite
desnatado a 5% (Molico, Nestlé, Sdo Paulo, Brasil) por 1 hora em temperatura ambiente. A

seguir, foram adicionadas 50 puL das amostras de soro diluidas 1:64 e urina pura e incubadas
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em camara umida a 37°C por 2 horas para as amostras de soro e por 1 hora para as amostras
de urina. Apos 3 lavagens de 5 minutos com PBS/T foram adicionados as placas 50 pL de
anti-IgA humana marcada com peroxidase (Sigma, St. Louis, EUA) na dilui¢ido de 1:4000 por
periodo ideal de 1 hora a 37°C. Apos 3 lavagens de cinco minutos em PBS/T, a reagdo foi
revelada pela adi¢@o de 50 pL. do substrato de peroxidase (ABTS, KPL, Kirdegaard & Perry
Laboratories). A reatividade foi determinada através da medida da densidade optica a 405 nm
em leitor ELISA (Metrolab, Argentina). O valor de “cut off’” foi definido pela média
aritmética acrescida de 3 desvios-padrdo, das densidades Opticas de 3 amostras padrdo
negativo.

Os valores foram arbitrariamente expressos como Indice ELISA (IE) e calculados

através da seguinte férmula: IE = (absorbancia da amostra testada / cut off).

3.5.6 Instrumento para Coleta de Dados
Foi elaborada uma ficha (APENDICE B) para registro dos dados maternos, dos

RNPT MBP, da administragdo orofaringea e das dosagens de IgA no sangue e na urina.

3.6 Definicio dos Desfechos Clinicos

O diagndstico dos desfechos clinicos foi realizado de acordo com os protocolos da
UTIN e, resumidamente, podem ser definidos da seguinte forma:

Sepse clinica: sinais clinicos e laboratoriais sugestivos de infeccdo acompanhados
do uso de antibioticos por pelo menos 72 horas.

Sepse comprovada: crescimento bacteriano em pelo menos uma hemocultura em
RN com sepse clinica.

ECN: manifesta¢des clinicas gastrintestinais, com comprometimento sistémico e
alteragdes radiologicas de acordo com a classificacdo de Bell
(estagios Il e IIT) (BELL et al., 1978).

DBP: dependéncia de oxigénio com 28 dias de vida (BANCALARI et al, 1979).

O diagnostico de hemorragia peri-intraventricular (HPTV) e ROP foram realizados
apos avaliagdo de ultrassonografia de cranio e fundoscopia, respectivamente. Foram

registrados os casos graves de HPIV (graus 3 e 4) e de ROP (grau 3).



38

Metodologia

A identificacdo do grupo ao qual pertenceu o paciente foi realizada apenas apos a

alta hospitalar do mesmo e ap0s a realizacdo das dosagens de IgA no sangue e urina.

3.7 Analise Estatistica

3.7.1 Cilculo do n-amostral A Priori
Foi calculado um n-amostral a priori de 145 sujeitos para se obter & maximo de
0,05 e erro maximo da estimativa de 0,0814, aproximadamente 8%. Para isso foi usada a
térmula de calculo (I) para populagdo infinita sendo esse resultado validado por meio da
térmula (II) para populag@o finita simulada em 500.000.000 de sujeitos.
z;,P(1-P)
) n=——-:;
z2,NP(1- P)
n=— -
(I e“(N-1)+z;,P(1-P)

Considerando que nos 3 anos que antecederam a elaboragdo do projeto do estudo
(2009-2011) a populagdo total anual média de RNPT menores que 34 semanas de idade
gestacional e menores que 1.500 g no Servigo de Neonatologia do HCU-UFU foi de 118 RN e
considerando as possibilidades de perda, foi entdo programado a coleta de dados para

aproximadamente 2 anos considerando o numero total necessario de 145 RNPT MBP.

3.7.2 Verificacio da Normalidade da Amostra
Para verificagdo da normalidade da amostra foi realizado o Teste de D’ Agostino

Pearson e observado distribui¢do ndo normal.
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3.7.3 KEstatistica Descritiva e Anadlise Exploratoria dos Dados (Analise
Univariada)
Na estatistica descritiva os resultados foram apresentados em frequéncia,

porcentagem, mediana e intervalo interquartilico (1° e 3° quartis — 25-75%).

3.7.4 Estatistica Inferencial (Testes de Hipodteses e Inferéncias)

Para as variaveis categdricas nominais foram calculados Odds ratio, p valor,
intervalo de confianga (IC) de 95% e o aumento do risco relativo.

Para as varidveis métricas ou qualitativas ordinais, na comparagdo entre os
grupos, foram utilizados o teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney (dosagem de IgA) e teste de
Kruskal-Wallis com poés-teste de Student-Newman-Keuls (escalas intervalares ou ordinais).

O teste exato de Fisher foi utilizado para a comparag¢do de dados nominais com

amostras pequenas.

3.7.5 Nivel de Significancia
As analises foram realizadas utilizando-se dos softwares SPSS versdao 21.0 (SPSS,
Chicago, IL, EUA), Bioestat versdo 5.0 (Mamiraua™, Belém, PA, Brasil).

Foram considerados significantes valores de p <0,05.
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Foram considerados elegiveis para o estudo 181 RNPT MBP. Destes, 32 foram
excluidos sendo 19 pelos critérios de exclusdo (malformag¢des congénitas, uso de drogas ou
exposi¢do ao virus da imunodeficiéncia humana - HIV), 12 por obito nas primeiras horas de
vida e 1 por recusa da mae em participar do estudo.

Foram entdo randomizados, 149 RNPT MBP sendo 81 para o Grupo Colostro e 68
para o Grupo Placebo.

Nao foi possivel a obtengdo do colostro em 32 RNPT MBP randomizados para o
Grupo Colostro e, por isso, estes RN foram incluidos em um terceiro grupo de RNPT MBP
que receberam administrag@o orofaringea de LHB.

Apds a composicdo dos grupos foram excluidos dois RNPT MBP do Grupo
Colostro e dois do Grupo Placebo pois evoluiram para o ébito antes de completar o protocolo
de tratamento.

Dessa forma, participaram do estudo 145 RNPT MBP sendo 47 do Grupo
Colostro, 32 do Grupo LHB e 66 do Grupo Placebo como mostra a Figura 2.

RNPT elegiveis
(1= 181)

RNPT excluidos (n= 32):
- N#o atenderam critérios de inclusfo (n=19)
— - Recusa em participar do estudo (n= 1)
- Obito nas primeiras horas de vida (n=12)

RNPT randomizados
(1= 149)
I
| |
Grupo Colostro Grupo Placebo
(1= 81) (1= 68)

Obito antes de completar I— Colostro néo disponivel Obito antes de completar
o protocolo de tratamento (n=32) o protocolo de tratamento
(= 2) (1= 2)

Grupo Colostro Grupo LHB Grupo Placebo
(= 47) (r=32) (0= 66)

Figura 2. Fluxograma de inclusao dos RNPT MBP no estudo.
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Na Tabela 1 encontram-se as caracteristicas demograficas e clinicas dos RNPT
MBP incluidos, de acordo com os grupos estudados. Ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes entre eles.

Destaca-se entre os dados apresentados nesta tabela, o valor de Apgar com
mediana menor que 7 no 1° minuto de vida, a elevada taxa de parto cesarea e um periodo
relativamente curto de ventilagdo mecanica nos RN que necessitaram de suporte ventilatorio.

O protocolo de administragido orofaringea foi iniciado com mediana variando de
39 a 44 horas nos trés grupos. O tempo de internagdo variou de 64 a 66 dias.

A administra¢do orofaringea foi bem tolerada por todos os RNPT MBP e ndo

foram observados efeitos adversos durante o protocolo de tratamento.

Tabela 1. Caracteristicas demograficas e clinicas dos recém-nascidos de muito baixo

peso que receberam colostro, leite humano de banco e placebo.

Caracteristicas’ Grupo Colostro Grupo LHB Grupo Placebo p valor?
(n=47) (n=32) (n=66)

Idade gestacional (sem) 28 (27-30) 29 (27-29) 28 (26-31) 09171

Peso de nascimento (g) 1048 (787-1217) 1092 (931-1248) 1036 (801-1206) 0,4667

RNPT EBP (n / %) 20 (42) 11 (34) 32 (48)

Sexo masculino (n / %) 23 (49) 17 (53) 39 (59)

Apgar 1 min 6 (4-7) 5(@3-7 54-7) 0,6872

Apgar 5 min 8 (8-9) 8 (6-9) 8 (7-9) 0,4649

Parto cesarea (n / %) 38 (80) 19 (59) 47 (71) 0,1156

Coricamnionite (n / %) 5(11) 4 (12) 12 (18)

Esterdide antenatal (n / 35(74) 19 (59) 53 (80)

%0)

SNAPPE 29 (19-44) 24 (14-35) 26 (19-48) 0,3045

Ventilagdo mecanica (d) 2 (0-5) 2,5 (0-7) 2 (0-7) 0,7485

Inicio do protocolo (h) 44 (38-51) 39 (32-48) 43 (38-49) 0,2704

Tempo de internagéo (d) 66 (48-84) 64 (39-84) 64 (49-79) 0,6972

Legenda: LHB: leite humano de banco; n: niimero,; sem: semanas, g: gramas, RNPT EBP: recém-nascido pré-
termo de extremo baixo peso; %: porcentagem,; min: minutos;, SNAPPE: escore para fisiologia neonatal aguda;
d: dias; h: horas.

L Valores expressos em mediana (intervalo interquartilico) e niimero absoluto (porcentagem). *Teste de
Kruskal-Wallis com pés-teste de Student-Newman-Keuls.

Analisados os resultados dos dados nutricionais, os trés grupos estudados ndo
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apresentaram diferenga estatisticamente significante na comparag@o entre eles (Tabela 2).

Em geral, os RNPT MBP iniciaram a alimentag@o enteral nos primeiros 3 dias de
vida sendo que em todos este inicio ocorreu com leite humano e foi mantido até pelo menos
100 mL/Kg/dia de dieta enteral. A recuperagdo do peso de nascimento ocorreu com
aproximadamente 15-16 dias de vida e eles necessitaram de nutricdo parenteral (NPP) por

aproximadamente 14-15 dias.

Tabela 2. Caracteristicas nutricionais dos recém-nascidos de muito baixo peso que

receberam colostro, leite humano de banco e placebo.

Caracteristicas Grupo Colostro Grupo LHB Grupo Placebo

nutricionais! (n=47) (n=32) (n = 66) p valor®
Inicio DE (d) 3(2-5) 3(2-4) 3 (2-5) 0,4638
Menor peso (g) 860 (649-1032) 876 (730-1077) 858 (658-1004) 0,4516
Menor peso (d) 4 (3-6) 4 (3-5) 4 (3-5) 0,7496
Recuperacdo PN (d) 16 (11-19) 15 (13-17) 16 (13-21) 0,2490
100 mL/Kg DE (d) 16 (13-22) 17 (13-22) 18 (15-20) 0,4516
150 mL/Kg DE (d) 20 (18-26) 22 (12-22) 24 (18-25) 0,4376
NPP (d) 14 (11-18) 15 (11-20) 14 (10-20) 0,5461
P 36 sem (g) 1692 (1524-1905) 1719 (1616-1862) 1680 (1486-1821) 0,6518
P alta (g) 2145 (2030-2455) 2245 (2035-2526) 2160 (2045-2381) 0,5973

Legenda: LHB: leite humano de banco; n: numero; DE: dieta enteral; d: dias;, g: gramas; PN: peso de
nascimento; mL/Kg: mililitros por quilo; NPP: nutricdo parenteral; P: peso, sem: semanas.

! Valores expressos em mediana (intervalo interquartilico); ? Teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Student-
Newman-Keuls.

Na avalia¢do da evolucdo clinica dos RNPT MBP, a Tabela 3 mostra que nio
houve diferenca estatisticamente significativa no numero de casos de sepse clinica, sepse
comprovada, ECN, HPIV e ROP graves, DBP e Obitos entre os grupos.

Observamos uma baixa incidéncia de ECN em todos os grupos estudados.
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Tabela 3. Evolucio clinica dos recém-nascidos de muito baixo peso que receberam

colostro, leite humano de banco e placebo.

Grupo Grupo Grupo
Evolugio clinica Colostro LHB Placebo Odds IC (95%) ARR
(n=47) (n=32) (n= 66)
Sepse clinica (n / %) 21 (45) 15 (47) 34 (51) 0,7602* 0,3-1,6* 6.8

0,8304° 0,3-1,9° 4,6°
1,0924¢ 0,4-2,7 2 7
Sepse confirmada (n / %) 11(23) 9 (28) 20 (30) 0,7028° 0,3-1,6 6,9°
0,9000° 0,3-2,3° 2,2°
1,2806° 0,4-3,6° 4,7°

ECN (n/ %) 12) 0 1(1,5) : - -
HPIV grau 3-4 (n/ %) 0 13) 23) - - -
ROP grau 3 (n/ %) 5(11) 13) 4(6) 1,7553*  04-69*° 3,9

0,5156°  0,05-48 2.7
3.4043°  04-305°  6,6°

DBP (n/ %) 21(45) 11(34) 33 (50) 0,8077° 04-1,7°  53°
0,5238 02-12° 156
0,6485¢ 02-1,6° 103
Obito (n/ %) 2(4) 3(9) 8 (12) 3,2727° 0,7-162* 8.4

1,4061° 0,3-3,7° 3,3
0,4296° 0,07-2,7°  5,1°

Legenda: LHB: leite humano de banco, IC: intervalo de confianga de 95%; ARR: aumento do risco relativo:
“Grupos Colostro e Placebo; bGrupos LHB e Placebo; ‘Grupos Colostro e LHB; n: numero; %: porcentagem;
ECN: enterocolite necrosante; HPIVC: hemorragia peri-intraventricular;, ROP: retinopatia da prematuridade;
DBP: displasia broncopulmonar.

A comparagdo das dosagens de IgA no soro e urina ndo mostrou diferenca
estatistica significante entre os grupos.

Observamos que, tanto no soro quanto na urina, os valores de IgA encontrados no
dia 1, antes do inicio do tratamento, e no dia 4, 24 horas apos o término do tratamento, foram

semelhantes. Entretanto, houve um aumento no dia 18, 14 dias apos o término do tratamento.
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Tabela 4. Dosagem sérica e urinaria de IgA nos recém-nascidos de muito baixo peso

que receberam colostro, leite humano de banco e placebo.

Grupo Grupo Grupo
Dosagem' Colostro LHB Placebo p valor® pvalor® pvalor®
(n=47) (n=32) (n= 66)
Dosagem sérica (IE)
Dia 1 1,7 (1,2-2,7) 1,8 (1,1-2,3) 1,8 (1,2-2,6) 0,8715 0,5565 0,4841
Dia 4 1,6 (1,1-3.4) 1,5(0,9-2,6) 2,2(1.4-3,2) 0,2567 0,0841 0,5020
Dia 18 3,8 (1,9-5,0) 2.9(1,6-43)  3,6(2,2-4,6) 0,7674 0,3253 0,2690
Dosagem urinaria (IE)
Dia 1 0,7 (0,5-0,9) 0,8 (0,6-1,1) 0,7 (0,5-1,0) 0,7986 0,2744 0,3231
Dia 4 0,7 (0,6-1,0) 0,7 (0,6-0,9) 0,8 (0,6-1,1) 0,7300 0,3400 0,5289
Dia 18 2,0(1,1-4,8) 49 (1,1-8,2)  29(1,2-6,6) 0,5229 (,5275 0,3195

Legenda: LHB: leite humano de banco; n: numero, IE: indice ELISA.
! Valores expressos em mediana (intervalo interquartilico). Teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney para
comparagdo entre os grupos: * Grupos Colostro e Placebo; ® Grupos LHB e Placebo; ¢ Grupos Colostro e LHB.

Considerando que os RNPT EBP sdo ainda mais vulneraveis as infecgdes,
apresentam maiores dificuldades para o inicio da dieta enteral e ainda para permitir a
comparagdo com alguns poucos estudos publicados anteriormente, optamos pela analise dos
dados referentes a este grupo particular de RNPT.

Conforme demonstrado na Tabela 1, foram 20 (42%) RNPT EBP no Grupo
Colostro, 11 (34%) RNPT EBP no Grupo LHB e 32 (48%) RNPT EBP no Grupo Placebo.

Na Tabela 5 encontram-se as caracteristicas nutricionais dos RNPT EBP e,
novamente, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos.

De modo semelhante ao observado para todos os RNPT MBP, neste grupo
particular de RNPT EBP o inicio da alimentag¢@o enteral ocorreu nos primeiros 3 a 4 dias de
vida e todos receberam leite humano até pelo menos 100 mL/Kg/dia de dieta enteral. A
recuperagdo do peso de nascimento ocorreu com aproximadamente 16 dias de vida e

necessitaram de nutri¢do parenteral por um tempo um pouco maior, de 16-19 dias de vida.
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Tabela 5. Caracteristicas nutricionais dos recém-nascidos de extremo baixo peso que

receberam colostro, leite humano de banco e placebo.

Caracteristicas Grupo Colostro Grupo LHB Grupo Placebo p valor?
nutricionais’ (n=20) (n=11) (n=32)

Inicio DE (d) 4 (3-5) 4 (2-5) 3(2-7) 0,9315
Menor peso (g) 609 (522-688) 620 (544-728) 634 (492-734) 0,9551
Menor peso (d) 4 (3-6) 4 (2-5) 4 (3-6) 0,6338
Recuperacdo PN (d) 16 (13-21) 15 (14-16) 16 (12-20) 0,3683
100 mL/Kg DE (d) 20 (15-31) 18 (18-24) 19 (19-24) 0,8648
150 mL/Kg DE (d) 24 (19-36) 25 (22-28) 24 (24-29) 0,9364
NPP (d) 16 (14-23) 18 (9-23) 19 (14-24) 0,7977
P 36 sem (g) 1691 (1372-1789) 1719 (1574-1719) 1680 (1382-1708)  0,8242
P alta (g) 2204 (2039-2492) 2285 (1375-2602) 2152 (2041-2255)  0,1300

Legenda: LHB: leite humano de banco; n: numero; DE: dieta enteral; d: dias;, g: gramas; PN: peso de
nascimento; mL/Kg: mililitros por quilo; NPP: nutri¢do parenteral; P: peso, sem: semanas.

! Valores expressos em mediana (intervalo interquartilico), ° Teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Student-
Newman-Keuls.

Na analise da evolugido clinica dos RNPT EBP também nio foram observadas
diferengas estatisticamente significantes como mostra a Tabela 6. Entretanto, observamos um
aumento importante das principais morbidades em comparagdo ao grupo geral de RNPT
MBP, especialmente, na incidéncia de sepse tardia, com até 91% de sepse clinica e 64% de

sepse confirmada no Grupo LHB.
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Tabela 6. Evolucio clinica dos recém-nascidos de extremo baixo peso que receberam

colostro, leite humano de banco e placebo.

Grupo Colostro Grupo LHB Grupo Placebo
(n=20) (n=11) (n=32)

1

Evolucio clinica p valor

Sepse clinica (n / %) 14 (70) 10 (9D 21 (66) 0,7721°
0,1393°
0,3717¢

Sepse confirmada (n / %) 6 (30) 7 (64) 13 (41) 0,5579°
0,2947°
0,1277¢

ECN (n/ %) 165) 0 1(3) 0,6259°
0,7442°
0,6452¢

HPIV grau 3-4 (n/ %) 3(15) 3(27) 3 (9) 0,6644°
0,3122b
06381

ROP grau 3 (n/ %) 4 (20) 1 (9) 3 (9) 0,4076°
0,7335
0,6310°

DBP (n/ %) 15 (75) 6 (54) 22 (69) 0,7574°
0,4732b
0,4232¢

Obito (n/ %) 1(5) 3(27) 8 (23) 0,1287¢
0,9978°
0,2729¢

Legenda: LHB: leite humano de banco; n: niimero; %: porcentagem, ECN: enterocolite necrosante; HPIV:
hemorragia peri-intraventricular; ROP: retinopatia da prematuridade; DBP: displasia broncopulmonar.
Teste Exato de Fisher: ¢ Grupos Colostro e Placebo; ® Grupos LHB e Placebo; ¢ Grupos Colostro e LHB.

A Tabela 7 mostra a dosagem sérica e urinaria de IgA dos RNPT EBP sem
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos.

Novamente, ¢ demonstrado um aumento dos niveis séricos e urinérios de IgA do
dia 1 para o dia 18, em todos os grupos.

Entretanto, um aspecto que chamou a atengdo € que a dosagem sérica de IgA no
dia 4 no Grupo Colostro foi mais elevada que nos demais grupos com um p valor limitrofe de

0,0752.
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Tabela 7. Dosagem sérica e urinaria de IgA nos recém-nascidos de extremo baixo peso

que receberam colostro, leite humano de banco e placebo

Dosagem' Grupo Colostro Grupo LHB Grupo Placebo o valor
(n=20) (n=11) (n=32)
Dosagem sérica (IE)
Dia 1 1,7 (1,1-2,6) 2,2 (1,1-3,2) 1,8 (1,3-2.5) 0,9203
Dia 4 2,2 (1,2-2.8) 1,3 (0,85-1,5) 2,1(1,5-2.7) 0,0752
Dia 18 3,8(2,2-5.0) 2,6 (1,4-3.4) 3,5(2,7-4,0) 0,2530
Dosagem urinaria (IE)
Dia 1 0,8 (0,6-2.3) 0,8 (0,6-0,9) 0,7 (0,6-0,9) 0,3155
Dia 4 0,7 (0,6-1,0) 0,7 (0,6-0,7) 0,8 (0,6-1,2) 0,4900
Dia 18 2,2 (1,0-4.7) 5,2 (0,7-7.0) 4,6 (1,6-7.7) 0,3479

Legenda: LHB: leite humano de banco; n: numero; IE: indice ELISA.
! Valores expressos em mediana (intervalo interquartilico). Teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Student-

Newman-Keuls.
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O LH ¢ sem davida a melhor opg¢éo na nutricio dos RNPT MBP e a sua utilizagdo
consiste em uma medida importante na prevengdo de sepse tardia e ECN para os RN
internados nas UTIN (MEIER et al, 2010; TURFKRUYER; VERHASSELT, 2015,
UNDERWOOD, 2013).

O grande desafio dos neonatologistas tem sido, entretanto, iniciar precocemente a
nutricdo com LH neste grupo de RN pois com frequéncia a alimentag@o precisa ser postergada
pela instabilidade clinica ou por sinais de intolerancia como distensdo abdominal, residuos
volumosos, biliosos ou sanguinolentos (CORPELEIIN et al., 2011; FERREIRA;
ABDALLAH; CAMELO JUNIOR, 2015; KIM et al., 2013).

Diante disso, métodos alternativos para administragio do LH, como a
administracdo orofaringea, tém sido sugeridos na tentativa de antecipar os beneficios do uso
do LH enquanto estes RNPT MBP ndo se apresentam em condi¢des de iniciar a nutricdo
enteral (RODRIGUEZ et al., 2009, 2010).

O presente estudo surgiu, portanto, da necessidade de confirmag¢do dos reais
beneficios do uso do leite humano, através da administragdo orofaringea, especialmente, na
prevengdo de sepse tardia e ECN.

Alguns artigos foram publicados descrevendo de forma tedrica sobre estes
beneficios mas poucos estudos foram realizados para confirmagdo dessas teorias (GEPHART;
WELLER, 2014, RODRIGUEZ et al., 2009). Além disso, os poucos estudos realizados
apresentam desenhos metodoldgicos ndo muito robustos, contam com um nimero pequeno de
RN e utilizaram protocolos diferentes de administragdo orofaringea de colostro dificultando as
comparagdes (LEE et al., 2015; RODRIGUEZ et al., 2011; SEIGEL et al., 2013).

A proposta deste estudo foi incluir todos os RNPT MBP pois em paises em
desenvolvimento, como o nosso, este grupo de RN apresenta elevadas taxas de morbidade e
mortalidade quando comparadas aos paises desenvolvidos onde a principal preocupagdo tem
sido os RNPT EBP. Nossa hipotese foi que todos os RNPT MBP poderiam beneficiar-se da
administracdo orofaringea de colostro.

Apés o desenho inicial, ao iniciarmos a randomiza¢do dos RNPT MBP nos grupos
tratamento e controle, nos deparamos com os RNPT MBP alocados para o grupo experimental
para os quais ndo foi possivel obter o colostro de sua propria mae. Esta ¢ uma dificuldade
frequentemente encontrada na rotina das UTIN para se iniciar € manter a alimentagdo enteral.
Uma forma de superé-la tem sido a utilizag¢@o do leite humano doado através dos BLH, tanto

como substituto como para complementacdo do volume necessario (PEILA et al., 2016).
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Foi considerada, entdo, a hipotese de que na indisponibilidade do colostro da
propria mae os RN poderiam beneficiar-se do uso do LHB. Apesar de conhecidos os efeitos
da pasteurizacdo sobre o LH e a reducdo dos fatores bioativos, em especial da IgA, ainda
assim, o LHB poderia ter algum beneficio para a administra¢do orofaringea em comparagio
ao placebo (PATEL; DENNING, 2015; PEILA et al, 2016). Nao encontramos qualquer
referéncia sobre isso na literatura pesquisada e este estudo € inédito nesta avaliacdo até o
presente momento.

Apo0s o treinamento da equipe para a administragdo orofaringea e a realizagio do
protocolo de tratamento nos RNPT MBP, ndo observamos qualquer dificuldade para a
administracdo, qualquer efeito colateral e nenhum dos RN requereu que a administragdo fosse
interrompida, sugerindo que ¢ viavel e segura no ambiente da UTIN. Nossos achados sdo
coincidentes com os da literatura conforme relatado por Montgomery et al. (2010) e
Rodriguez et al. (2010) que pesquisaram sobre a viabilidade e seguranga da administragdo
orofaringea.

Considerando as caracteristicas demograficas e clinicas dos RNPT MBP
distribuidos nos grupos colostro, LHB e placebo, observamos que eles foram muito
semelhantes ndo sendo observado diferengas importantes entre eles que pudessem interferir
nas comparagdes realizadas a seguir (Tabela 1).

Na analise geral dos RNPT MBP, chamou-nos a aten¢do o valor de Apgar no 1°
minuto de vida com mediana menor que 7. Entretanto, houve recuperacdo no 5° minuto de
vida permitindo inferir que as medidas adotadas na sala de parto para reanimag@o destes RN
foram satisfatorias (Tabela 1). As condigdes de nascimento e as medidas implementadas na
sala de parto podem interferir de forma importante nas condig¢des clinicas e evolugdo dos RN,
especialmente MBP, retardando a introdug@o e progressdo da dieta enteral (CORPELEILIN et
al., 2011; KIM et al ., 2013).

Outro aspecto a ser considerado ¢ a elevada taxa de parto cesarea (Tabela 1) que
estd muito acima do recomendado pela Organiza¢do Mundial de Saade (OMS) de 15% (REIS
et al., 2014). Além dos riscos ja estabelecidos na literatura mundial para a mie e o RN,
recentemente, o parto cesarea tem sido implicado na modificagio da microbiota habitual,
especialmente, da pele e intestino dos RN (CABRERA-RUBIO et al, 2012). Da mesma
forma, estudos tém correlacionado a alteracdo da microbiota intestinal com a coloniza¢ido
intestinal deficiente ou anormal e o aumento do risco de sepse tardia e ECN (PATEL;

DENNING, 2015).
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Apesar das taxas elevadas de cesarea descritas no Brasil, a situagdo no HCU-UFU
¢ preocupante e ndo se justifica por tratar-se de hospital de referéncia para gestagdo de alto
risco pois nossas taxas superam o que seria aceitdvel mesmo considerando partos de risco
(BRASIL, 2012; REIS et al., 2014; SOUZA et al., 2010). Entretanto, é necessario ressaltar
que muitas dessas gestantes sdo referidas em trabalho de parto prematuro sem o devido
acompanhamento prévio e sem a ado¢do de medidas preventivas que poderiam reduzir esse
numero. Algumas a¢des t€m sido instituidas no sentido de reduzir esta pratica sendo uma
delas a participagdo no Projeto Parto Adequado que € uma iniciativa conjunta da Agéncia
Nacional de Saude Suplementar, do Hospital Israelita Albert Einstein, do Institute for
Healthcare Improvement e do Ministério da Satde com o objetivo de mudar o modelo de
atengdo ao parto, promovendo o parto normal, qualificando os servigos de assisténcia no pré-
parto, parto e pos-parto e favorecendo a redugdo de cesareas desnecessarias e de possiveis
eventos adversos decorrentes de um parto ndo adequado.

Considerando o tempo de internacdo, nossa hipétese inicial foi que a
administracdo orofaringea, na medida em que pudesse reduzir a incidéncia de sepse tardia,
poderia ter impacto também sobre o tempo de internagdo dos RNPT MBP. Nossos dados,
entretanto, ndo confirmaram esta hipotese e nos poucos estudos realizados até o momento esta
variavel ndo foi considerada.

Com o surgimento dos primeiros estudos relacionados a administragdo
orofaringea de colostro comegaram a surgir alguns indicios de que esta pratica poderia ter
influéncia na evolugdo nutricional dos RNPT. Rodriguez et al. (2011) observaram que o0s
RNPT que receberam administragdo orofaringea de colostro alcangaram dieta enteral plena
(150 mL/Kg/dia) 10 dias antes, comparado ao grupo placebo e Seigel et al. (2013) observaram
maior peso com 36 semanas no grupo tratado. Nossos dados, todavia, ndo demonstraram
qualquer diferenga entre os grupos quanto as caracteristicas nutricionais.

Observamos que os RNPT MBP incluidos no estudo iniciaram dieta enteral com
mediana de 3 dias. O protocolo da Unidade onde foi realizado o estudo estd de acordo com a
literatura que recomenda o inicio o mais precoce possivel da nutri¢do enteral para favorecer a
maturacdo, a colonizacdo adequada e permitir a integridade intestinal, especialmente
importantes para a prevengdo de sepse tardia e ECN. Estes beneficios sdo ainda mais
evidentes com a utilizagdo do LH na nutri¢do dos RNPT MBP (ABDALLAH; FERREIRA,
2015; DUTTA et al., 2015; HAY JR, 2013; HO; YEN, 2016).

Outra vantagem do protocolo da Unidade e que beneficiou os 3 grupos estudados

foi o inicio da dieta enteral com LH, seja da propria mée ou do BLH, que foi mantido até se
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atingir o volume de pelo menos 100 mL/Kg/dia. Apenas depois de alcangado este volume ¢
que foi considerado o uso de férmula para pré-termo nos casos em que a mae ndo fosse
presente e/ou que a quantidade de LHB fosse limitada.

Dessa forma, como a mediana de inicio da administragdo orofaringea variou entre
os grupos entre 39 e 44 horas, a maior parte dos RN incluidos no estudo ja haviam iniciado
dieta enteral com LH antes do término do protocolo de administragdo orofaringea e estavam
sendo beneficiados dos efeitos do LH nos sistemas imune e gastrintestinal.

Quanto a evolugdo clinica dos RNPT MBP o desfecho mais importante na
elaboracdo do projeto de pesquisa foi a sepse tardia de acordo com a proposi¢ao de estudos
anteriores sobre a administragdo orofaringea de colostro (GEPHART, WELLER, 2014,
RODRIGUEZ et al., 2009). Além disso, foi avaliada a ECN, mas conhecendo a epidemiologia
da Unidade que apresenta baixa incidéncia de ECN considerou-se que fosse dificil demonstrar
o impacto da administragio orofaringea sobre esta patologia. De fato, o nimero de
ocorréncias nos 3 grupos foi tdo pequeno no periodo estudado que impossibilitou o célculo do
odds ratio e aumento do risco relativo.

Nao houve diferenca entre os grupos na incidéncia de sepse clinica e sepse
confirmada e a administragdo orofaringea de colostro e LHB ndo pdde ser considerada como
fator protetor para a ocorréncia destas morbidades, conforme hipotese inicial.

Seigel et al. (2013) também nd@o observaram diferengas quanto a incidéncia de
ECN e perfuracido intestinal espontdnea em estudo de coorte realizado para avaliar os
resultados antes e apos a institui¢do do protocolo de administra¢do orofaringea de colostro em
RNPT EBP. Por outro lado, estudo randomizado, duplo cego, placebo controlado com apenas
42 RNPT EBP conduzido por Lee et al. (2015) demonstrou reducdo significativa na
incidéncia de sepse clinica no grupo que recebeu administragdo orofaringea de colostro.

Com relagdo as outras morbidades, tanto a incidéncia de ROP quanto a de DBP
ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante entre os grupos estudados e ndo foi
demonstrado efeito protetor da administra¢@o orofaringea de colostro e LHB em comparagio
ao grupo placebo. Quanto a HPIV, da mesma forma como ocorreu para ECN, ndo houve
diferenga na incidéncia entre os 3 grupos e ndo foi possivel o calculo do odds ratio e aumento
do risco relativo pelo pequeno numero de ocorréncias nos grupos (Tabela 3). Até o presente
momento ndo ha estudos na literatura que considerem o efeito da administragdo orofaringea
sobre outras morbidades além da sepse tardia e ECN.

No tocante a mortalidade, o presente estudo também ndo mostrou diferengas entre

os grupos na incidéncia como também quanto a possibilidade de um efeito protetor nos
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grupos tratados em relacdo ao placebo. Lee et al. (2015) e Seigel et al. (2013) também ndo
observaram diferencas nos obitos entre os grupos estudados.

Na avaliagdo dos biomarcadores foi realizada a dosagem de IgA no soro e na
urina. A IgA ¢ a principal imunoglobulina do LH e esta presente em altas concentragdes no
colostro mas também no leite de transicdo e maduro (ABDALLAH, FERREIRA, 2015,
ARAUIJO et al., 2005, CASTELLOTE et al., 201 1). Niveis elevados de IgA sérica e na urina
dos RNPT MBP poderiam ser interpretados como a presenga em maior quantidade na
circulagdo para excrecdo em decorréncia da sua absor¢do pela mucosa oral e também
gastrointestinal, conforme sugerido nos estudos sobre a teoria do efeito protetor da
administracdo orofaringea de colostro (RODRIGUEZ et al., 2009).

O presente estudo, entretanto, ndo confirmou esta teoria pois as dosagens de IgA
foram semelhantes nos 3 grupos nos 3 momentos estudados: antes (dia 1), apds 24 horas
(dia 4) e apos 14 dias (dia 18) do término do tratamento. Comparando as dosagens nos 3
momentos avaliados, observamos um aumento do dia 1 para o dia 18 em todos os grupos. Néo
estdo estabelecidos na literatura os valores esperados dos biomarcadores, incluindo a IgA, nos
diversos fluidos corporais de acordo com a idade cronologica e a idade gestacional
dificultando interpretacdes deste achado, entretanto, consideramos que o aumento observado
poderia ser justificado pelo fato de nesta Ultima avaliagdo os RNPT MBP ja receberem o LH
na nutri¢do enteral (Tabela 4).

Rodriguez et al. (2011) em estudo prospectivo randomizado com apenas 15 RNPT
EBP ndo observaram diferencas entre os grupos na dosagem de IgA no aspirado traqueal e
urina antes e apods o tratamento. Neste mesmo estudo foi avaliado a dosagem de IL-10 no
aspirado traqueal e soro sem diferengas entre os grupos.

Por outro lado, Lee et al. (2015) observaram maiores niveis de IgA e lactoferrina
na urina uma semana apos o tratamento. Eles avaliaram também as citocinas pro-inflamatorias
e demonstraram menores niveis de IL-1B na urina no grupo tratado duas semanas apds o
tratamento e menores niveis de TGF-f1 e IL-8 na saliva no grupo tratado também com duas
semanas.

Com a andlise destes resultados e da observacdo de que a administragdo
orofaringea ndo apresentou impacto sobre a evolugdo nutricional, sobre a incidéncia de sepse
tardia, sobre as dosagens de IgA no soro e urina, sobre o tempo de internacdo e demais
morbidades e mortalidade considerou-se que este efeito ndo foi demonstrado neste estudo, em

especial, pelo uso do LH na alimenta¢io de todos os RNPT MBP.
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Para estes RNPT que apresentam caracteristicas peculiares de imaturidade do trato
gastrointestinal, tornando-os mais suscetiveis as agressdes e a colonizagdo bacteriana com
patdgenos altamente nocivos, a abordagem nutricional pode reduzir o risco de sepse tardia e
ECN. O inicio precoce da dieta e o uso do LH na nutri¢8o tém sido descritas como medidas
eficazes para este fim conforme ressaltado anteriormente (ABDALLAH; FERREIRA, 2015,
DUTTA et al,, 2015; HAY JR, 2013; HO; YEN, 2016).

Como o intestino ¢ uma porta de entrada importante para os patégenos, a dieta
enteral precoce estimula o crescimento e o amadurecimento da mucosa e das fungdes
gastrointestinais favorecendo sua integridade e reduzindo o risco de invasdo por micro-
organismos nocivos (HO; YEN, 2016). Além disso, o uso do LH, considerado padréo ouro na
alimentacdo dos RNPT MBP, reduz ainda mais este risco por conter inumeras substancias
biologicamente ativas que determinam o amadurecimento estrutural e funcional do intestino e
também do sistema imune, e ainda promove a colonizagido intestinal por lactobacilos e
bifidobactérias, outro fator importante de protecio (MEIER et al., 2010; TURFKRUYER;
VERHASSELT, 2015, UNDERWOQOD, 2013).

As observagdes do presente estudo parecem reforgar a importancia da dieta enteral
precoce e do uso do LH na nutricio do RNPT MBP.

Vale ressaltar que a implementagdo do protocolo de administragdo orofaringea
gera mais trabalho e gastos para a UTIN pois o colostro ordenhado deve ser fracionado em
seringas, conservado em geladeira e administrado nos horarios estabelecidos apds treinamento
de toda a equipe.

Dessa forma, acredita-se que se todos os esfor¢os forem concentrados para a
obten¢do do LH e o inicio precoce da dieta enteral, ndo seria necessario a utilizagdo de
métodos alternativos de administragdo do LH, como a administragdo orofaringea, neste grupo
de RNPT MBP.

Um grupo que talvez mereca maior atengdo neste sentido seja o de RNPT EBP
pois estes RN sabidamente apresentam maiores dificuldades para o inicio e progressdo da
dieta enteral (CORPELEIN et al., 2011; FERREIRA; ABDALLAH; CAMELO JUNIOR,
2015; KIM et al., 2013).

Diante disso, e também para permitir uma melhor comparagdo com os poucos
estudos publicados at¢ o momento que consideram apenas RNPT EBP, foi analisado

separadamente este grupo de RN.
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Ao considerar apenas os RNPT EBP também néo ocorreram diferengas quanto as
caracteristicas nutricionais. Estes RN iniciaram a dieta enteral com 3 a 4 dias semelhante ao
observado na analise geral dos RNPT MBP.

A evolugdo clinica foi semelhante nos 3 grupos considerando a incidéncia de
sepse clinica, sepse confirmada, ECN, HPIV, ROP, DBP e &bito apenas nos RNPT EBP.
Entretanto, observou-se um aumento importante das principais morbidades, especialmente, de
sepse tardia com até 91% de sepse clinica e 64% de sepse confirmada no Grupo LHB.

Considerando a dosagem sérica e urinaria de IgA nos RMPT EBP, apenas no dia
4 houve diferenca estatistica moderada (0,05 < p < 0,08) na dosagem sérica de IgA ao
compararmos os 3 grupos de RN.

De acordo com os 3 estudos publicados anteriormente sobre a administra¢do
orofaringea de colostro em RNPT EBP, Rodriguez et al. (2011) ndo observaram diferengas na
incidéncia de sepse e na dosagem de biomarcadores e Seigel et al. (2013) ndo observaram
diferencas na incidéncia de ECN e na mortalidade.

O unico estudo que mostrou diferenca na incidéncia de sepse e na dosagem de
biomarcadores em RNPT EBP foi o de Lee et al. (2015). Apesar de ser um estudo mais
adequado do ponto de vista metodologico por tratar-se de um estudo randomizado, duplo-
cego, placebo controlado, envolveu um numero muito pequeno de RN (42) e o uso de LH foi
aproximadamente 20% durante e apos 2 semanas do protocolo de tratamento, denotando uma
baixa utilizagdo de LH na rotina de nutricio da UTIN e, talvez, por isso justificando as
diferengas observadas com a administra¢do orofaringea de colostro.

Nestes estudos realizados com RNPT EBP houveram pequenas diferengas no
protocolo de administragdo orofaringea em comparagdo com o presente estudo quanto ao
intervalo e ao tempo total de administrag@o, entretanto, o numero total de doses administradas
foi de 24. Apenas no estudo conduzido por Seigel et al. (2013) o namero total foi de 30 doses.

Ao analisarmos apenas os RNPT EBP incluidos no presente estudo, o nimero de
RN reduz para 63 e a amostra torna-se mais limitada para permitir generalizag¢des.

O presente estudo apresenta como limitagdo um nimero pequeno de recém-
nascidos em cada grupo. Mais estudos sdo necessarios para comprovar o efeito benéfico da
administracdo orofaringea de colostro em especial nos RNPT EBP que parecem ser os que
mais poderiam se beneficiar deste método alternativo de utilizagdo do LH.

Entretanto, uma medida comprovadamente importante para a reducdo de sepse
tardia e ECN, em RNPT MBP, e também nos EBP, € o inicio precoce da dieta enteral com o

LH. Dessa forma, os principais esfor¢os devem ser direcionados para este objetivo.
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Nao foram encontradas diferengas no tempo de internacdo entre os RNPT MBP

submetidos e ndo submetidos a administragdo orofaringea colostro;

Nao foram encontradas diferengas nas caracteristicas nutricionais entre os RNPT

MBP submetidos e ndo submetidos a administragdo orofaringea colostro;

Nao foram encontradas diferengas nas morbidades, em especial na incidéncia de
sepse tardia e enterocolite necrosante, entre os RNPT MBP submetidos e ndo

submetidos a administrag@o orofaringea de colostro;

Nao foram encontradas diferengas na mortalidade entre os RNPT MBP submetidos

e ndo submetidos a administragdo orofaringea de colostro;

Nao foram encontradas diferencas na concentragdo de IgA no soro e na urina entre
os RNPT MBP submetidos e ndo submetidos a administragdo orofaringea de

colostro;

Nossos dados parecem corroborar para a importancia do inicio precoce da nutri¢ao
com LH na redu¢do da incidéncia de sepse e enterocolite necrosante nos RNPT
MBP e reforcam que todos os esfor¢os devem ser concentrados para alcangar este

fim.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Seu filho (a) estd sendo convidado para participar da pesquisa “Administracio
Orofaringea de Colostro e a Prevenc¢io de Infeccées em Recém-Nascidos Pré-Termo de
Muito Baixo Peso ao Nascer”, que serd realizada no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia, sob a responsabilidade dos pesquisadores Prof® Dr® Vania Olivetti
Steffen Abdallah e Dra. Daniela Marques de L. M. Ferreira, médicas do Servi¢co de
Neonatologia desta institui¢do.

J& esta bem estabelecido que a alimentacdo com leite materno protege os recém-
nascidos prematuros contra infecgdes além de muitos outros beneficios. Entretanto, a
imaturidade e as condi¢gdes de saude destes bebés logo apds o nascimento impedem que o leite
materno seja iniciado ainda nas primeiras horas de vida.

Nesta pesquisa nds estamos buscando comprovar se a administragdo do leite materno
em pequena quantidade no cantinho da boca do bebé, nas primeiras 48 horas de vida, também
poderia ter este efeito protetor contra infecgdes.

Quem estd entrando em contato com vocé € um dos pesquisadores responsaveis ou
membro da equipe para esclarecer duvidas sobre a pesquisa e obter o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Com a participacdo de seu (sua) filho (a) na pesquisa ele (a) serd sorteado para receber
ou ndo o leite materno no cantinho da boca a partir das primeiras 48 horas de vida. Vocé
precisara colaborar retirando o volume minimo de 4,8 mL de leite neste periodo. Sera colhido
um pouquinho de urina em 3 momentos: nas primeiras 48 horas de vida, 12 a 24 horas apods e
14 dias apos.

Em nenhum momento seu (sua) filho (a) serd identificado (a). Os resultados da pesquisa
serdo publicados e ainda assim a identidade de seu (sua) filho (a) sera preservada.

Vocé ndo tera nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa.

Nao ha riscos aumentados para seu (sua) filho (a) com a participa¢do nesta pesquisa. Os
riscos com a administragdo do leite materno no cantinho da boca sdo minimos, especialmente
porque seré realizado por profissional médico ou de enfermagem habilitado e treinado para o
cuidado com o bebé. O procedimento serd imediatamente interrompido ao sinal de qualquer

alterac@o clinica. Nenhum dos procedimentos realizados trard qualquer desconforto para o seu
bebé.
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Os beneficios serdo a comprovagdo de que o leite materno se utilizado precocemente,
mesmo antes do bebé poder se alimentar, protege o recém-nascido prematuro contra
infecgOes, diminui a gravidade e o tempo de internacio destes bebés.

Vocé ¢ livre para interromper a participagdo de seu filho (a) a qualquer momento sem

nenhum prejuizo.

Uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com a senhora.

Qualquer duvida a respeito da pesquisa a senhora podera entrar em contato com:

Pesquisadores: Daniela Marques de L. M. Ferreira ou Prof* Dr* Vania Olivetti Steffen
Abdallah.

Av. Para 1720 Bairro Umuarama - Hospital de Clinicas, Servico de Neonatologia

Telefones: 32182112 /32182454

CEP/UFU: Av. Jodo Naves de Avila, n° 2121, bloco J, Campus Santa Monica — Uberlandia —
MG, CEP: 38408-100; fone: 34-32394531

Uberlandia, ....... de ... de 20.......

Assinatura dos pesquisadores

Eu aceito que meu filho / minha filha participe do projeto citado acima, voluntariamente, apos

ter sido devidamente esclarecida.

Responsavel pelo Participante da pesquisa
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APENDICE B — INSTRUMENTO PARA COLETA DE DADOS
Grupo de estudo: () Colostro ( ) Placebo ( )LHB

1. DADOS MATERNOS
Idade Estado Civil
Escolaridade Paridade
Numero de consultas de pré-natal Tipo de parto
Intercorréncias na gestagao Fatores de risco / infecgdo periparto

2. DADOS DO RECEM-NASCIDO
Prontuario Sexo: ()M ()F
Data e hora do nascimento Peso de Nascimento
Apgar: 1’ 5 Idade gestacional
Classificacdo Corticoide antenatal
Caracteristicas nutricionais
Idade de inicio da dieta enteral Idade para alcangar 100 e 150 mL/Kg/dia

de dieta enteral

Menor peso (g) e idade do menor peso Peso com 36 semanas e na alta
Administracio orofaringea de colostro
Idade de inicio Intercorréncias durante administragdo
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Fatores de risco para sepse tardia

Dias de nutrigdo parenteral

Dias cateter umbelical

Dias PICC

Dias outro acesso venoso central

Uso de bloqueadores H2

Uso de antibidticos

Uso de cefalosporina 3% ou 4* geragdo

Uso de corticoide pos natal

Sepse tardia

Idade

Hemocultura positiva

ATB

Enterocolite necrosante

Idade

Tempo de jejum

ATB

Tempo de internagdo

Idade cronoldgica e corrigida na alta

Diagnosticos na alta
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Antes
tratamento

do

24 horas apos

14 dias apos

IgA

- Urina

- Saliva
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ANEXO 1 - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Administragio orotaringea de colostro e prevencao de infecgdes em recém-nascidos
pré-termo de muito baixo POS0 ao nascer.

Pesquisador: VANIA OLIVETTI STEFFEN ABOALLAH

Area Tematica:

Versdio: 3

CAAE: 09199613.9.0000 5152

Instituigdio Proponente: Universidade Federal de Uberlandia/ UFL/ MG
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Ndamero do Parecer: 333.886
Data da Relatoria: 19/07/2013

Apresentacio do Projeto:

$Segundo apresenta o protocolo:

Estudos mais recentes sugerem que a administrac&o orolaringea de colostro da propria mae pode servir
©omo uma imunoterapia para o recém-nascido pré-termo de muito baixo peso ao nascer devido aos efeitos
imunoestimulatérios sistémicos protegendo-o contra as Infeccies hospitalares.

Desfecho Primanio: Reduglic na incidéncia de infecgdo em recém-nascidos pré-termo de muito baxo peso
80 nascer com a administrac8o orofaringsa de colostro,

Critério de Inclusdo; Serdo incluidos na pesquisa RNPT com idade gestacional menor qué 34 semanas e
peso de nascimento menor a 1.500g nascidos no Servigo de Neanatolegia do HC UFU no periodo de
estudo.

Critério de Exclusfio: Serfio excluidos os AN com malformagdes congénitas, com histéria matemna de uso
recente (72h antes da internacgdlo para o parto) de drogas e infecgdo pelo virus HIV e HTLV,

Objetivo da Pesquisa;

Hipdtese:

O leite humano administrado na orofaringe de recém-nascidos pré-lermo ¢e muito baixo peso ao

Enderego:  Av. Jalio Muves de Avlg 2121. Bloco “14°, sala 224 - Campus Ste. Monica

| Baitre: Santa Manica CEP: 35406144
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nascer promove um eleito imuno-estimulatério e determina a redugio da incidéncia de sepse @ enterocolite
necratizante

Objetivo Primara;

Avaliar o efeito imuno-estimulatério da administragao orolaringea de colostro na incidéncia de sepse e
enterocolite necrotizante em recém-nascides de muito balxo peso ao nascer do Servigo de Neonatologia do
HCU-UFU.

Objetivo Secundério:

1- Comparar a concentragio de lactoferrina e IgAs na saliva, urina e sangue entre 0s RNPT de muito baxo
peso submetidos e ndo submetidos & administragio orofaringea de leite humano da prépria mae;

2- Comparar o lempo de internagio entre os ANPT de muito baixo peso submetidos e ndo submetidos &
administraclo orofaringea de leite humane da propra mae,

3- Comparar a morbidade, em especial a incidéncia de sepse tardia 8 enterocelite necrozante, entre cs
RNPT de muito baixo peso submetidos e ndo submetidos 4 administragao crofaringea de leite humano da
propna mae

4- Comparar a mortalidade entre 0s RNPT de muito baixo peso submetidos e nao submetidos a
administragdo orotaringea de leite humano da propria mae.

Avaliagdo dos Riscos ¢ Benelicios:

Segundo 0s pesquisadores:

Os rlscos aos individuos participantes sio minimos como agitagdo psicomotora e queda da saturagio de
oxigénio pelo manuselo, poss o volume administrado na orofaringe & um volume paguenc incapaz de causar
danos. A equipe execulora compromete-se com o sigilo absoluto da identidade dos sujeitos da pesquisa,
Os beneficios dos estudo estdo na pussibilidade de demonstrar o efeito da administragio orofaringea de
colostro na redugdo da incidéncia de sepse e enterocolite necrotizante. Estas patologias sdo altamante
peavalecentes neste grubo de recém-nascidos determinando um aumento da morbimortalidade e do lempo
de internagao. '

Comentarios ¢ Consideragles sobre a Pesquisa:

A pesquisa seré realizada apés aprovagao pelo Comilé de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Uberténdia-MG. O estudo sera realizado no Servico de Neonatologia @ Banco de Leite do HCU-UFU e no
Laboratério de Imunoparasitologia da UFU. Serdo estudados 0s importantes

| Enderoga:  Av. Jolio Neves da Avils 2121- Bioco "1A", sata 224 - Campus Sta. Mdnics
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avangos om‘ neonatologia nas Uitimas décadas resultaram em uma redugo significativa na moralidade de
recém-nascidos de muito baixo peso ao nascer, ou seja, agueles com peso de nascimento inferior a 1500
gramas. Entretanto, a sobrevivéncia destas criangas estd associada a um aumento na morbidade a curto e
longo prazo, incluindo, Infecgdes hospitalares, enterocolite necrotizante, hemorragia intraventricular,
leucomalécea periventricular & comprometimentc do desenvolvimento neuropsicomotor caracterizado por
déficits cognitivos e motores, délicits visuais e auditivos e paralisia cerebral (RODRIGUEZ et al., 2010). As
infecgBes constituem as principais causas de morbi-mortalidade em recém nascidos pré-termo (RNPT). A
sepse tardia, que se manifesta apds 48 horas da admissao hospitalar, € padicularmente importante devido &
alta prevaléncia e associag@o com baixo ganho ponderal, aumento do tempo de internacio hospitalar,
seqUelas neuroidgicas e um custo significativo para a tamilia, os serviges de salde e a sociedade. O risco
de adquirir uma infecgo hospitalar & inversamente proporcional ac peso e idade gestaconal &0 nascimento
o est4 diretamente relacionado & gravidade do recém-nascido ao nascimento. O trato digestivo & o principal
sitio de colonizagio @ translocaglo sistdmica dos patégencs, Estudos anteriores demonstraram uma
prevaléncia de aproximadamente 20% deé sepse tardia e de 5 a 10% de enterocolite necrozante em ANPT
da muito baixo peso internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) Neonatais, O diagndstico destas
infecgdes pode ser retardado nestas criangas devido aos sintomas clinicos inespecificos @ a baixa
sensibilidade dos testes diagndsticos. Além disso, mesmo que o diagnostico seja precoce o O lratamento
adequado, 0 lempo de internagdo, os custos @ 0 comprometimento do desenvolvimento neuropsicomaotor
continuam slevados (SANKAR et al., 2008; SHEAMAN, 2010). Oentro deste contexto, vérias estralégias 18m
sido estudadas para reduzir a incidéncia de sepse tardia. O uso do leite humano da propria mae na
afimentagio de RNPT de muito baixo peso ao nascer estd associado a uma diminuigao no risco de adguirir
infecgiio hospitalar @ este efeito protetor é atribuido a uma multiplicidade de componentes imunologicos
presentes no leite humano. Além disso, estudos recentes sugerem uma relagao inversa entre as
concentragbes dos componentes imunes protetoras no colostro e a duragio da gestagho sugernindo que eles
tém um papel biclégico importante nos recém-nascidos de muito baixo peso nos pnmeiros dias de vica
(FERRER et al., 2000; ARAUJO et al., 2005; CASTELLOTE et al,, 2011; LAWRENCE, LAWRENCE, 2011).
A imunoglobulina A secretora (IgAs), presente no leite humano,é um anticorpo que impede a adeosdo &o
patégenos & mucosa do trato respiratdrio e intestinal, mantém a integridade da mucosa intestinal e
determina uma barreira de protecdo especifica contra os patdgenos que causam infecgdes respiratorias e
gastrointestinais. A mtereucina 6 (IL-8), presente no lelte humano, estimula o crescimento @ a ditérenciagao
do
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linfécito B em plasmacito secretor de IgA (ARAUJO et al,, 2005; CASTELLOTE et al., 2011). A lactoferrina,
outro constituinte do leite humano, @ uma proteina glicosilada que se liga ao ferro apresentando
propriedades bactericidas, bacteriostéticas, antivirals, anti-inflamatérias, e imunomodulatérias potentes.
Assim como a IgAs, a lactolerrina encontra-se em concentragbes elevadas no colostro, é resistente s
enzimas digestivas e excretada em altos niveis na urina e nas fezes de recém-nascidos alimentados com
leite humano. O aparecimento de lactoferrina na urina demonstra absorgao sistémica podendo ser um
indicio de sua influéncla na resposta do recém-nascido &s infecgdes. A lactolerrina também é capaz de
proteger contra infecgdes através da inibigao da adesdo das bactérias patogénicas as células da mucosa
orofaringea. Quando degiutida pode determinar uma barrelra protetora semelhante no trato gastromntestinal
(FERRER et al,, 2000, MANZONI et al., 2010; TARNOW-MORDI, ISAACS, DUTTA, 2010; COCHRANE
DATABASE, 2011). Entretanto, a instabilidade clinica caracteristica destes recém-nascidos nos primeiros
diags do wda, em especial, dos recém-nascidos de extremo baixo peso (1000 gramas) resulta no retardo do
inicio da slimentagBo enteral. Pensando nos beneficios do uso do leite humano da propria mée e na
dificuldade para o inicio precoce (48 horas de vida) da diets enteral, métodos alternativos para
adnﬁnislrnﬂo do colostro tém sido investigados, tais como a administragao orofaringea de colostro, com
indicios de que seria seguro e vidvel para realizagio em recém-nascidos de muito baixo peso Intemades na
UT! Neonatal, nas primairas horas de vida (RODRIGUEZ et al., 2009; RODRIGUEZ et al., 2010). ‘A
administragdo orofaringea de colostro comresponde & adminisiragdo de pequenas quantidades de colosiro
sejam absorvidos pela mucosa orofaringea. Além disso, as citocinas presentes no colostro podem interagir
com as células linfdides associadas & mucosa € o3 oligossacaridecs do leite humane podem prover uma
barreira protetora local' devido & sua habilidade em inibir a adesdo de patdgencs aos receptores de
superficie das células epiteliais (RODRIGUES et al., 2009. RODRIGUEZ et al., 2010). Estude realizado por
Rodriguez et al. (2009) sugere que a administracio orofaringea de colostro da propria mée pode servir como
uma imunoterapia para 0 recém nascido de exlremo baixo peso devido aos eleilos imunoestimulalorios
sistémicos protegendo-o contra as infecgbes hospitalares,

Tamanho da Amostra no Brasil: 165.
Serd um estudo clinico prospectivo, randomizado e cego. Os RN serdo divididos, de forma randomizada e

cega, Iniciaimente, em dois grupos para a administrag@o orofaringea ou néo de leite humano da prépria
mae: Grupo I: RNPT submetidos & administragdo orofaringea de leite
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humano da prépria mie. Grupo Il: RNPT submetidos & administragdo orofaringea de agua destilada,
considerada uma substancia inerte. Os RNPT que lorem sorteados para o Grupo | e que, por qualquer
motive, n&o for possivel abter um volume de leite da propria mae suficiente constituirdo um terceiro grupo
denominado Grupo |l que receberd administragdo orofaringea de leite humano de banco. Nas primeiras 24
horas apds o nascimento, a pesquisadora abordara cada mae do RNPT incluido no estudo para explicar
todos os detalhes incluindo a randomizagdo dos grupos estudados, o protocolo de ordenha e a
administragao orotaringea do leite humano. As mées que consentirem com a participagio de seus filhos no
estudo assinardo o TCLE. As mies serdo encaminhadas ac BLH HCU-UFU para retirada do leite com
técnica asséplica. O volume total de leite humano da propria mie necessdrio para a administracdoc
orofaringea serd de 4.8 mL. Quando houver disponibilidade de pelo menos 2.4 mL, sob técnica asseptica,
este volume serd fracionado em 12 seringas estérets (Seringa Descartavel 100U1) de 0.2 mL cada,
identiticadas com o nome da mBe. As seringas de leite humano da propria mae serio encaminhadas ao
Servigo de Neonatologia, sob refrigerachio em caixas térmicas, para iniciar a administragdo orofaringea nos
RNPT do Grupo |, Para as criangas do grupo |l serdo encaminhadas ao Servigo de Neonatologla senngas
(12) contendo o mesmo volume de dgua destilada (0,2mL), sob refrigerag@o em caixas térmicas para Iniciar
a administraglio orotaringea. As criangas do Grupo | cujas maes ndo ordenharem volume de leite suficients
passarfio a constituir o Grupe Il e para elas serdo encaminhadas ac Servigo de Neonatolegla seringas (12)
contendo o mesmo volume de lelte humano de banco (0,2mL}, sob refrigeragdo em caixas térmicas para
iniclar a administragio orofaringea. A administragiio crotaringea de lette humano ou dgua destilada devera
iniciar nas primeiras 48 horas de vida, O colestro ou dgua destilada serdo administrados pela lécnica de
enfermagem responsavel pelo RNPT de acordo com a prescrigio médica no volume de 0,2 mL a cada 2
horas por um periodo de 48 horas (12 seringas). Durante o procedimento, o RNPT estard sob monitorizacho
continua da saturagio de oxigénio e da frequéncia cardiaca alravés de cximelro de pulsa conforme rofina
do servigo para os RN internados na UT! Neonatal A administragdo orofaringea sera interrompida
imediatamente se o RNPT apresentar sinals de agitaco. queda da saturagio de oxigénio abaixo de 85% ou
alteragBo significativa da frequéncia cardiaca. O treinamente de toda a equipe de enfermagem para a
administiragdo orofaringea serd realizado pela aluna pesquisadora que é médica pediatra neonatologista. As
amostras de saliva e urina, nos trée grupos, serdo colhidas pela aluna pesqussadora no 2o dia de vida antes
da administragio crofaringea, apos 12 a 24 horas e apos 14 duas do termine da administragio crofaringea.
As amosiras de sangue serdo obtidas do residuo dos exames coletados de rotina na UTI Neonatal e
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nio representario, portanto, uma nova coleta de sangue. As amostras serdo encaminhadas ao Labomdﬁo
de Imunoparasitologia da Universidade Federal de Uberlandia para dosagem de IgA secrelora e lactolerrina,
Metodologia de Andlise de Dados: Os dados coletados serfo digitados em planiihas do software Excel. Os
astatisticos pesquisadores acompanhardo a elaboragio inicial das planilhas e o registro inicial de dados e
em conjunto com os demais pesquisadores definirdo os testes estatisticos mais apropriados para andlise
dos resultados. Anexa o instrumento da coleta de dados @ TCLE para o responsavel pelo AN.

O Financiamento é proprio.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Apresenta os seguintes termos: Declaragdo da instituigBo co-participante, Declaragio do responsavel
técnico do laboratdrio de imunoparasitologia, Termo da compromisso da equipe executora, Declaragio do
responsavel do departamento de ginecologia e obstetricia da UFU, Declaragdo do diretor clinico do hospital
das ciinicas da UFU, Declaracdo do responsdvel do deparntamenio de peoialr'ta da UFU, conforme as
normas da Resolugdo 196/96.

Recomendacdes:

Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Pendéncias apontadas no parecer 329.189 foram atendidas.

De acordo com as atribuigdes definidas na ResolugBo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela aprovacdo do
protocolo de pesquisa proposto, Y
O protocolo néie apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redagdo e da metodologia apresentadas.

Situacio do Parecer:
Aprovaco

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nio
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Consideracbes Finals a critério do CEP:

Data para entrega de Relatdrio Parcial ao CEP/UFU: fevereiro de 2014
Data para entrega de Relatdrio Parcial ao CEP/UFU: fevereiro de 2015,
Data para entrega de Relatdrio Final ao CEPAUFU. levereiro de 2016,

OBS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AC CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGAQ DA MESMA

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 196/86, o pesquisador deverd arquivar por 5 anos o relatdrio da pesquisa e 08
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinadoes pelo sujeito de pesquisa

b- poderé, por escolha aleatéria, visitar 0 pesquisador para conferéncla do relatdrio e documentagao
pertinente ao projeto,

¢- a aprovagdo do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU déd-se em decorréncia do atendimento a Resolugac
196/968/CNS, ndo implicando na qualidade cientifica do mesmao, .

OrientagBes ao pesquisador

L O sujeito da pesquisa tem & liberdade de recusar-se a parlicipar ou de refirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizacio alguma e sem prejuizo ao seu cuidado [Res. CNS 196/96 -
Item IV.1.1) & deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre € Esclarecido, na Integra, por ele
assinado (Item 1V.2.d).

¢ O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado @ descontinuar o
@studo somente apés andlise das razdes da descontinuldade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item
111.3.2), aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ac sujeito participante
ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (ltem V.3) que
requeiram agio imediata,

P '0 CEP deve ser informado de todos os efeilos adversos ou latos relevantes que alterem o curso normal
do estudo (Res. CNS ltem V.4). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ccorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) @ enviar notificagho ac CEP e &
Agéncia Nacsonal de Vigilancia Sanitaria i ANVISA ¢ junio com seu pesicionamento,

¢ Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de-
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projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriorments a8 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve anvia-

ias também & mesma, junio com o parecer aprobatirio do CEP, para serem juntadas ac protocoio inicial
(Res.251/97, item |11.2.¢). O prazo para entrega de relatdrio é de 120 dias apds o término da execugao

prevista no cronograma do projeto, conforme narma.

UBERLANDIA, 15 de Julho de 2013

Assinador por:
Sandra Terezinha de Farias Furtado
(Coordenador)
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