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RESUMO

Introducio e objetivo: As infec¢des constituem uma das principais causas de morbi-
mortalidade em recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso ao nascer (RNPT MBP) e
determinam uma resposta inflamatoria sistémica. A administra¢do orofaringea do leite humano
da propria mie, especialmente o colostro, tem sido sugerida como medida imunoestimulatoria
para protecdo contra sepse neonatal. Como os biomarcadores urindrios tém sido estudados tanto
na inflamagdo sistémica quanto na sepse neonatal, nosso objetivo foi avaliar o efeito da
administracdo orofaringea de colostro na secrecdo de citocinas pro- e anti-inflamatérias na urina
de RNPT MBP. Método: A partir de estudo clinico randomizado, duplo-cego, placebo
controlado foram selecionadas aleatoriamente amostras de urina de 55 RNPT MBP dos quais
29 foram submetidos a administra¢do orofaringea de colostro da propria mide e 26 de dgua
destilada. As amostras de urina foram coletadas antes e 24 horas apés o término da
administracdo orofaringea e analisadas por meio do kit Milliplex-27 no equipamento MagPix
(Luminex). Resultados: Observou-se uma reducio significativa das citocinas pro-inflamatorias
[IFN — v (35,8 para 24,1pg/ml; p=0,005), TNF — a (17,0 para 9,5pg/ml; p=0,002), IL — 8 (22,1
para 12.9pg/ml; p=0,012), IL — 9 (14,8 para 10,5pg/ml; p=0,011), IL —15 (568,2 para
397, 7Tpg/ml; p=0,012) ¢ IL — 17a (1089,4 para 730,8pg/ml; p=0,001) ¢ RANTES (6,7 para
5,4pg/ml; p=0,018) | no grupo de criangas submetidas a administra¢do orofaringea de colostro.
Entretanto, ndo houve diferenga estatisticamente significante na incidéncia de sepse clinica e
confirmada nos RNPT MBP submetidos a administragdo orofaringea de colostro quando
comparados com o grupo que recebeu dgua destilada. Conclusao: A administra¢do orofaringea
de colostro promoveu um estado anti-inflamatoério, caracterizado pela reducdo das citocinas

pro-inflamatoérias, o que pode contribuir para a reducdo da incidéncia de sepse neonatal.

Palavras-chave: colostro; administracdo orofaringea; terapia imune; sepse neonatal;

prematuros; biomarcadores.



ABSTRACT

Introduction and objective: Infections consist in one of the main causes of morbi-mortality in
very low birth weight infants (VLBW). Oropharyngeal administration of own mother’s milk
(OMM), specially colostrum, has been prescribed as means of immunomodulatory protection
against neonatal sepsis. As urine biomarkers, have been studied in systemic inflammation as
well as in neonatal sepsis, our goal was to assess the effect of colostrum’s oropharyngeal
administration on secretion of pro- and anti-inflammatory cytokines in VLBW infants’ urine.

Method: From a randomized, double-blind, placebo controlled trial were randomly selected
urine samples of 55 VLBW infants of which 29 received oropharyngeal administration of
colostrum and 26 received only sterile water. Urine samples were collected before and 24 hours
after the end of oropharyngeal administration and analyzed by means of Milliplex-27 kit using
MagPix (Luminex) equipment. Results: A significant reduction of pro-inflammatory cytokines
[IFN — vy (35.8 —24.1pg/ml; p=0.005), TNF — a (17.0 — 9.5pg/ml; p=0.002), IL — 8 (22.1 —
12.9pg/ml; p=0.012), IL - 9 (14.8 - 10.5pg/ml; p=0.011), IL —15 (568.2 — 397.7pg/ml; p=0.012)
e IL — 17a (1089.4 — 730.8pg/ml; p=0.001) ¢ RANTES (6.7 — 5.4pg/ml; p= 0.018)] was
observed in the group submitted to oropharyngeal administration of colostrum. However, it
was demonstrated no statistically significant difference in clinical and confirmed sepsis
incidence in VLBW infants from both groups. Conclusion: Oropharyngeal administration of
colostrum promoted an anti-inflammatory state, characterized by reduction of pro-

inflammatory cytokines, which can result in a decrease of neonatal sepsis incidence.

Keywords: Colostrum; oropharyngeal administration; immune therapy; neonatal sepsis;

premature infant; biomarkers.
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1. INTRODUCAO

A sepse neonatal ¢ uma importante causa de morbidade e mortalidade no periodo
neonatal com incidéncia descrita na literatura de 20 a 30% nos recém-nascidos de muito baixo
peso ao nascer (RNPT MBP), especialmente, pela inabilidade do sistema imune em responder
¢ proteger adequadamente contra as injdrias infecciosas (LEVY et al., 2007; HUANG et al,,
2016). Além disso, os sinais e sintomas clinicos podem ser minimos ou inespecificos
dependendo do desequilibrio entre as respostas pro- e anti-inflamatdrias frente ao dano causado
por microrganismos patogénicos (LUSYATI et al., 2013; MACHADO et al., 2014).

Mesmo RNPT assintomiticos, mas com fatores de risco para o desenvolvimento de
infeccdo, recebem na prética, tratamento empirico antimicrobiano com aumento do risco de
selecdo de flora bacteriana multirresistente (COLAIZY et al., 2016). Além do uso excessivo de
antibidticos, a sepse determina também maior tempo de internacdo, e consequentemente
maiores custos hospitalares, maior nimero de procedimentos invasivos e um nivel consideravel
de estresse aos familiares (MUSSAP et al., 2013).

Devido ao impacto causado pela sepse neonatal, muitos estudos t&€m sido realizados,
mundialmente, para sua deteccdo precoce e prevengdo (NG; LAM, 2010; CAMACHO-
GONZALEZ; SPEARMAN; STOLL, 2013; ANDRADE et al., 2015; FATTAH et al., 2017,
GILFILLAN; BHANDARI, 2017). Dentre esses encontra-se o uso do leite humano (LH),
principalmente o colostro, na protecao dos RNPT contra infec¢des em decorréncia da presenca
de vérios componentes bioativos e imunomoduladores (GAROFALO, 2010; KELLY;
COUTTS, 2000; LAWRENCE; PANE, 2007; LEVY, 2007).

O LH contém varios fatores de nutri¢do assim como de prote¢do contra infeccdes para
o RNPT MBP, especialmente devido a presenga de vdrias citocinas e outros elementos capazes
de atuar em tecidos linfoides especificos e refinar a resposta imune inata, diminuindo,
consequentemente, a incidéncia de sepse e de sequelas a longo prazo (PATEL, A. B.; SHAIKH,
2007; SEIGEL et al, 2013; PLETSCH et al, 2013; RODRIGUEZ; CAPLAN, 2015).
Entretanto, um grande inconveniente no RNPT MBP ¢ o atraso no inicio da dieta enteral devido
a instabilidade hemodindmica, sinais de intolerincia alimentar e outras situacdes clinicas. Por
isso, na literatura tem sido sugerido métodos alternativos de utilizagdo do colostro, nas
primeiras horas de vida, como forma de proteger contra as infec¢des até que a dieta enteral
possa ser iniciada. Um dos métodos é a administragdo orofaringea de colostro que consiste em

instilar pequenas aliquotas de colostro da propria mie em direcdo a orofaringe do RNPT a fim
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de promover o encontro das citocinas e outros fatores do LH com tecidos linfoides, gerando
uma sinaliza¢do célula a célula e amplificagdo da resposta imune (PATEL, A. B.; SHAIKH,
2007; RODRIGUEZ et al., 2010; PLETSCH et al., 2013; SEIGEL et al., 2013; RODRIGUEZ;
CAPLAN, 2015; SOHN et al., 2016).

Do ponto de vista tedrico, a prote¢do contra as infecgdes pela administracio orofaringea
de colostro seria o resultado da promog¢do de um estado anti-inflamatério que poderia ser
responsdvel pela alteracdo no perfil de citocinas no soro e urina de RNPT MBP. A utilizacio
da urina para avaliacdo das citocinas, ainda que pouco estudada, € plausivel pois o clearence
das citocinas ocorre a nivel renal mesmo no RNPT MBP, apesar de sua imaturidade. E além
disso, tem a grande vantagem da urina poder ser obtida de forma segura e nio invasiva
(GRAZIANI et al., 2006; RODRIGUEZ et al., 2010; SUGUNA NARASIMHULU et al., 2013;
SYLVESTER et al., 2014).

O Servico de Neonatologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (HCU-UFU) € uma unidade de referéncia regional para atendimento de RNPT, em
especial, de MBP ¢ apresenta protocolos clinicos elaborados pela equipe multidisciplinar de
acordo com as melhores préticas 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 ¢ o Banco de Leite Humano (BLH) do HCU-UFU garante sua
disponibilidade durante a internacdo e incentiva a continuidade da amamentacdo apés a alta
hospitalar.

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

O Laboratério de Nanobiotecnologia (NANOS) do Instituto de Genética e Bioquimica
da UFU ¢é uma referéncia internacional para a pesquisa de novos biomarcadores na sepse ¢ a
parceria com o Servico de Neonatologia possibilita a investigacdo desses biomarcadores na
faixa etdria neonatal.

A hipétese inicial que motivou este trabalho conjunto foi que a administracdo
orofaringea de colostro reduziria o nimero de casos de sepse neonatal e alteraria o padrdo da

excrecdo urindria de citocinas em RNPT MBP.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. O Sistema Imune do RNPT

O sistema imune inicia seu desenvolvimento a partir do final do 1° trimestre de gestagdo
e estende-se até o final dos 10 anos de vida. Durante a gestagdo, o concepto mantém-se em
contato com o liquido amnidtico. Esse € responsdvel por estimular os tecidos linfoides pois
contém vdrias citocinas e fatores de crescimento propicios para o desenvolvimento adequado
da crianca dentro do utero. O liquido amni6tico favorece o melhor crescimento do feto
buscando um estado anti-inflamatério ou homeostase (CAMACHO-GONZALEZ et al., 2013;
RODRIGUEZ; CAPLAN, 2015; CHAUHAN; TIWARI; JAIN, 2017). O parto prematuro
interrompe esse estado anti-inflamatério e o RNPT entra em contato com varios antigenos no
meio externo causando uma desordem nas respostas anti- e pré-inflamatoérias (KELLY;
COUTTS, 2000; GLASS et al., 2015; GOMEZ-GALLEGO et al., 2016).

A imunidade divide-se em adaptativa e inata (LEVY, 2007). A resposta imune
adaptativa ou especifica representa a imunidade adquirida ap6s uma infeccao ou exposi¢do a
um antigeno (vacinag¢do) sendo capaz de gerar respostas mais rdpidas e eficazes com menor
sintomatologia quando o organismo € exposto novamente ao agente causador e é produzida por
dois mecanismos: mediada por células (linfocitos T sensibilizados) e por anticorpos (linfocitos
B — humoral). E em RNPT essa resposta é pouco expressiva ¢ ineficaz devido a menor produgdo
de células T e B, além de nio gerar adequadamente memoria imunologica (LEVY, 2007; YE
et al., 2017). Desta forma, a defesa inicial RNPT MBP baseia-se na imunidade ndo especifica,
natural ou inata, ou seja, a primeira linha de defesa do organismo direcionada contra qualquer
tipo de antigeno a fim de controlar a infeccdo compondo-se de neutréfilos e células
apresentadoras de antigenos que sdo capazes de reconhecer padrdoes moleculares associados a
patdégenos (PAMPs) e apresentd-los a receptores (RRP) dando inicio a resposta inflamatoria
(LEVY, 2007; MUSSAP et al., 2013; SUGITHARINI et al., 2014; WYNN; WONG, 2010;
YE et al., 2017).

No ambiente extra-uterino, o RNPT estd exposto a vdrias situacdes de estresse cuja
sinalizagdo para o sistema imune € a liberagdo de citocinas pro-inflamatérias que, mesmo em
pequenas concentracdes, sdo responsdveis pela amplificacdo e perpetuagdo da resposta imune
(POLIN; RANDIS, 2010; WYNN; WONG, 2010; LUSYATI et al., 2013; SUGITHARINI,
PREMA; BERLA THANGAM, 2013; MACHADO et al., 2014; WALKER; IYENGAR, 2015;
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TREND et al., 2016; YE et al., 2017). A manuten¢do de um estado tendendo para o pro-

inflamatorio provoca atraso no crescimento e outras sequelas graves associadas a prematuridade

(NG; LAM, 2010; MUSSAP et al., 2013; NG; MA; LAM, 2015).

2.2. A resposta inflamatéria na sepse neonatal

A sepse é um desequilibrio na habilidade do organismo em responder a uma injtria
causada pela invasdo e proliferacio bacteriana (LEVY et al., 2007; NG; LAM, 2010; POLIN;
RANDIS, 2010; MACHADO et al., 2014; DENNING et al., 2017; FATTAH et al., 2017,
GILFILLAN; BHANDARI, 2017). A defini¢do de sepse, mesmo no periodo neonatal, ¢
baseada na International Sepsis Definition Conference (ISDC, 2001) que definiu sepse como
uma sindrome clinica caracterizada por infec¢do acompanhada pela SIRS.

A resposta imune inata do RNPT MBP inicia-se ap6s injiria tecidual ou quebra de
barreira protetora permitindo contato entre o organismo e agentes patogénicos com ativagdo
primdria de células dendriticas e macr6fagos que sdo os principais produtores de fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 1(IL-1) cujas acdes voltam-se para os proprios
macrdfagos e determinam resposta autdcrine com a producio e secre¢do de outras citocinas
inflamatorias (IL-6, IL-8, IL-12, IL-17 e IFN-y e outros fatores de crescimento). Além disso, o
TNF-a e a IL-1 atuam sobre o endotélio vascular e produzem hipertemia, atragdo de novos
polimorfonucleares com leucocitose, degranulacio de neutréfilos que liberam 6xido nitrico
(NO) e outros derivados do oxigénio (intermedidrios reativos de oxigénio — reactive oxygen
intermediates — ROI) que provocam vasodilatagdo local seguida de edema e perda do tonus
vascular (hipotensio) (LEVY et al., 2007; CAMACHO-GONZALEZ et al., 2013; MUSSAP et
al., 2013; BHANDARI et al., 2014; ANDRADE et al., 2015; BARRERA; SANCHEZ, 2016;
BAUMGARTEL et al., 2016). Desta forma inicia-se a atracdo de neutréfilos e outras células
de defesa de primeira ordem proporcionando um aumento considerdvel nas citocinas pro-
inflamatorias. Essa amplificagdo da resposta pro-inflamatoria € conhecida como a resposta
inflamatoria sistémica (SIRS) (NG; LAM, 2010; NGUYEN et al., 2014; GLASS et al., 2015;
SEGURA-CERVANTES et al.,, 2016; DENNING et al., 2017; FATTAH et al., 2017,
GILFILLAN; BHANDARI, 2017, SHARMA et al., 2017; SITARIK et al., 2017). A ativacdo
a nivel sistémico das citocinas pro-inflamatdrias gera lesdes em 6rgios distantes € consumo de
plaquetas durante a coagulagdo intravascular disseminada (CIVD) o que desencadeia a
disfun¢do de miltiplos 6rgdos (DMO) (WYNN; WONG, 2010; SUGITHARINI et al., 2013;
SUGUNA NARASIMHULU et al., 2013; MACHADO et al., 2014). Para contrabalancear a
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resposta pro-inflamatoria, inicia-se um aumento das citocinas anti-inflamatérias (IL-10, IL-4 ¢
TGF-B) buscando a normaliza¢do do sistema como um todo conhecida com a sindrome da
resposta anti-inflamatéria compensatdria (compensatory anti-inflammatory response syndrome
— CARS) (MACHADO et al., 2014).

A manifestacdo clinica da sepse neonatal é bastante varidvel e inespecifica e os RNPT
MBP podem apresentar-se com instabilidade térmica (hipo ou hipertermia); desconforto
respiratorio com aumento das necessidades de oxigénio suplementar ou outras modalidades de
suporte ventilatorio; labilidade hemodindmica (hipotensdo arterial e vasodilatagdo periférica);
intolerancia alimentar e outras. Todos esses sinais e sintomas também podem estar presentes
em outras condi¢des proprias desse periodo da vida, tais como imaturidade do centro regulador
da temperatura podendo resultar em oscilagdes da temperatura; sindrome do desconforto
respiratorio do recém-nascido que habitualmente requer suporte ventilatério podendo ou ndo
progredir para a displasia broncopulmonar. O controle fino da pressdo arterial em RNPT
depende de vdrios fatores, mas sabe-se que a pressdo arterial tende a hipotensdo nos RNPT,
especialmente, naqueles extremos de idade gestacional. Comumente apresentam persisténcia
do canal arterial que leva a altera¢des no padrdo respiratério e na dindmica circulatéria. O trato
gastrointestinal € pouco desenvolvido levando em muitos casos a intolerdncia a dieta,
resultando no aparecimento de vomitos e/ou residuos géstricos. Assim as manifestacdes da
SIRS confundem-se com situacdes comuns e particulares do periodo neonatal dificultando o
diagnostico preciso e rapido (WYNN; WONG, 2010; CAMACHO-GONZALEZ et al., 2013;
MACHADO et al., 2014; BHANDARI et al., 2014; GLASS et al., 2015; CARVALHO et al.,
2015; DENNING et al., 2017; GILFILLAN; BHANDARI, 2017).

Por isso, torna-se necessario o desenvolvimento de métodos menos invasivos, sensiveis
e especificos para o diagnéstico e prevengdo da sepse neonatal. Essa condi¢do é hoje a principal
causa de morbimortalidade nesse periodo de vida sendo responsivel por cerca de um milhio
6bitos de RNPT, especialmente, MBP no mundo inteiro (WYNN; WONG, 2010; BHATIA et
al., 2013; CHAUHAN et al., 2017).

Em adicdo a dificuldade diagndstica, observa-se o crescente uso de antibidticos nas
Unidades de Terapia Intensiva Neonatais (UTIN) na tentativa de diminuir os efeitos nocivos
que a sepse pode causar nessa populagdo. Entretanto, o uso constante e frequente de antibidticos
produz alteragdes na microbiota do RNPT, com repercussdes importantes para seu organismo.
A presenga de microbiota patogénica selecionada pelo uso corriqueiro de antibidticos € uma
das principais causas de desenvolvimento de novos casos de sepse neonatal pois além de

modificar a flora do ambiente hospitalar, determina o aparecimento de cepas bacterianas cada
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vez menos sensiveis aos antibidticos existentes (GEPHART; HANSON, 2013; PATEL, R. M.;
DENNING, 2015; GOMEZ-GALLEGO et al., 2016; HODZIC; BOLOCK; GOOD, 2017).

2.3. Biomarcadores — citocinas

Os principais biomarcadores em estudo s3o as citocinas envolvidas tanto na resposta
pro-inflamatoria quanto na anti-inflamatoria (AKDIS et al., 2011; BHANDARI et al., 2014,
AKDIS et al.,, 2016; FATTAH et al.,, 2017). Estudos atuais tentam delimitar um udnico
biomarcador confidvel, mas encontram dificuldades, uma vez que a maioria das citocinas sao
produzidas logo ap6s a injuria tecidual mas t€ém meia-vida muito curta, sendo que em torno de
6 a 8 horas ji sofreram clearence da circulagdo periférica quando o RNTP MBP ainda nio
manifestou alteracdes clinicas (BHANDARI et al., 2014). H4 uma tentativa do rim em eliminar
o mais rpido possivel essas citocinas do sangue periférico e mesmo no RNPT, apesar de sua
imaturidade renal, existe uma concentra¢do adequadas desses biomarcadores na urina nos casos
de sepse (SUGUNA NARASIMHULU et al., 2013; SYLVESTER et al., 2014; PYNN et al,,
2015).

Outra caracteristica das citocinas é a ndo correlacio com o progndstico evolutivo do
RNPT, ou seja, ndo foi encontrado ainda um biomarcador capaz de predizer o prognéstico
quanto ao desfecho e sequelas do RNPT (LEVY et al., 2007; CHAUHAN et al., 2017). Além
disso, a utilizacdo das citocinas como marcadores de sepse no periodo neonatal ainda ndo &
habitual na prética clinica devido aos altos custos para sua detec¢do e também pela necessidade
de mais pesquisas cientificas estabelecendo valores normais para essa faixa etdria. Varios
estudos tém sido realizados para avaliacdo das dosagens dos biomarcadores no sangue, mas
ainda existem poucos estudos utilizando amostras de urina. A grande vantagem da dosagem
urindria consiste na possibilidade de obtencao das amostras de forma mais facil, segura e menos
invasiva (CAMACHO-GONZALEZ et al., 2013; BHANDARI et al., 2014; HEDEGAARD;
WISBORG; HVAS, 2015; CHAUHAN et al., 2017; FATTAH et al.,, 2017; GILFILLAN;
BHANDARI, 2017).

As principais propriedades clinicas e laboratoriais de biomarcadores ideais estdo

resumidas na Tabela 1.



Tabela 1. Propriedades clinicas e laboratoriais de biomarcadores ideais.

Propriedades Clinicas

Propriedades Laboratoriais

Fornecer um algoritmo para iniciar ¢ /

ou parar o tratamento antimicrobiano.

Composto estdvel que permita a
realizacdo de testes laboratoriais dentro
horas de trabalho normais ¢ com

armazenamento facil.

Detectar infec¢do precocemente (ou

seja, na apresentacdo clinica).

Determinagdo quantitativa da

concentracdo de biomarcadores.

Identificar um patégeno especifico ou
uma categoria de agentes patogénicos
(por exemplo, virus, bactérias e

fungos).

Método de medi¢do automadtico e ficil
com teste de baixo custo que pode ser

usado como uma medida de rotina.

Monitorar o progresso da doenca e

orientar o tratamento antimicrobiano.

Tempo de resposta rdpida (por
exemplo, resultados aos clinicos dentro

de 6 horas).

Prever a gravidade da doenga no inicio

da infeccdo.

Pequeno volume de amostra (ou seja,

<0,5 ml de sangue).

Predizer o progndstico (ou seja, a

mortalidade).

Disponibilidade didria de testes em

laboratorios clinicos.

(Modificado de NG et al., 2010)

2.4. O papel do LH para a prevencao de sepse no RNPT

19

O colostro tornou-se alvo de vérias pesquisas atuais devido a grande quantidade de

compostos celulares e bioativos vindos da circulacdo materna, j4 que as juncdes mamadrias ainda

se encontram abertas, que podem desempenhar papel ativo na imunomodula¢do dos RNPT
(RODRIGUEZ et al., 2009; RODRIGUEZ et al., 2010; RODRIGUEZ; CAPLAN, 2015). Esses

fatores presentes no LH sdo capazes de melhorar as defesas inatas contra as injdrias causadas

por microrganismos patogénicos, pois agem refinando a resposta imune do RNPT MBP

(RODRIGUEZ et al., 2009).

O colostro é capaz de estimular a defesa do organismo através de quatro componentes

bioativos: fatores antimicrobianos, fatores anti-inflamatorios, fatores imuno-moduladores e
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células de defesa (neutréfilos, macrofagos e linfocitos maternos ativados) (RODRIGUEZ et al.,
2009).

Dentre os inimeros componentes do LH com papel imuno-modulador destacam-se as
citocinas pro- e anti-inflamatérias que sdo proteinas capazes de realizar a sinalizaco entre as
células (LEVY et al., 2007; GAROFALO et al., 2010; FERREIRA; ABDALLAH, CAMELO
JUNIOR, 2015; LEVY, 2007).

A interleucina 6 (IL-6) é umas das primeiras interleucinas descritas no colostro com
papel de estimular o desenvolvimento e diferenciagdo das células produtoras de
imunoglobulinas A (IgA), cuja principal fung¢do ¢ a ligagdo a micro-organismos e
macromoléculas evitando assim o contanto de patdégenos e o epitélio do RNPT (RODRIGUEZ
et al., 2009; GAROFALO et al., 2010; BHATIA et al., 2013; BARRERA; SANCHEZ, 2016).

A interleucina 10 (IL-10) € outra citocina presente em grandes concentracdes tanto na
fase aquosa quanto na fase lipidica do colostro em grandes concentragdes e com caracteristicas
anti-inflamatdrias, uma vez que inibe a proliferacdo de linfécitos no sangue periférico
(GAROFALO et al., 2010; BARRERA; SANCHEZ, 2016).

Ainda existem as quimiocinas, que sio citocinas responsiveis pela atracdo de células
especificas de defesa. S3o divididas em duas grandes familias: CC e CXC quimiocinas.
Diferem, estruturalmente, pela separacdo da cisteina por um aminoécido (CXC) ou ndo (CC),
como também pela fun¢do desempenhada. A principal representante da familia de quimiocinas
CXC ¢ aiterleucina 8 (IL-8) responsdvel pela atracdo e degranulacio de neutréfilos, envolvida
nas fases iniciais dos prodromos inflamatérios. J& MCP-1, MIP-1a e RANTES, representante
da familia das quimiocinas CC, atuam diretamente sobre baséfilos, eosindfilos e mondcitos
(GAROFALOQO, 2010; PRIBYLOVA et al, 2012; STOJEWSKA et al., 2016). A presenga
dessas citocinas no colostro e sua funcdo sobre a imunidade do RNPT ainda exigem maiores
investigacoes.

Dentre os componentes bioativos presentes no colostro, salutares para a formagdo e
crescimento da mucosa contra patdgenos, destacam-se ainda o fator de crescimento TGF-f3
responsavel pela homeostase intestinal através da proliferagdo de microbiota ndo patogénica
intestinal, os oligossacarideos que também modulam a microbiota intestinal e os anti-oxidantes
a-tocoferol, B-caroteno e 4cido ascorbico responsdveis pela diminuicdo dos radicais livres de
oxigénio (LAWRENCE; PANE, 2007, CASTELLOTE et al, 2011; FERREIRA;
ABDALLAH, CAMELO JUNIOR, 2015; TURFKRUYER; VERHASSELT, 2015; GOMEZ-
GALLEGO et al., 2016; LEWIS et al., 2017).
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Quando os componentes bioativos do colostro, especialmente, as citocinas, entram em
contato com o trato gastrointestinal do RNPT, podem atuar diretamente no tecido linfoide
associado a mucosa (MALT - mucosa-associated lymphoid tissue), especialmente, no tecido
linfoide presente no trato gastrointestinal (GALT). (SEIGEL et al., 2014; UNDERWOOD et
al., 2014; UNDERWOQD et al., 2015; RODRIGUEZ et al., 2015; LEWIS et al., 2017). O
MALT também estd presente na orofaringe (OFALT) e no trato respiratorio (BALT) e
juntamente com 0 GALT representam locais estratégicos para o encontro com antigenos vindos
tanto da cavidade oral quanto da via 4rea e sdo considerados uma segunda linha de defesa ja
que contém células T ¢ B maduras capazes de produzir uma resposta a qualquer injuria
(LAWRENCE; PANE, 2007; GAROFALOQ et al., 2010; FERREIRA; ABDALLAH, CAMELO
JUNIOR, 2015).

As citocinas presentes no colostro humano quando em contato com o0 MALT promovem
o desenvolvimento da resposta inflamatoria de forma organizada (IL — 1p, IL-2, IL-6, IL-10,
IFN — v, TNF — g, receptor R1 do TNF — a com grande predominio do estado anti-inflamatério),
melhoram a maturacdo de leucécitos (IL-1pB, IL-2, fatores de crescimento de colonias de
granul6citos e de epiderma) e do trato gastrointestinal (IL — 8) ¢ aumentam a producdo de
imunoglobulinas (IL — 6, IL-10 e TGF-B) (RODRIGUEZ et al., 2009; RODRIGUEZ et al,,
2015).

Desta maneira, o uso do colostro da propria mie é uma estratégia eficaz, de baixo custo
e passivel de aplicacdo em UTIN para diminuir os casos de sepse neonatal (RODRIGUEZ et
al., 2009; RODRIGUEZ et al., 2015).

2.5. Métodos alternativos para administraciao de colostro

Um empecilho ao uso do leite humano na dieta enteral do RNPT MBP, estratégia eficaz
para a reducdo de sepse neonatal, € a impossibilidade, em muitos casos, de inicio precoce da
dieta enteral pela instabilidade clinica e evolugdo frequente com sinais de intolerancia alimentar
pela imaturidade (PATEL, A. B.; SHAIKH, 2007; RODRIGUEZ et al., 2010; PATEL, A. L. et
al., 2013; SOHN et al., 2016). Com o intuito de solucionar essa dificuldade, tem descritos
outros métodos de utilizacdo do colostro como a lavagem géstrica com colostro nas primeiras
horas de vida (PATEL, A. B.; SHAIKH, 2007), higiene oral com colostro (GEPHART;
HANSON, 2013; GEPHART; WELLER, 2014) ¢ administracdo orofaringea de colostro
(RODRIGUEZ et al., 2010; LEE et al., 2015).
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Apesar da multiplicidade de métodos, o objetivo é o mesmo: estimular o sistema imune
do RNPT MBP através da modulacdo das células dos tecidos linfoides associados a mucosa
presentes na orofaringe (OFALT) e no trato gastrointestinal (GALT) e absor¢do por parte da
mucosa de fatores que interferem na colonizacdo intestinal (FERREIRA; ABDALLAH,
CAMELO JUNIOR, 2015; RODRIGUEZ; CAPLAN, 2015).

Segundo Rodriguez et al. (2015), o colostro instilado na cavidade orofaringea dos RNPT
MBP pode atuar na prevencdo de sepse tardia através dos seguintes mecanismos: (1) interaco
entre as citocinas do colostro com as células do tecido linfoide da orofaringe (OFALT); (2)
absor¢do pela mucosa orofaringea de fatores de protecao como lactoferrina e IgA que impedem
a adesdo de bactérias; (3) estimulo para a formacdo de uma barreira de prote¢do contra
patogenos; (4) atuacdo local e sistémica de oligossacarideos que modulam a microbiota
intestinal e (5) efeito protetor dos antioxidantes (a-tocoferol, B-caroteno, dcido ascorbico, L-
histidine e lactoferrina atuando na diminui¢do dos radicais livres de oxigénio (LAWRENCE;
PANE, 2007; RODRIGUEZ et al., 2010; RODRIGUEZ et al., 2015; GOMEZ-GALLEGO et
al., 2016; SITARIK et al., 2017).

A partir desses pressupostos, surgiram inicialmente estudos para assegurar a viabilidade
da administragdo orofaringea de colostro como um método seguro dentro das UTIN
(RODRIGUEZ et al., 2010).

Posteriormente, foram realizados outros trabalhos para avaliar a eficdcia da
administracdo orofaringea de colostro como terapia imune.

Rodriguez et al. (2011) estudaram 15 RNPT de extremo baixo peso ao nascer (EBP) que
foram randomizados para receberem administragdo 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.

Seigel et al. (2013) conduziram um coorte retrospectiva a partir da instituicio da
administracdo orofaringea de colostro da propria mie como protocolo na UTIN. Foram
avaliados 280 RNPT EBP antes da institui¢do do protocolo e 89 RNPT EBP ap6s. Nio foram
encontradas diferencas significativas na mortalidade, na incidéncia de ECN e perfuracio
intestinal espontanea.

Um estudo clinico randomizado, duplo-cego, placebo-controlado com um nimero
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 reducio significativa na incidéncia
de sepse clinica. Relataram ainda diferencgas significativas nas dosagens dos biomarcadores no

grupo que recebeu colostro: dosagens urindrias maiores de IgA com 1 ¢ 2 semanas; dosagens
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urindrias maiores de lactoferrina com 1 semana; dosagens urindrias menores de IL-13 com 2

semanas; dosagens menores na saliva de TGF-B1 e IL-8 com 2 semanas.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

Analisar o efeito da utilizacdo orofaringea de colostro na excrecdo urindria de

biomarcadores inflamatorios de sepse neonatal em RNPT MBP nascidos no Servico de

Neonatologia do Hospital das Clinicas de Uberlandia, da Universidade Federal de Uberlandia.

3.2.  Objetivos especificos:

e Avaliar a seguranca da administra¢do orofaringea de colostro em RNPT MBP;

e Comparar a dosagem de citocinas urindrias entre os RNPT MBP submetidos ou ndo

a administragdo orofaringea de colostro;

e Comparar a incidéncia de sepse neonatal entre os RNPT MBP submetidos ou ndo a

administracdo orofaringea de colostro.
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Artigo - Acao Anti-Inflamatéria da Administracao Orofaringea de Colostro em Recém-
Nascidos Pré-Termo de Muito Baixo Peso ao Nascer

Artigo submetido para publicacdio para o periodo “Clinical Nutrition™ (comprovante de
submissdo: anexo 2).
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ABSTRACT

Introduction and objective: Infections consist in one of the main cause of morbi-mortality in
very low birth weight infants (VLBW). Oropharyngeal administration of own mother’s milk
(OMM), specially colostrum, has been prescribed as means of immunomodulatory protection
against neonatal sepsis. As urine biomarkers, have been studied in systemic inflammation as
well as in neonatal sepsis, our goal was to assess the effect of colostrum’s oropharyngeal
administration on secretion of pro- and anti-inflammatory cytokines in VLBW infants’ urine.

Method: From a randomized, double-blind, placebo controlled trial were randomly selected
urine samples of 55 premature of which 29 received oropharyngeal administration of colostrum
and 26 received only sterile water. Urine samples were collected before and 24 hours after the
end of oropharyngeal administration and analyzed by means of Milliplex-27 kit using MagPix
(Luminex) equipment. Results: A significant reduction of pro-inflammatory cytokines [IFN —
v (35.8 =24.1pg/ml; p=0.005), TNF — a (17.0 — 9.5pg/ml; p=0.002), IL. — 8 (22.1 — 12.9pg/ml;
p=0.012), IL — 9 (14.8 - 10.5pg/ml; p=0.011), IL —15 (568.2 — 397.7pg/ml; p=0.012) e IL — 17a
(1089.4 — 730.8pg/ml; p=0.001) e RANTES (6.7 — 5.4pg/ml; p= 0.018)] was observed in the
group submitted to oropharyngeal administration of colostrum. However, it was demonstrated
no statistically significant difference in clinical and confirmed sepsis incidence in VLBW
infants from both grous. Conclusion: Oropharyngeal administration of colostrum promoted an
anti-inflammatory state, characterized by reduction of pro-inflammatory cytokines, which can

result in a decrease of neonatal sepsis incidence.

Keywords: Colostrum; oropharyngeal administration; immune therapy; neonatal sepsis;

premature infant; biomarkers.
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1. Introduction

Neonatal sepsis is one of the main causes of morbidity and mortality during neonatal period
and it is responsible for approximately one million VLBW infants’ deaths worldwide.'”

The immune system of VLBW newborn has an immature and little effective innate immune
response.* Subsequent to bacterial invasion, there is a significant increase of pro-inflammatory
cytokines and chemokines which are not only restricted to the inflammated area, and lead to
dysfuntions in other tissues and distant organs, characterizing a multiple organ dysfunction.>”’
Soon after the increase of inflammatory interleukins, production and release of anti-
inflammatory cytokines starts, triggering a response in the organism known as compensatory
anti-inflammatory response syndrome — CARS.® The unbalance between the production of pro-
inflammatory cytokines and the anti-inflammatory response is the main responsible for the
rapid clinical decline of VLBW infants during sepsis and septic shock, as well for the
appearance of late sequelae.’ >-®

Cytokines are, by definition, the most delicate and reliable communication mode between
defense cells modulating the intire immune response, due to its fast increase early in the innate
response followed by abrupt decline soon after.> Hence, it is little likely the election of only
one cytokine for early diagnosis of neonatal sepsis.>>

Human milk feeding in VLBW infants has been highlighted as a factor of protection against
the risk of acquiring infections during hospitalization.” However, clinical instability and
immature gastrointestinal tract are responsible for early onset difficulty and progression of
enteral diet, postponing the benefits of this protective effect.!%!*

Consequently, with the aim of reducing cases of late onset sepsis and morbi-mortality during
hospitalization of VLBW infants NICU, it has been studied the role of own mother milk
oropharyngeal administration, especially colostrum, as a factor of protection against

inflammatory injuries caused by pathogenic microorganisms.” 13 This hypothesis is based on
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the presence of high concentrations of bioactive components in colostrum such as cytokines,
which could stimulate mucosa associated lymphoid tissue (MALT), present in oropharynx
(OFALT) and intestine (GALT), with migration of lymphocytes to distant locations resulting
in immune activation and amplified anti-inflammatory response.® 13 14.16-24

The role of kidney in plasma removal of some pro-inflammatory cytokines after the diagnosis
of sepsis is very important, as it is responsible for the removal of these cytokines from plasma
until diuresis is preserved.? Survival in patients with sepsis appears to be inversely related to
plasma pro-inflammatory cytokines levels.?> ¢ In this context, it was raised the hypothesis that
urinary inflammatory biomarkers should be reduced in VLBW infants under oropharyngeal
administration of colostrum, if there was a systemic anti-inflammatory action. Therefore, our

objective was to evaluate the effect of oropharyngeal use of colostrum on urinary excretion of

a biomarker’s panel of inflammation sepsis in VLBW infants.

2. Method

This study is part of a broader one, randomized, double blind, placebo controlled, which
evaluated the effect of oropharyngeal administration of colostrum on incidence of neonatal
sepsis, and on nutritional evolution in 113 VLBW with gestational age less 34 than weeks and
weight at birth less than 1500 g, born and hospitalized in a NICU from a Federal University
Hospital in Brazil. The study was approved by the Ethics Committee in Research (CAAE
09199613.9.0000.5152) and registered on ClinicalTrials.gov (NCT02912585). For this study
55 VLBW infants were randomly selected, after analysis of sample size, being 29 VLBW nfants
from the study group who received own mother’s colostrum and 26 VLBW infants from control

group who received sterile water, according to Figure 1.
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Figure 1. Flowdiagram of patient enrollment.

In the first 48 hours of the newborn’s life, after informed consent all mothers were instructed
to aseptically milk their breasts manually or with an electrical pump (Bomba Tira Leite Mini
Eletric-Medela) in the Human Milk Bank, every 2 to 3 hours, under the supervision of an
accredited professional. All the volume milked was identified and kept under refrigeration.

Oropharyngeal administration of colostrum or sterile water followed the protocol proposed by
Rodriguez and colleagues.!* Colostrum or sterile water were fractioned in sterile 0.2 mL
syringes (Disposable Syringe 100 UI), properly identified and occluded with opaque tape, and
transported to the NICU for oropharyngeal administration, in the first 48-72 hours of life of
VLBW infant. Oropharyngeal administration was conducted by a nursing technician

responsible for the infant, according to the medical prescription in volumes of 0.2 mL every 2
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hours for a period of 48 hours. The technique used for oropharyngeal administration consisted
of the introduction of a syringe containing the colostrum or sterile water on the right-hand side
of the mouth of the newborn and targeting to the oropharynx with subsequent injection of 0.1
ml. Then, the syringe was positioned on the left side of the mouth, directed to the oropharynx
and injected 0.1 ml volume remaining in the syringe. Throughout the treatment protocol,
infant’s vital signs were monitored. Urine samples were collected before the beginning of
oropharyngeal administration and 24 hours after the end of the protocol. Urinary cytokines of
both groups were quantified by a multiplex system on a Bio-Plex MagPix analyzer (Luminex)
using the Bio-Plex Pro Human Cytokyne 27-plex Assay (Bio-Rad). Afterward the following
cytokines were analyzed: eotaxin, IFN-y, interleukins (IL) 1 beta, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-15, IL-17a, TNF-qa, IP-10, MCP-1, MIP-1q,
MIP-1B and RANTES. Data analysis was made in the software of the equipment and the
concentration of cytokines was obtained by comparison with the equivalent of each cytokine
standard curve to obtain the value in pg/mL.

Clinical data from mother and form whole duration of VLBW infants’ hospitalization were
obtained through the analysis of medical records. Clinical sepsis was defined as the clinical
manifestation of suggestive signs of infection associated with the treatment for, at least, three
days with antibiotics and confirmed sepsis as clinical sepsis with positive blood culture.

All VLBW infants received own mother’s milk or from donators, until the minimum volume
of 100 mL/Kg/day. After this volume, human milk was fortified or the newborn received

preterm formula depending on availability of human milk.

2.1. Statistical Analysis
The sample size of 39 subjects was established a priori to obtain maximum « of 0.05 and

maximum estimate error of 8%.
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Statistical analysis was done with software SPSS version 21.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) and

Bioestat version 5.0 (MarnirauéTM, Belém, PA, Brazil).

Descriptive analysis included frequencies, percentages and medians.
Comparison between groups was done using Odds ratio, Mann-Whitney’s U test and Fisher’s
exact test, while Wilcoxon rank-sum test was used to compare inside the group itself.

Statistical significance was defined as p<0.05.

3. Results

All VLBW infants tolerated the oropharyngeal administration of colostrum or sterile water
without any adverse effects.

Birth weight and gestational age medians were, respectively, 1114 grams and 28 weeks in the
study group and 1107.5 grams and 29 weeks in the control group. The beginning of the
oropharyngeal administration protocol occurred with median age of 41 hours in the colostrum
group and 44 hours in the control group and the median age of feeding’s initiation was 3 days

in both groups. Other basal characteristics of VLBW infants are listed in Table 1.
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Table 1. Baseline characteristics of VLBW infants who received oropharyngeal administration.

Characteristics Colostrum Control
(n=29) (n=26) p-value

Gestational age (wk.)" 28 (27-30.5) 29 (27-31) 0.518
Weight (g) 1114 (848-1375)  1107.5 (970-1219.5) 0.827
Male sex (n/%)" 15(51.7) 17(65.3) 0.413
Apgar 1 min 6 (3.5-7) 6.5 (4.7-8) 0.121
Apgar 5 min 8 (8-9) 8 (7-9) 0.255
Cesarean delivery (n/%)" 22(75.8) 21(80.7) 0.751
Chorioamnionitis (n/%)" 517.2) 4(15.3) 1.000
Antenatal steroid use (0/%)" 23(79.3) 21(80.7) 1.000
SNAP - PE 29 (13-44.5) 25 (18.5-43) 0.873
Start of protocol (h) 41 (37.5-49) 44 (35.7-51.2) 0.781
Day feedings initiation (d) 3(2-5) 3(2-4.2) 0.959
Length of stay (d) 66 (45.5-87) 64.5 (48.7-72) 0.549

SNAPPE: score of neonatal acute physiology — perinatal extension; g: grams; n: absolute number; %:

percentage; d: days; h: hours.

TValues expressed in median (inter-quartile interval); p-value: Mann-Whitney’s U Test for comparison between

. . * . 3 . . .
interval variables; : Fisher’s exact test for comparison between nominal variables.

No statistically significant differences were observed in the occurrence of clinical sepsis and

confirmed sepsis in groups that received oropharyngeal administration of colostrum or sterile

water as shown in Table 2.
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Table 2. Occurrence of sepsis in VLBW infants who received oropharyngeal administration.

Colostrum  Control

(n=29) (n=26) Odds (CI 95%) p-value
Clinical sepsis (n/%) 11(52.4) 10(47.6) 1.023 (0.344-3.040) 1.000
Confirmed sepsis (n/%) 7(50) 7(50) 1.158 (0.344-3.899) 1.000

CI: confidence interval of 95%; n/%: absolute number /percentage; p-value: Fisher’s exact test

In the colostrum group, it was observed a reduction in the dosage of some pro-inflammatory
cytokines (TNF-a, IFN-y, IL-8, IL-9, IL-15, IL-17a, and RANTES) 24 hours after
oropharyngeal administration, which did not occur in the control group. There was no
statistically significant difference in the comparison between groups before and 24 hours after
oropharyngeal administration. The medians of urinary cytokine dosages during the evaluation

periods are shown in table 3.
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Table 3. Dosage of urinary cytokines (pg/ml) before and 24 hours after the oropharyngeal

administration.
Colostrum Control
Before!  After> p-value? Before!  After>  p-value® p-value® p-valued

Pro-inflammatory

TNF-a 17.00 9.50 0.002" 13.90 8.90 0.092 0.433 0.980
IFN-y 35.80 24.10  0.005" 35.80 24.10 0.255 0.438 0.807
IL-1b 1.60 1.40 0.404 1.60 1.05 0.138 0.572 0.123
IL-1ra 6975.90 725450 0422 3934.10 3688.70  0.434 0.125 0.121
IL-2 7.20 7.20 0.187 7.45 7.40 0.187 0.723 0.673
IL-5 3.50 1.90 0.003" 3.45 1.90 0.043" 0.348 0.745
IL-6 4.80 2.50 0.001" 4.80 2.30 0.001" 0.448 0.295
IL-7 6.50 3.80 0.001" 5.85 3.00 0.032° 0.251 0.457
IL-8 22.10 1290  0.012° 23.20 12.75 0.089 0.527 0.960
IL-9 14.80 10.50  0.011° 11.45 6.60 0.142 0.049°  0.235
IL-12p70 1106.90 1162.10  0.459 955.00  996.15  0.301 0.046°  0.113
IL-15 56820 397.70  0.012° 530.70  451.50  0.161 0.241 0.742
IL-17a 1089.40 730.80  0.001° 905.25 753.80  0.749 0.119 0.749
RANTES  6.70 5.40 0.018" 6.00 5.00 0.416 0.284 0.667
IP-10 59.00 142.60  0.025° 49.25 17450  0.012° 0.987 0.281
MCP-1 106.30  80.00 0.090 70.65 77.85 0.427 0.102 0.686
MIP-1a 1.20 0.70  <0.001" 1.15 0.65 0.007" 0.348 0.865
MIP-1§ 13.70 20.30 0.239 11.75 12.80 0.173 0.100 0.345
Eotaxin 685.50  695.60  0.450 57245  807.30  0.007" 0.349 0.078
Anti-inflammatory

L4 0.80 0.40  <0.001" 0.85 0.30 0.018" 0.357 0.832
IL-10 13.90 12.30 0.090 11.90 8.95 0.182 0.172 0.123
IL-13 101.70  101.50  0.274 106.50  96.10 0.168 0.761 0.361

L2: Values expressed as median; p-value®: Wilcoxon’s rank-sum test before and 24 hours after oropharyngeal

administration of colostrum; p-value®: Wilcoxon’s rank-sum test before and 24 hours after oropharyngeal

administration of sterile water; p-value: Mann-Whitney’s U test for comparison between groups before
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oropharyngeal administration of colostrum and sterile water; p-value®: Mann-Whitney’s U test for comparison

between groups 24 hours after oropharyngeal administration of colostrum and sterile water.

4. Discussion

This study is, according to our current knowledge, the first to assess the urinary dosage of
several inflammatory biomarkers in VLBW infants submitted to oropharyngeal administration
of colostrum and demonstrated a decrease in urinary dosage of pro-inflammatory cytokines
(TNF-q, IFN-y, IL-8, IL-9, IL-15, IL-17a and RANTES) what may be the result of an anti-
inflammatory state due to immune therapy with colostrum.?* ?”-2® The occurrence of an anti-
inflammatory and anti-oxidative state has been described as beneficial for the development and
growth of VLBW infants, in addition to correlate with the decrease in cases of neonatal
sepsis.?®*! Nevertheless, it was not observed a reduction in the incidence of confirmed sepsis
in the study group.

Neonatal sepsis is initiated by a pathogen and mediated by cytokines that alter the immune
homeostasis, anti-inflammatory properties and blood coagulation.* ® ¥ The evolution of the
disease and the clinical symptoms depend on a delicate and complex balance between pro- and
anti-inflammatory factors and cytokines with multiple functions and effects on the immune
System.l’ 2,4,5,8,32-35

Neonatal sepsis is a major challenge in NICU due to high prevalence and high morbi-
mortality.> *® The use of human milk in VLBW infants’ nutrition has been described to be
responsible for the protective effect against infections,!!: 19 23 28.31. 37 Therefore, it has been
considered alternative methods of administration of human milk in VLBW infants, as
oropharyngeal administration, due to immaturity and clinical instability, which delay the start

and prevent the progression of enteral diet.” !> 1338
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Colostrum contains various bioactive components capable to act as the lymphoid tissues of
oropharyngeal and gastrointestinal tract transforming the immune response of VLBW infants
from inflammatory state to anti-inflammatory state,” 2% 33 3% 40

Although this study did not demonstrate reduction in the incidence of sepsis in VLBW infants
submitted to oropharyngeal administration of colostrum, it showed a reduction of urinary
excretion of several pro-inflammatory cytokines. These cytokines play an important role in
activation and intercellular communication and consequently, in neonatal sepsis and have been
studied as markers for early diagnosis,?” 2% 30 36.37.41. 42

TNF-a and IFN-y are among the most involved cytokines in the innate response of Th-1 type,
particularly, pro-inflammatory with an almost immediate rise after tissue injury caused by
pathogens.*® TNF-a is a cytokine produced by macrophages and the biomarker released more
rapidly into the bloodstream, being responsible for pyrogenesis, tissue injury by necrosis and
vasodilation during septic shock.” It is also related to the severity of the infection in VLBW
infants.” ** Trying to counterbalance the inflammatory activity caused by TNF-a, colostrum
contains the receptor R1 (TNF-R1) responsible for the inhibition of inflammatory and
deleterious action of TNF-a, then the likely reduction of this cytokine in the group that received
oropharyngeal administration of colostrum.*! IFN-y is also released during the acute phase of
inflammation by natural killer cells causing cell death.*’

IL-8, one of the chemokines that dropped after oropharyngeal administration of colostrum, is
typically released after bacterial injury and is responsible for the attraction and neutrophil
degranulation.***%47” According to current literature, it is considered a powerful chemokine and
is associated with the prodromes of inflammation of the intestinal mucosa, specially in cases of

necrotizing enterocolitis.*® *° In experimental studies, colostrum was responsible for the

suppression of IL-8 in epithelial cells of mucous, specially, immature cells.?
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RANTES is another chemokine that suffered a significant reduction in this study. It is
responsible for the attraction of T-cells of large toxicity to the site of injury (T-cells -natural
killer) besides stimulating the production of IgE and IgG.”-*° However, its inflammatory action
is still very little researched in neonatal period.

IL-9 is an interleukin associated with allergic diseases.>! It is also part of the Th-2 type response
and can act as T-cells growth factor and mast cells.® There are only very few studies in newborns
to clarify its real function in cases of sepsis.*

IL-17a is part of a recently discovered family (family 17 of interleukin with response Th17)
with pro-inflammatory properties capable of increasing TNF-a production.’ It still does not
have a specific role in sepsis during neonatal period.

IL-15, cytokine of IL-2 family, with cytolytic activity through the activation of natural-killer
cells, is still little explored in neonatal period as biomarker of early or late onset sepsis.’!

It is important to note that among 13 highly significant urinary markers in the study group, six
also presented significance difference in the control group, except Eotaxin protein, which was
only significant in the control group with increased levels. The significant difference of these
six markers (IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IP-10 ¢ MIP-1a) suggests a probable association with
immunological development of the infants, what could mean an expected reduction in the
cytokines levels. However, the significance increase of Eotaxin in control group may be due to
pulmonary immaturity without anti-inflammatory activity of colostrum therapy. It has also been
described that many premature infants develop eosinophilia and abnormalities in eosinophils
trafficking during the first period of postnatal life, and this can be explained by the ability of
these eosinophils transmigrate in vitro to chemotactic stimuli imitating bacterial infections or
allergic inflammations in vivo.’! 5

Currently, in the literature, it has been sought a reliable biomarker for diagnosis of neonatal

sepsis in VLBW infant admitted to NICU, but there are few studies correlating cytokines in



40

urine samples and inflammatory state.% 2 3* The use of urine samples is quite promising as it is
a non-invasive method with low impact on the care of the VLBW infants admitted to NICU.
Moreover, our hypothesis that the urinary inflammatory markers should be reduced in VLBW
infants due to systemic anti-inflammatory action of colostrum therapy was demonstrated with
success. We could demonstrate the removal of pro-inflammatory cytokine from plasma in the
colostrum group in contrast to the high and continuous levels of pro-inflammatory cytokines,
such as TNF-o and IFN-y, in VLBW infants that received placebo. VLBW infants under therapy
exclusively presented reduced levels of 7 pro-inflammatory cytokines, which is corroborated
by an investigation that demonstrated that pro-inflammatory cytokine levels in the urine of
sepsis survivors appear to be related to levels of pro-inflammatory plasma cytokines.% 23 2654
Although this study can be considered as a pioneer in the use of urinary biomarkers to
demonstrate the beneficial effect of colostrum’s oropharyngeal administration, it still has some
limitations due to the reduced number of participants, which can be extended to better
understand its protective function in VLBW infants.

In conclusion, this study demonstrated that oropharyngeal administration promoted an anti-

inflammatory state, characterized by a reduction of pro-inflammatory cytokines, which can

contribute to the reduction of neonatal sepsis incidence.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Seu filho (a) estd sendo convidado para participar da pesquisa “Administracao
Orofaringea de Colostro e a Prevencio de Infeccoes 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. Danicla Marques de L. M. Ferreira, médicas do Servigco de
Neonatologia desta instituicao.

Jé estd bem estabelecido que a alimenta¢do com leite materno protege os recém-nascidos
prematuros contra infec¢des além de muitos outros beneficios. Entretanto, a imaturidade e as
condigdes de satide 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 administracdo 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 infecgoes.

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

Com a participagdo 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 precisard
colaborar retirando o volume minimo de 4,8 mL de leite neste perfodo. Serd colhido um
pouquinho de urina em 3 momentos: nas primeiras 48 horas de vida, 12 a 24 horas apds 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) serd preservada.

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

Nio hé 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 serd 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
alteracdo 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 infecgdes,
diminui a gravidade e o tempo de internacdo destes bebés.

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

prejuizo.

Uma c6pia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com a senhora.

Qualquer ddvida a respeito da pesquisa a senhora poderd entrar em contato com;

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

Av. Pard 1720 Bairro Umuarama - Hospital de Clinicas, Servigo de Neonatologia Telefones:
32182112 /32182454

CEP/UFU: Av. Jodo Naves de Avila, n° 2121, bloco J, Campus Santa Mo6nica — Uberlandia —
MG, CEP: 38408-100; fone: 34-32394531

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

Assinatura dos pesquisadores

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

ter sido devidamente esclarecida.

Responsdvel pelo Participante da pesquisa



APENDICE B — INSTRUMENTO PARA COLETA DE DADOS

Grupo de estudo: ( ) Colostro

( ) Placebo ( YLHB

1. DADOS MATERNOS

Idade

Estado Civil

Escolaridade

Paridade

Numero de consultas de pré-natal

Tipo de parto

Intercorréncias na gestacao

Fatores de risco / infeccdo periparto

2. DADOS DO RECEM-NASCIDO

Prontudrio

Sexo: ()M (H)F

Data e hora do nascimento

Peso de Nascimento

Apgar: 1’ 5’

Idade gestacional

Classificacdo

Cortic6ide 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

Administragao orofaringea de colostro

Idade de inicio

Intercorréncias durante administra¢do
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Fatores de risco para sepse tardia

Dias de nutri¢do parenteral

Dias cateter umbelical

Dias PICC

Dias outro acesso venoso central

Uso de bloqueadores H2

Uso de antibidticos

Uso de cefalosporina 3* ou 4* geracdo

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

Diagndsticos na alta
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3. EXAMES LABORATORIALIS - urina

Antes do tratamento

24 horas apos

TNF-a

IFN-y

L-1b

M-1ra

-2

-5

-6

-7

-8

-9

IL-12p70

-15

IL-17a

RANTES

P-10

MCP-1

MIP-1c

MIP-1pB

Eotaxin

-4

L-10

-13
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Conclusoes Finais
A administracdo orofaringea de colostro promoveu um estado anti-inflamatorio, caracterizado
por uma redug¢do das citocinas pré-inflamatorias o que pode contribuir para reduzir a incidéncia
de sepse neonatal.
v A administragdo orofaringea de colostro em RNPT MBP mostrou-se segura;
v Foi possivel notar diferenca significativa de 7 biomarcadores urindrios (TNF-a, IFN-y,
IL-8, IL-9, IL-15, IL-17a e RANTES) dos RNPT MBP que receberam administragdo

orofaringea;

v Nio houve diferenga estatistica sobre a incidéncia de sepse neonatal.



