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RESUMO

Objetivos: conhecer o microbioma de lactentes portadores de proctocolite
alérgica induzida por proteina alimentar, além de quantificar a calprotectina fecal para
avalid-la como marcador diagndstico de proctocolite alérgica.

Métodos: Estudo transversal, com analise de fezes de lactentes menores de 6

meses de idade, em aleitamento materno exclusivo, diagnosticados com proctocolite
alérgica. O microbioma fecal foi analisado através do sequenciamento shotgun e a
calprotectina fecal por imunoensaio.
Resultados: Foram incluidos 9 lactentes, nascidos a termo, entre 27 e 133 dias de
vida. Quatro lactentes tinham calprotectina fecal superior a 1.000 ug/g, enguanto um
lactente tinha calprotectina de 172ug/g. A alfa diversidade avaliada pelo indice de
Shannon foi normal. Todos os lactentes apresentaram bactérias dos filos Firmicutes
(média 28,5%), Proteobacteria (média 55,4%), Bacteroidetes (média 7,4%) e
Actinobacteria (média 6,9%). Os géneros e espécies foram descritos quando em
abundancia superior a 0,5%. Clostridium foi o género mais prevalente, presente em 8
dos 9 lactentes, com média de 14,4% (DP 11,9), sendo as espécies identificadas
Clostridium botulinum (10,2%), Clostridium neonatale (4,1%), Clostridium perfringens
(2,5%) e Clostridium butyricum (2,3%). O género Klebsiella esteve presente em 7
lactentes, com média de 17,0% (DP14,8), sendo as espécies encontradas Klebsiella
pneumoniae em 66,7% dos lactentes (abundancia de 0,6 a 26,5%), Klebsiella oxytoca
em 44,4% dos lactentes (abundéancia de 0,5 a 8,7%) e Klebsiella aerogenes em 33,3%
dos lactentes (abundancia de 0,5 a 28%). Quatro dos nove lactentes ndo possuiam
bactérias dos géneros Bifidobacterium e Bacteroides.

Conclusao: Lactentes portadores de proctocolite alérgica apresentam
disbiose, apesar de possuir uma diversidade adequada, com aumento de
Proteobacterias como Klebsiella, e reducdo de Bacteroides e Bifidobacterium. A
calprotectina mostrou-se inespecifica, com valores altos e baixos, na proctocolite
alérgica.

Palavras-chave: alergia alimentar; microbioma intestinal; shotgun sequencing;

lactentes



ABSTRACT

Objectives: to understand the microbiome of infants with allergic proctocolitis
induced by food protein, and to quantify fecal calprotectin to evaluate it as a diagnostic
marker for allergic proctocolitis.

Methods: This was a cross-sectional study analyzing the stools of infants under
6 months of age, exclusively breastfed, diagnosed with allergic proctocolitis. The fecal
microbiome was analyzed by shotgun sequencing and fecal calprotectin by
immunoassay.

Results: Nine full-term infants between 27 and 133 days old were included.
Four infants had fecal calprotectin higher than 1,000 pg/g, while one infant had
calprotectin of 172ug/g. The alpha diversity assessed by the Shannon index was
normal. All the infants had bacteria of the phyla Firmicutes (average 28.5%),
Proteobacteria (average 55.4%), Bacteroidetes (average 7.4%) and Actinobacteria
(average 6.9%). Genera and species were described when in abundance greater than
0.5%. Clostridium was the most prevalent genus, present in 8 of the 9 infants (average
14.4%), the species being identified Clostridium botulinum (10,2%), Clostridium
neonatale (4,1%), Clostridium perfringens (2,5%) and Clostridium butyricum (2,3%).
The genus Klebsiella was present in 7 infants, with a mean of 17.0% (SD14.8), the
species found were Klebsiella pneumoniae in 66.7% of infants (abundance of 0.6 to
26.5%), Klebsiella oxytoca in 44.4% of infants (abundance of 0.5 to 8.7%) and
Klebsiella aerogenes in 33.3% of infants (abundance of 0.5 to 28%). Four of the nine
infants in the study did not have the Bifidobacterium and Bacteroides genus.

Conclusion: Infants with allergic proctocolitis show dysbiosis, despite having
adequate diversity, with an increase in Proteobacteria such as Klebsiella and a
reduction in Bacteroides and Bifidobacterium. Calprotectin was non-specific, with high
and low values in allergic proctocolitis.

Keywords: food allergy; gut microbiome; shotgun sequencing; infants;
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1. INTRODUCAO

A alergia alimentar € um efeito adverso a saude decorrente de uma resposta
imune especifica, que ocorre de forma reprodutivel na exposi¢cdo a um determinado
alimento.(1) A reacdo imune pode ser mediada por Imunoglobulina E (IgE), néo
mediada por IgE ou mista. A proteina do leite de vaca é a principal causa de alergia
alimentar em lactentes e criangcas menores de 3 anos de idade.(2)

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a alergia alimentar atingiu
proporcdes epidémicas, com um aumento significativo no nimero de criangas com
alergia alimentar em muitos paises.(3,4) As possiveis razfes sugeridas para esse
aumento sdo a melhora nas condi¢des sanitarias, via de parto, uso de antibioticos e
uma dieta de estilo ocidental. Curiosamente, esses fatores também afetam a
microbiota intestinal, sugerindo que a disbiose (desequilibrio microbiano) também
pode estar relacionada ao aparecimento das doencas alérgicas.(1,5,6)

A proctocolite alérgica induzida por proteina alimentar (FPIAP) € uma forma
comumente reconhecida de alergia alimentar ndo mediada por IgE na primeira
infancia, com incidéncia cumulativa em 3 anos de até 17%, segundo o estudo de
coorte prospectiva norte-americano GMAP (Gastrointestinal Microbiome and Allergic
Proctocolitis) publicado em 2020.(7) O principal alimento desencadeante é a proteina
do leite de vaca. A proctocolite alérgica é tipicamente diagnosticada pela presenca de
fezes com sangue, podendo conter muco e/ou diarreia, nos primeiros meses de vida,
em um lactente geralmente saudavel. A proctocolite alérgica pode ocorrer em criancas
em aleitamento materno e/ou em uso de férmula infantil.(3,8) Quando ndo ha um
consumo direto do leite de vaca (seja leite in natura, seja nas férmulas infantis),
acredita-se que a transferéncia desses alérgenos pelo leite materno seja o
responsavel por induzir a resposta inflamatéria e consequentemente o0s sintomas
associados a alergia alimentar ndo-IgE mediada. A eliminacdo da proteina da dieta da
lactante, resulta na resolucdo dos sintomas na maioria dos casos, e a tolerancia ao
alérgeno alimentar ocorre frequentemente em 1 ano.(1,3)

A patogénese da alergia alimentar e a fisiologia dos mecanismos de tolerancia
oral sdo complexos e ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. HA um ndamero
crescente de evidéncias de que a microbiota intestinal desempenha um papel
fundamental no desenvolvimento das alergias alimentares.(6,9) A microbiota intestinal

€ 0 conjunto de microrganismos que reside no trato gastrointestinal humano, que vai
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sendo composta em numero e diversidade de microrganismos, a qual pode sofrer
influéncia de diversos fatores como tipo de parto, condicBes socioculturais e
demograficas, e sobretudo fatores nutricionais. Evidéncias sugerem que muitas
destas alteragcBes epigenéticas sobre o microbioma podem ser replicadas de maneira
transgeracional.(10) A microbiota desempenha um papel importante na manutencéo
da saude do hospedeiro. Uma conversa cruzada entre a microbiota intestinal,
antigenos alimentares, inflamacao intestinal e o sistema imunol6gico inato no inicio
da vida, provavelmente contribui para os mecanismos responsaveis pela aquisicado de
tolerancia saudavel ou desenvolvimento de alergia alimentar.(6) Um distarbio no
padrdo de colonizacdo ideal da microbiota intestinal pode estar relacionado com um
potencial risco a longo prazo de desenvolvimento de proctocolite alérgica, j& que
muitas doencgas atuais tém sua génese associada a falhas no desenvolvimento ou na
funcdo do sistema imunoldgico, que podem estar relacionadas a estes quadros
disbidticos, quer seja pela diminuicdo das bactérias simbioticas ou pelo aumento das
patogénicas.(11)

Avancos recentes em métodos de sequenciamento de Udltima geracdo
revelaram a presenca de disbiose em pacientes com doencas alérgicas, o que
aumenta a atencao sobre a relacdo entre disbiose e o desenvolvimento da alergia
alimentar.(11) Estudos prospectivos revelaram a presenca de disbiose antes mesmo
do inicio da doenca alérgica, sugerindo que a disbiose provavelmente seja uma das
causas das doencas alérgicas.(11-14) Embora mais estudos sejam necessarios para
entender essa associacao e o efeito preventivo da correcao da disbiose em doencas
alérgicas, o efeito da disbiose em seu desenvolvimento esta se tornando amplamente
aceito.(11)

O diagnostico de alergia alimentar ndo mediada por IgE representa um desafio,
especialmente devido a falta de um método diagnéstico com adequada sensibilidade
e especificidade. Os consensos que orientam a préatica clinica destacam a
necessidade de testar a exclusdo do alérgeno por determinado periodo e apos
reintroduzi-lo para a confirmacdo diagnoéstica.(15) Em busca por marcadores, a
calprotectina fecal aparece como uma possibilidade, visto que é uma proteina
encontrada predominantemente em neutrofilos, monécitos e macréfagos, e reflete a

presenca de inflamac&o da mucosa intestinal.(16,17)
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Alergia alimentar

A alergia alimentar € um problema de saude global, com prevaléncia de 2,5%
a 8% em criancas nos Estados Unidos (EUA), e vem aumentando em uma taxa
estimada de 1,2% por década. E responséavel por impacto significativo na qualidade
de vida, tanto em nivel emocional, social e financeiro. Os alérgenos alimentares mais
comumente envolvidos sédo o leite de vaca, soja, ovo, trigo, amendoim, castanhas,
peixes e crustaceos(18).

Os fatores de risco para o desenvolvimento de alergia alimentar incluem atraso
na introdugéo dos alimentos alergénicos na dieta dos lactentes, dietas do mundo
moderno, exposicdo a antiacidos e a presenca de outras doencas atodpicas,
principalmente dermatite atopica e eczema, por favorecer o desenvolvimento da
marcha atépica em virtude da sensibilizacdo cutanea (18). Além disso, outros fatores
que influenciam na microbiota, como uso de antibiéticos, poluentes, vacinas e parto
cesarea parecem desempenhar um papel significativo na mudanca do sistema imune
intestinal e consequente fator de risco para alergia alimentar(5,8).

A reacao imunoldgica que ocorre na alergia alimentar é que define seus
subtipos como IgE mediada, ndo IgE mediada ou mista, quando ambos o0s
mecanismos (IgE e n&o IgE) estéo envolvidos(2).

As alergias IgE mediadas sdo mais facilmente reconhecidas e diagnosticadas,
pois apresentam reacdes imediatas (geralmente nas primeiras 2 horas do contato com
o0 alérgeno), os sinais e sintomas sao mais caracteristicos, como angioedema, urticaria
e/ou anafilaxia, e tém a presenca de IgE especifica ou teste cutadneo positivo para o
alérgeno em questao(19).

Em contraste com as reacdes mediadas por IgE, os disturbios alérgicos
alimentares ndo mediados por IgE tem uma resposta imune principalmente mediada
por células, sendo manifestada mais tardiamente (ap0s 2 horas, geralmente entre 6 e
72 horas do contato com o alérgeno)(3,20), e caracteriza-se por sintomas
gastrointestinais subagudos e/ou crbnicos, além de nao haver exames
complementares que estabelecam o diagndstico. Classicamente incluem a
proctocolite alérgica induzida por proteina alimentar, sindrome de enterocolite

induzida por proteinas alimentares (FPIES), enteropatia induzida por proteinas
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alimentares (FPE), e manifestacdes inespecificas, como colica, constipacéo, vomitos
e irritabilidade.(21)

O padrédo ouro para diagnéstico da alergia alimentar ndo mediada por IgE é a
exclusdo do alérgeno por 2 a 4 semanas, apresentando melhora dos sinais e
sintomas, seguido pela sua reintroducéo (teste de provocacao oral), com o retorno
das manifestacoes (3). A maioria das criancas com alergia alimentar ndo IgE mediada
possuem alergia leve a moderada e portanto ndo necessitam de internacdo. A
excecdo dos pacientes com suspeita de FPIES, que necessitam fazer o teste de
provocacao oral (TPO) sob supervisdo médica em ambiente hospitalar, pois correm
risco de desidratacdo(19).

As alergias mistas sdo aquelas em que ambos os mecanismos imunoldgicos
estdo envolvidos (IgE e nao IgE), e incluem patologias gastrointestinais, como as
doencas eosinofilicas (esofagite eosinofilica e gastroenteropatia eosinofilica),

cutaneas, como a dermantite atopica e respiratorias, como a asma(22).

2.1.1. Alergia alimentar ndo mediada por IgE

a) Proctocolite alérgica induzida por proteina alimenta (FPIAP)

Proctocolite alérgica induzida por proteina alimentar (FPIAP) € uma
inflamacdo de sigmoide e reto, mediada por célula, caracterizada por edema e
erosdes da mucosa. A analise histolégica demonstra infiltrado eosinoflico no epitélio
e lamina propria, sugerindo uma causa alérgica, que € apoiada pela resolucdo dos
sinais apos a eliminacao dietética do alérgeno.(5,15)

FPIAP € uma condicao benigna, que ocorre em bebés alimentados com leite
materno e/ou com féormula infantil e tipicamente manifesta sintomas nos primeiros 3
meses de vida, mas pode ocorrer mais tarde na infancia até os 3 anos de idade.(1,8)
A principal manifestacéo clinica € a presenca de sangue nas fezes (hematoquezia),
associado ou néo a presenca de muco e diarreia.(8)

A proteina do leite de vaca é a causa mais comum envolvida, e os lactentes
séo expostos a ela por meio da introdugéo de formula infantil, do consumo do leite de
vaca ou alimentos derivados, ou pela transferéncia do alérgeno pelo leite materno
naqueles que sdo amamentados. A eliminacédo da proteina da dieta do lactente e/ou

da lactante resulta na resolugao dos sintomas na maioria dos casos, e a tolerancia ao
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alérgeno alimentar ocorre frequentemente proximo a um ano de idade, ou 6 meses
apos o diagnostico.(1)

Os biomarcadores tiveram um desempenho ruim no espectro das alergias néo-
IgE mediadas(1). Os consensos atuais, que guiam a pratica clinica, destacam a
necessidade de obter a historia focada no alérgeno para orientar a exclusao deste da
dieta. Quando ha resolucao ou reducéo dos sintomas, que geralmente ocorre entre 2
e 4 semanas, se orienta o TPO, que é a reintroducao do alérgeno. Havendo o retorno
dos sintomas, o diagndstico estd firmado e orienta-se dieta de exclusdo do
alérgeno(15). No entanto, alguns estudos mostram que muitas vezes na pratica clinica
isso ndo ocorre, havendo uma restricdo empirica da dieta, com reintroducdo do

alérgeno apenas proximo a 1 ano de idade(7).

b) Sindrome da enterocolite induzida por proteina alimentar (FPIES)

FPIES geralmente se apresenta de forma aguda, embora também tenha sido
descrita uma forma crénica. A forma aguda é caracterizada por crises de vomito que
ocorrem 1 a 4 horas apos a ingestdo do alérgeno(23). A émese repetitiva esta
associada a letargia progressiva, que pode estar associada a choque, desidratacdo e
acidose, hipotonia e hipotensdo(24). Episodios de diarreia podem ocorrer, geralmente
dentro de 24 horas(19).

Os sintomas do FPIES crbénico dependem da quantidade do alérgeno
continuamente presente na dieta. Com doses baixas manifestam-se como vémitos
intermitentes e/ou diarreia e atraso no crescimento, sem desidratacdo ou acidose
metabdlica. Uma ingestdo mais regular € associada a progressivos vomitos e diarreia
(ocasionalmente com sangue) intermitentes, as vezes com desidratacédo e acidose

metabdlica(19).

c) Enteropatia induzida por proteina alimentar (FPE)

A enteropatia induzida por proteina alimentar causa ma absorcgéo,
manifestando-se com diarreia crénica e consequente failure to thrive nos primeiros 9
meses de vida. Na maioria das vezes comeca nos dois primeiros meses de vida,
algumas semanas apos a introducao da proteina do leite de vaca na dieta (19). Mais

da metade dos bebés afetados também apresenta vémitos, distensdo abdominal,
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crescimento deficiente e falta de apetite(25). Em uma minoria de casos leva a anemia
por deficiéncia de ferro, associada com presenca de sangue oculto nas fezes.
Geralmente é causado pelo leite de vaca, mas pode ser devido & soja ou ao ovo.
Eliminac&o dos alérgenos alimentares responsaveis levam a regressédo dos sintomas

dentro de 1-4 semana(19).

d) Manifestac@es inespecificas da alergia alimentar ndo mediada por IgE:

As manifestacdes inespecificas de alergia ndo mediada por IgE como
constipacao, regurgitacdo, colica, choro e irritabilidade sdo um desafio diagndstico,
visto que se confundem com os disturbios funcionais gastrointestinais (FGIDs),
atualmente chamados de desordens da interacdo do eixo cérebro-intestino (DGBISs),
pelos critérios de Roma IV. A variedade de sintomas que podem ser sugestivos de
APLV ndo IgE mediada é ampla e inespecifica, e € provavel que haja diagnostico
excessivo de alergia ndao mediada por IgE, visto que ndo ha um marcador biolégico
com precisdo diagnostica. A prevaléncia de DGBIs é estimada em 25%, sendo
significativamente maior que a APLV. A prevaléncia de APLV em lactentes com DGBIs
ainda é controversa (20).

Alguns fatores associados aumentam a probabilidade de APLV nesses casos
inespecificos, que sao: histdria familiar de alergias, envolvimento de varios sistemas
(digestivo, cutaneo, respiratério), idade mais jovem e a falta de melhora apesar da
otimizacao das medidas terapéuticas usuais para DGBIs. Esta recomendado nesses
casos a eliminacéo do alérgeno por 2 a 4 semanas com sua posterior reintroducao
para confirmacao diagndstica.(20)

Segundo dados epidemiolégicos, a sobreposicdo esperada entre APLV e
doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE) pode ser observada em menos de 1% dos
bebés amamentados ou alimentados com formula. Para confirmar APLV em lactentes
gue apresentem refluxo, € recomendado a eliminacédo do alérgeno para diagnostico,

especialmente antes de realizar tratamento com supressores acidos para DRGE(20).

2.2. Microbiota intestinal

Mais de 40 trilhdes de bactérias de aproximadamente 1000 espécies residem

no corpo humano, estando presentes nos intestinos, cavidade oral, aparelho
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respiratorio, pele e trato geniturinario.(11) O estudo da microbiota humana vem
crescendo nos campos de pesquisa atualmente, sendo a maioria destinado para o
trato gastrointestinal, visto que abriga a maioria dos microrganismos. A microbiota
intestinal € essencial para processos metabdlicos, nutricionais, fisiologicos e
imunologicos. Na ultima década nossa compreensao sobre sua funcionalidade e seus
papéis na saude e na doenca humana avangaram muito.(26)

Nas primeiras horas e dias apds o nascimento h4 uma rapida evolugédo das
comunidades microbianas tornando-se semelhante as adultas antes dos 3 anos de
idade. Quando a exposicéo inicial é alterada, por exemplo, devido ao nascimento por
cesariana, a colonizacao do intestino infantil difere tanto no tipo quanto na distribuicdo
dos organismos. E possivel que uma microbiota atipica estabelecida no inicio da vida
perturbe o inicio dos processos metabdlicos e imunoldgicos e contribua para
mudancas no hospedeiro, mas o0s detalhes sobre essa sucessdo microbiana sao
limitados. Doencas crénicas na idade adulta, como obesidade, alergia e atopia,
doencas inflamatorias intestinais e o desenvolvimento de cancer de colon tem sido
associados a alteragdes na microbiota, no entanto, os efeitos causais em qualquer

direcdo nao foram mostrados(27).

2.3. Métodos de analise da microbiota

Durante muitos anos, a cultura bacteriana representou a principal abordagem
para explorar a estrutura e funcdo da microbiota do ser humano, embora com a
importante limitacdo de que mais de 99% de todos os microbios ndo podem ser
cultivados por técnicas padrbes de laboratério, especialmente as espécies
bacterianas anaerdbicas. O desenvolvimento de abordagens metagendémicas
baseado no sequenciamento do gene 16s rRNA bacteriano via Next Generation
Sequencing (NGS) tem sido, desde cerca de 2010, um dos os grandes avancgos da
biologia molecular, permitindo um melhor perfilamento da composicdo da microbiota
humana e, portanto, uma compreensdao mais aprofundada da importancia da

microbiota na etiopatogenia de diferentes patologias. (28)

O estudo do microbioma pode ser realizado por varias técnicas, sendo o
sequenciamento de sub-regides hipervariaveis do gene 16s rRNA via NGS a

tecnologia mais amplamente utilizada. No entanto, o perfil microbiano via analise
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metagen6mica 16s rRNA mostrou problemas criticos, incluindo a falta de
confiabilidade da classificacdo taxonémica em nivel de espécie e o preconceito
introduzido pelas plataformas de sequenciamento e pela escolha de diversos dados
software de processamento. Quanto ao primeiro aspecto, diferentes estudos
destacaram que segmentar uma ou poucas sub-regides hipervariaveis do gene 16s
rRNA pode levar a sub-6tima representacdo de certas espécies bacterianas ou
mesmo grupos taxondmicos, ndo conseguindo capturar a complexa biodiversidade de
a microbiota humana. Além disso, 0 sequenciamento de por¢des curtas do gene 16s
rRNA hipervariavel, pode perder dados relevantes de variagcdes genéticas fora da
area sequenciada, levando a impossibilidade de distinguir espécies bacterianas
estreitamente relacionadas devido a homologia entre sequéncias. Quanto a segunda
questao, foi relatado que a escolha de diferentes plataformas e softwares de
sequenciamentos de processamento de dados também podem introduzir
variabilidade, produzindo diferencas na caracterizacdo da amostra dependendo de
sua precisao, sensibilidade e taxa de erro. Da mesma forma, o uso de diferentes
métodos pipelines analiticos aplicados ao processamento de dados podem levar a
diferencas em composicdo da microbiota, ja que nem todos os pipelines disponiveis

incluem os mesmos passos.(28)

Figura 1. Organizacdo do operon rRNA em bactérias. As sequéncias de rRNA séo
cercadas por espagadores transcritos externos (5' ETS e 3' ETS) e separados por um

ou mais espacadores transcritos internos (ITS).

Bacteria
5’ETS ITS 3’ETS

——

16S tRNA 23S 5§

FONTE: T. A. McAllister, L. Duniére, P. Drouin, S. Xu, Y. Wang, K. Munns, R. Zaheer
Journal of Dairy Science Vol. 101 No. 5, 2018. (29)
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Figura 2. Organizacao de regides hipervariaveis e conservadas do gene 16S rRNA.
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FONTE: T. A. McAllister, L. Duniére, P. Drouin, S. Xu, Y. Wang, K. Munns, R. Zaheer
Journal of Dairy Science Vol. 101 No. 5, 2018. (29)

Na tentativa de superar essas limitacbes, foi desenvolvido o sequenciamento
do gene 16s rRNA completo ou Whole Genome Sequencing Shotgun (WGS-shotgun),
A andlise completa do gene 16s rRNA forneceu evidéncias de variagdes adicionais
nos niveis de espécie ou cepa, levando a uma taxonomia mais aprofundada da
classificagdo da microbiota humana. O WGS-shotgun, permitiu a identificagcdo de
genes de microrganismos funcionais através da montagem de todos os fragmentos
de DNA sequenciados em uma amostra, tornando possivel determinar quase toda a
genética das espécies microbianas anteriormente ndo caracterizadas. As principais
caracteristicas das abordagens de sequenciamento de leitura longa residem na
producdo de um enorme volume de dados complexos, com alto rendimento e multiplas
redundancias, tornando um desafio analisar eficientemente por meio de abordagens
computacionais tradicionais e algoritmos, portanto, novas ferramentas de
bioinforméatica estdo sendo desenvolvidas.(28)

No perfil do gene 16S rRNA, as sequéncias brutas obtidas sdo passadas
através de filtros de qualidade para minimizar a presenca de artefatos de
sequenciamento. As leituras de sequéncia filtradas resultantes sdo agrupadas em
unidades taxonOmicas operacionais (OTUs), que representam organismos
semelhantes. Depois disso, a identidade taxonémica é atribuida para cada OTU com
base na homologia de sequéncia com bancos de dados de genes 16S rRNA
conhecidos e a abundancia relativa de cada OTU é calculada para cada amostra. A
tabela OTUs resultante também € usada para quantificar a diversidade populacional
dentro e entre as amostras, como medidas de diversidade alfa e beta,

respectivamente. (30)
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Na andlise de shotgun, s&o realizadas analises metagendmicas,
metatranscriptdmicas e viromicas. Na analise metagendémica, as sequéncias de DNA
obtidas podem ser mapeadas para genomas/genes de referéncia ou usadas para
montagem de novos genomas. Entdo a abundéancia relativa dos genomas/genes
presentes e o potencial funcional das sequéncias podem ser avaliados usandobancos
de dados anotados funcionais. Além disso, para analisar 0os genes e espécies ativos
do microbioma, a andlise metatranscriptdmica é aplicada e as sequéncias de RNA
obtidas sdo mapeadas para genes de referéncia. Os resultados sdo usados para
identificar os genes e microrganismos ativos. Assim, é determinada a abundancia
relativa de cada gene/microrganismo ativo no microbioma humano. A montagem de
novo de genomas e transcriptomas também pode ser realizada para identificar novos

genomas.(30)

Figura 3. Diferentes estratégias de sequenciamento e bioinformética para anélise do

microbioma humano.
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FONTE: S. Bikel, A Valdez-Lara, F Cornejo-Granados, K Rico, S Canizales-Quinteros,
X Soberén, L Del Pozo-Yauner, A Ochoa-Levya. Computational and Structural

Biotechnology Journal 13 (2015) 390-401. (30)
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2.4. Microbioma intestinal humano

O microbioma é o genoma dos microrganismos que compde a microbiota. O
microbioma intestinal humano pode conter mais de 100 vezes o numero de genes do
nosso genoma (31). Desde intrautero, sugere-se que ha uma translocacdo de
produtos microbianos intestinais da mée para o feto, com papel essencial na maturida-
de imunoldgica e, provavelmente, nos fenétipos de crescimento da prole apds o
nascimento. Bactérias pertencentes aos géneros Enterecoccus, Streptococcus,
Staphylococcus e Propionibacterium foram isoladas em culturas de amostras de
corddo umbilical e de mecénio, e em alguns estudos, DNA de Bifidobacterium e
Lactobacillus foram identificados em amostras de placenta humana.(32)

A primeira grande exposicdo do recém-nascido a micrébios acontece durante
0 parto, e é altamente dependente do tipo de parto. A pele, o intestino e as cavidades
oral e nasofaringea de bebés nascidos por parto vaginal sédo inicialmente enriquecidas
com Lactobacillus spp, o que se assemelha a microbiota vaginal materna. Enquanto
a pele, boca e intestino de bebés nascidos por cesariana sédo colonizados por
micrébios ambientais e de pele comum como Staphylococcus, Streptococcus ou
Propionibatérias. (32)

Durante os primeiros meses de vida a crianga recebe nutrientes através do leite
materno ou formula. A amamentacao estd associada a inUmeros beneficios para o
bebé e para a mae. Lactentes amamentados em seio materno possuem uma
microbiota mais rica em Bifidobacterium e Lactobacillus quando comparados aos que
recebem exclusivamente formula, o que resulta em um conteutdo intestinal mais acido
e mais abundante em acidos graxos de cadeia curta. Essa reducédo do pH intestinal
serviria como um mecanismo de defesa contra organismos patogénicos comuns. (32)

O leite materno contém uma série de fatores bioativos e imunoestimulantes,
que em parceria com a microbiota intestinal, direcionam a maturagdo morfofisiologica
do intestino. Exemplos disso sdo os oligossacarideos, presentes em grandes
concentracbes no colostro, que servem de sitios de ligacdo para microrganismos
benéficos a microbiota, como os da espécie Bifidobacterium spp, que reduzem a
colonizagdo por possiveis patdégenos. Além disto, o leite materno possui bactérias
probiodticas, principalmente no colostro, com alta diversidade bacteriana
(Lactobacillus, Staphylococcus, Enterococcus e Bifidobacterium), mas a quantidade

varia entre cada lactante. No leite maduro, principalmente apds o primeiro més de
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vida, a taxa do género Staphylococcus reduz consideravelmente, enquanto 0s
Lactobacillus e Bifidobacterium continuam em niveis elevados. O tipo de parto
também influencia na composi¢cdo microbiana do leite materno e, assim, maes que
realizaram parto cesariano eletivo, parecem ter maior diversidade de microrganismos,
porém com deplecdo dos principais géneros funcionais, como as bifidobactérias,
sugerindo que o trabalho de parto tem influéncia positiva sobre a diversidade na
colonizacéo do leite materno.(33,34)

Os primeiros colonizadores da microbiota intestinal, no periodo neonatal, séo
tipicamente anaerdbios facultativos (como Proteobactérias), seguidos nos proximos
meses pelos anaerdbios obrigatorios, como as Bifidobacterium, Bacteroides e
Clostridium.(33,35,36) Portanto, uma reducao na abundancia das Proteobactérias é o
processo normal esperado como parte da colonizagdo microbiana intestinal, e uma
perturbacao da colonizacdo deste padrao, pode estar ligado a um risco aumentado de
desenvolvimento de doencas neonatais.(36)

Ap6s a amamentacdo, a introducdo de alimentos solidos inicia um rapido
aumento na estrutura e diversidade funcional da microbiota infantil, criando um estado
maduro e adulto. Este microbioma maduro € dominado por espécies capazes de
degradar glicanos, mucina e carboidratos complexos, bem como realizar a producéo
de acidos graxos de cadeia curta.(35)

O estudo GMAP analisou o microbioma intestinal de lactentes no primeiro ano
de vida, através do sequenciamento genético rRNA 16S, encontrando uma
predominéancia de Bifidobactérias, Bacteroides, Enterobactérias e Clostridium. Este
estudo encontrou também um predominio do género Bacteroides nos lactentes
nascidos por parto vaginal quando comparados a cesariana, além de mostrar
predominio de Bifidobactérias nos lactentes que eram amamentados exclusivamente
com leite materno.(6)

Outro estudo longitudinal de Jakobsson et al, publicado em 2014, analisou 0
microbioma de 24 criangas saudaveis, com 1 semana, 1, 3, 6, 12 e 24 meses de idade,
através do sequenciamento rRNA 16S. Esse estudo observou uma redugéo gradual
das Proteobactérias de 1 semana a 24 meses. Mostrou também um pico de
Actinobactéria aos 3 meses, uma expansao de Firmicutes a partir dos 3 meses, e 0
surgimento de Verrucomicrobia por volta dos 6 meses. Reitera também uma
proporc¢ao significativamente maior do filo Bacteroidetes em bebés nascidos de parto

vaginal guando comparados aos nascidos por parto cesarea.(37)
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Figura 4. Fatores que moldam o microbioma neonatal.
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2.5. Microbioma intestinal e alergias

O intestino € uma barreira através da qual fatores ambientais interagem com

0 corpo humano, constituindo um 6rgao imunolégico complexo. Portanto, seu bom
funcionamento é essencial para homeostase e diminui¢cao do risco de alergia.(14)

A microbiota do intestino, do sistema respiratorio e da pele esta interligada com

0 sistema imunoldgico, no entanto, 0s mecanismos moleculares que impedem uma

resposta inflamatéria deletéria ou que permitem um processo de tolerancia, ainda séao

pouco conhecidos. Acredita-se que 0S microrganismos intestinais se comuniguem

com células imunes em érgédos extra intestinais por diversos mecanismos, modulando

localmente células imunes na mucosa, como células dendriticas, ILCs (células

linfoides inatas), células T entre outras, que migram do intestino para locais sistémicos

para contribuir com a defesa do hospedeiro, ou através de comunicagdo neuronal,
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atingindo oOrgdos a distancia. Além disso, produzem metabdlitos, ligantes de
receptores (como os “MAMPSs”), neurotransmissores e horménios que podem atingir
a circulacao linfatica e sanguinea, e consequentemente outros 6rgaos, onde afetam o
desenvolvimento e a fungéo das células imunes.(10,38)

Muito provavelmente, estes mecanismos seriam 0S responsaveis pelo pro-
cesso de tolerancia imunoldgica, com estimulo antigénico, principalmente por
microrganismos ndo patogénicos apds o nascimento, a partir do incremento na
resposta linfocitdria Thl. Uma reducdo nesta resposta Thl dependente, com
conseguente manutencao e incremento da resposta Th2 é encontrada nas criancas
de risco para doencas atopicas.(39)

A associacdo entre o perfil da microbiota intestinal, com predominio de
Clostridium e o risco de desenvolvimento de doencas alérgicas, como a dermatite
atopica, tem sido relatada. (40) E descrito que em pacientes com esofagite
eosinofilica, com FPIAP e FPIES, tem a nivel de filo um aumento de Proteobactérias
na microbiota, enquanto observamos aumento de Bacteroidetes em controles
saudaveis.(41)

A definicdo de uma microbiota intestinal humana “saudavel” ou “normal” ainda
€ muito preliminar.(34) Em geral, os filos Firmicutes e Bacteroidetes sdo 0s
predominantes na microbiota intestinal, enquanto as Proteobactéria, Actinobactéria e
Verrucomicrobia séo menos abundantes.(42)

Varios estudos mostram que um aumento de Proteobactérias no intestino
reflete disbiose. Essas bactérias parecem benignas quando estdo em menores
propor¢cdes, mas em certos ambientes intestinais podem desencadear respostas
inflamatorias.(36,41,43) Todos esses achados sugerem que a microbiota intestinal
parece ter influéncia na alergia alimentar ndo IgE-mediada.(41)

Kumagai et al, publicou em 2012 um estudo mostrando a microbiota intestinal
de lactentes em aleitamento materno exclusivo que tinham raias de sangue nas fezes.
Foram estudadas as fezes de 15 lactentes a termo com raias de sangue e 15 lactentes
saudaveis em aleitamento materno exclusivo e comparados os resultados. A
microbiota das fezes foi investigada pela analise filogenética combinada com métodos
de cultura. O grupo de Bacteroides fragilis foi observado mais frequentemente no
grupo controle do que nos pacientes (p<0,05). No grupo controle, a espécie
predominante pertencente ao grupo das Enterobacteriaceae foi a Escherichia coli,

enquanto nos pacientes foi a Klebsiella (p<0,05), concluindo que o mecanismo



24

patogénico do sangramento retal pode estar relacionado a diferentes composicfes da
microbiota intestinal.(44)

Muitos relatos sugerem que o transplante fecal parece eficaz no tratamento de
doencgas associadas com disbiose da microbiota.(41,45) Um estudo publicado no
World Journal of Gastroenterology em 2017(45), descreve o transplante fecal em
pacientes com FPIAP, 17 lactentes tiveram resolucdo dos sintomas dentro de 2 dias,
e nao tiveram recidiva nos 15 meses subsequentes. Baseado na andlise do
microbioma por rRNA 16s em 10 lactentes com FPIAP, a maioria deles teve melhora
na diversidade da microbiota apds transplante fecal. Como resultado, Proteobactérias
diminuiram e Firmicutes aumentaram apos o transplante fecal. Em nivel de géneros,
Bacteroides, Escherichia e Lactobacillus eram enriquecidos em alguns lactentes com
colite alérgica ap0ds tratamento com transplante fecal, mas a relativa abundancia de
Clostridium, Veillonella, Streptococcus e Klebsiella diminuiram drasticamente.(45)

Um estudo piloto, realizado em Madri analisou o microbioma de lactentes com
cOlica, APLV néo IgE mediada, proctocolite e saudaveis (controles), através da técnica
de sequenciamento massivo do gene 16S rRNA. Nesse estudo, a abundéancia de
Bifidobacterium nas fezes de lactentes com APLV ndo-IgE mediada foi menor que a
observada nos outros grupos. Além disso, esses mesmos pacientes tinham maior
abundéncia do género Rothia e das familias Lachnospiraceae,
Peptostreptococcaceae e Eggerthellaceae.(46)

De Filippis et al publicaram em 2021 um estudo analisando e comparando o
microbioma intestinal através do sequenciamento shotgun, de criancas com alergias
respiratorias e alergias alimentares IgE mediadas com controles saudaveis. Nao
encontraram diferenca nos indices de diversidade microbiana dos alérgicos
alimentares com controles. No entanto, as criancas alérgicas apresentaram uma
abundéancia significativamente maior de Ruminococcus gnavus, Faecalibacterium
prausnitzii, Dialister invisus, Anaerostipes hadrus, varias espécies de Blautia e
Parabacteroides, enquanto apresentavam deplecdo de Bifidobacterium longum,
Bacteroides dorei e Bacteroides vulgatus. Entender a potencial fungéo do microbioma
intestinal é primordial para no futuro criar estratégias para o tratamento e prevencgao

de alergias.(47)
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2.6. Calprotectina fecal e alergias alimentares

A calprotectina fecal € uma proteina de ligacdo de Ca2+/Zn, citosodlica que
pertence ao grupo de proteinas S-100, encontrada predominantemente em
neutrofilos, mondcitos e macréfagos, e em menor quantidade em linfocitos T e B. Ela
possui acdes imunomoduladoras, antimicrobianas (pois priva microrganismos de
zinco), e antiproliferativas, aumentando em condigbes como inflamacgéo, infeccéo e
malignidade. E uma proteina secretada extracelularmente por células inflamatérias
estimuladas ou liberada por ruptura ou morte celular. Portanto, € um marcador
sensivel e ndo invasivo que determina uma inflamacdo ativa no sistema
gastrointestinal de pacientes.(16) A calprotectina fecal € resistente a degradacao
bacteriana e estavel nas fezes a temperatura ambiente por até 7 dias, sendo
mensuravel a partir de uma amostra pequena de fezes(17).

Nivel aumentado de calprotectina fecal sugere a presenca de inflamacao da
mucosa intestinal e, seu papel, na pratica clinica, jA estd bem estabelecido no
diagndstico e seguimento dos pacientes com doenca inflamatéria intestinal, pois
reflete a migracdo de neutréfilos em direcdo ao limen intestinal na mucosa inflamada,
relacionando-se a ativacao e ao estado histolégico da doenca.(16,17)

Valores de referéncia de calprotectina fecal em lactentes ndo estdo bem
estabelecidos. Um estudo chinés publicado em 2015 analisou calprotectina de 288
criancas saudaveis, a termo, de 1 a 18 meses, mostrando calprotectina
significativamente maior em lactentes de 1-3meses quando comparados com
lactentes 3-6meses (375.2 jg/g vs. 217.9 ug/g, p<0.001), bem como maior
significativamente no grupo menores de 6meses (média: 282.7 ug/g) quando
comparados com lactentes entre 6-18meses (média: 114.9 ug/g; p<0.001).(48)

O diagndstico de alergia alimentar ndo mediada por IgE representa um desafio,
especialmente devido a falta de um método diagndstico com sensibilidade e
especificidade adequadas. Dessa forma, busca-se por marcadores para auxiliar neste
diagnostico. Estudos tem demonstrado valores significativamente elevados de
calprotectina fecal em lactentes com APLV gquando comparados a grupos controles
(16,49).

Um estudo realizado no Ird analisou a calprotectina de lactentes menores de 1
ano de idade, em aleitamento materno, com diagndstico de colite alérgica e dosou

calprotectina ao diagndstico, 2 e 6 semanas apos a dieta de exclusdo materna.
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Mostrou diminuicéo significativa da calprotectina apos a dieta de exclusao, porém nao
se relacionou significativamente com os sintomas clinicos de diarreia, sangue ou muco
nas fezes, concluindo que a calprotectina ndo € um bom indicador de melhora clinica
na colite alérgica.(50)

Uma revisdo, que incluiu 1238 criangas, mostrou a heterogeneidade dos
estudos correlacionando APLV com calprotectina fecal, incluindo desde lactentes até
adolescentes, tanto com alergia IgE mediada quanto ndo IgE mediada ou mista. Os
dados sugeriram que os bebés com APLV apresentavam niveis elevados de
calprotectina fecal, particularmente nos grupos de APLV ndo mediada por IgE.
Mostrou também uma diminuicdo da calprotectina fecal apds a dieta de eliminacéo,
porém sem significancia estatistica. Concluindo que os resultados ainda séo
contraditérios sobre o papel da calprotectina fecal na previsdo de doencas

alérgicas.(51)

3. JUSTIFICATIVA

Dada a relevancia do microbioma intestinal nas doencas alérgicas e a escassez
de estudos através do sequenciamento shotgun, conhecer o microbioma na
proctocolite alérgica, de forma mais especifica, pode nos auxiliar em possiveis
intervengbes futuras. Além disso, sdo muito raros os estudos brasileiros de
microbioma fecal, especialmente tratando-se do sequenciamento shotgun.

A falta de marcadores biologicos para diagnéstico das alergias alimentares néo
mediadas por IgE ainda gera ansiedade. Buscamos por um marcador diagnaostico,
como a calprotectina fecal.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Primario:

Avaliar o microbioma de lactentes portadores de proctocolite alérgica, até 6

meses de idade.

4.2. Objetivos secundérios:
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1. Estudar o microbioma de lactentes com proctocolite alérgica e comparar com o
microbioma de criancas saudaveis da literatura.

2. Quantificar calprotectina fecal em lactentes com proctocolite alérgica

3. Avaliar o papel da calprotectina fecal como marcador para o diagndstico de

criancas portadoras de proctocolite alérgica.

5. HIPOTESES

Lactentes com proctocolite alérgica apresentam disbiose na microbiota
intestinal, com menor diversidade bacteriana e desequilibrio das cepas predominantes
normalmente encontradas em lactentes saudaveis.

Niveis de calprotectina fecal mais elevados nos lactentes com diagndstico de

proctocolite alérgica, do que nos lactentes saudaveis comparados a outros estudos.

6. METODOLOGIA

6.1. Delineamento:

Estudo transversal realizado com amostra por conveniéncia.

6.2. Desenho amostral:
6.2.1. Pacientes

Amostra consecutiva de 9 pacientes, diagnosticados com proctocolite alérgica,
por histéria clinica de sangue vivo nas fezes, sendo através da avaliacdo clinica
excluidas outras etiologias para o sangramento. Considerando que este estudo avalia
o0 microbioma de pacientes alérgicos, 2 a 4 semanas de dieta poderiam alterar o
microbioma, entédo, as amostras foram coletadas na primeira visita. Os pacientes eram
provenientes dos consultérios privados dos gastroenterologistas pediatricos do
estudo, na cidade de Porto Alegre.

Sendo esse estudo inédito, ndo ha outros estudos semelhantes para basear o
calculo amostral. Além disso, tendo em vista o alto custo da metodologia envolvida
para realizagdo dos testes metagendmicos, foi necessario limitar o numero amostral
inicial.

Esse estudo encontra-se aninhado a um estudo maior, em dois servicos de

Gastroenterologia pediatrica, sendo o nosso no Hospital da Crianca Santo
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Antdnio/Santa Casa de Porto Alegre e o outro no Hospital da Crianca José de Alencar

de Brasilia.

6.2.2. Critérios de incluséo:
e Lactentes em aleitamento materno exclusivo com diagndstico clinico de
proctocolite alérgica, excluindo-se outras etiologias para o sangramento, entre
0 e 6 meses de vida.

6.2.3. Critérios de exclusdo:

e Lactentes que nao estejam em aleitamento materno exclusivo

e Lactentes que apresentem déficit de crescimento ou neurodesenvolvimento

e Lactentes que estiveram internados por qualquer motivo

e Lactentes que fizeram uso de antibiéticos, corticoides e antialérgicos.

e Lactentes que utilizaram inibidor de bomba de prétons e/ou probiéticos no més
anterior

e Lactentes com outras comorbidades que poderiam apresentar sangue nas
fezes (ex: diarreia aguda, fissura anal).

e Lactentes que apresentem alteracdes neurologicas

e Pacientes com APLV, com outras formas de apresentacao (enteropatia, FPIES,
sintomas inespecificos sem sangramento anal)

e Responsaveis que ndo aceitaram coletar fezes do lactente para participar do
estudo.

6.3. Procedimentos e coleta de dados

O lactente com diagndstico de proctocolite alérgica foi convidado a participar
da pesquisa e, quando de acordo, foi obtido o do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) com o responsavel legal do paciente. Nesse momento, foi aplicado
0 questionario para caracterizagdo individual. Quando ndo haviam amostras de fezes
para coleta no momento da consulta, o responsavel levava o kit para coleta domiciliar,
antes mesmo do inicio da dieta. O responsavel encaminhava para a pesquisadora as
amostras de fezes assim que realizasse a coleta. Parte das amostras foram enviadas

para o Laboratodrio Biogenétika, Florian6polis/SC, via transportadora, para analise do
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microbioma, e parte foi congelado (-80°C) para analise posterior da calprotectina fecal.
As amostras foram coletadas entre setembro de 2022 e agosto de 2023.

Estando esse estudo aninhado ao estudo maior e de dois centros de
Gastroenterologia pediatrica, foi coletado leite materno junto com as fezes dos
lactentes, para posterior analise dos oligossacarideos do leite materno (HMO) e sua

comparacao com o microbioma fecal dos respectivos lactentes.

6.3.1. Avaliacéo clinica:
Na consulta foi aplicado questionario contendo informacdes gerais do paciente
(sexo, data de nascimento, peso e comprimento atual, cor/raca ou etnia), informacdes
sobre o quadro clinico (sintomas do diagndéstico e idade do inicio dos sintomas),dados
sobre gestacdo e parto (tipo de parto e uso de antibiéticos na gestacdo, parto e
lactacdo), dados do nascimento (idade gestacional, peso, comprimento, uso de
antibioticos pelo lactente antes da alta da maternidade), uso de férmula em algum

momento e histéria familiar de alergias em parentes de primeiro grau.

6.3.2. Analise de calprotectina fecal:

A amostra de fezes foi colocada em tubos de extracdo fornecidos pela
BUHLMANN, e armazenados congelados a -80°C em Biofreezers da UFCSPA até o
dia anterior a realizacdo da leitura, quando foi deixado a temperatura ambiente (entre
18-28°C).

A calprotectina fecal foi quantificada através de amostra fecal dos pacientes,
pelo kit da BUHLMANN Quantum Blue fCAL extended (Figura 4. A), um teste de
diagnéstico in vitro, que permite a determinacdo quantitativa do antigeno da
calprotectina mediante um imunoensaio tipo sanduiche. A membrana do teste é
revestida com um anticorpo de captura monoclonal (mAB) altamente especifico para
a calprotectina. Um segundo anticorpo de detecgdo monoclonal conjugado com ouro
coloidal encontra-se na zona de dispensacdo e liberta-se quando ha adicéo do extrato
diluido da amostra de fezes.

O complexo calprotectina/anti-calprotectina conjugado com ouro coloidal liga-
se ao anticorpo monoclonal anti-calprotetctina que reveste a membrana do teste (linha
T do teste) e o conjugado anti-calprotectina com ouro coloidal livre liga-se ao anticorpo

de cabra que reveste a membrana (linha C de controle). As intensidades dos sinais
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da linha de teste (T) e de controle (C) sdo quantificadas pelo BUHLMANN Quantum
Blue® Reader (Figura 4. B).

Os resultados de calprotectina fecal foram descritos quantitativamente em
valores até 1.000pg/g, mas ndo eram quantificados quando excediam este valor,

sendo descrito apenas como >1.000ug/g.

Figura 4. Material e aparelho para coleta e anélise de calprotectina fecal.
A) B)

A) Kit BUHLMANN Quantum Blue fCAL extended, utilizado para coleta e
armazenamento de fezes para analise da calprotectina fecal. B) BUHLMANN
Quantum Blue® Reader, aparelho utilizado para quantificar calprotectina fecal da

amostra de fezes coletadas.

6.3.3. Sequenciamento e analise do Microbioma Intestinal das
amostras obtidas:

Os participantes recebem um kit para coleta de fezes (OMNIgene.GUT da
marca DNA Genotek) com as instru¢des de coleta (Figura 5). As amostras continham
cerca de 520 mg de fezes e foram mantidas em temperaturas de 15 a 25 graus Celsius
por até 60 dias.

O sequenciamento do material genético da microbiota presente, capturada a
partir das amostras de fezes, foi realizado em laboratério especifico pertencente a
empresa parceira e proprio para tal, através da técnica de Whole genome sequencing
shotgun de genomas, utilizando o sequenciador Nexseq500 (lllumina), no Laboratoério

Biogenétika, em Florian6polis/SC.



31

Figura 5. Kit de coleta de fezes OMNIgene.GUT da marca DNA Genotek, Biogenétika

6.3.4. Anélise de bhioinformaéatica:

As sequéncias obtidas por sequenciamento shotgun s&o analisadas por um
pipeline desenvolvido pela Biogenétika (www.biogenetika.com.br) para identificacdo e
classificacdo dos microrganismos na amostra analisada. Foram verificados o0s niveis
e estimativas de abundéancia a nivel de filo até espécies e cepas, dos diferentes
organismos encontrados. Também foi avaliado o indice de diversidade.

6.3.4.1 indice de diversidade alfa:

Para estimar a riqueza (S) utilizamos a abordagem néao paramétrica de Chaol,
(52) que é definida pela seguinte férmula:

Schaot = Sobs + N12/2n2

Onde Sobs € 0 nUmero de espécies observadas, n1 € o niumero de espécies
capturadas apenas uma vez, e nz € o numero de espécies capturadas duas vezes.
(52,53)

Para combinar as medidas de riqueza e abundancia utilizamos a diversidade
de Shannon, a Diversidade de Simpson e a Dominancia de Simpson.

Diversidade de Shannon (H) é representado pela férmula:

-> Pi In(Pi)
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Diversidade de Simpson (D1) é representado pela formula:
1Y Pi2

Dominancia de Simpson (D2) é representada pela féormula:
1/3 Pi2

Outro importante ponto de observacao da diversidade alfa € a uniformidade.
Esta ndo é calculada de forma independente, mas sim derivada de medidas de
diversidade compostas. Utilizamos a uniformidade de Simpson (E) calculada a partir
de D2.

7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram registrados em planilha eletronica do programa
Microsoft Excel. As varidveis quantitativas foram descritas por média e desvio padréo
(DP), valores minimos e valores maximos. Ume medida de tendéncia central (média)
e outras trés medidas foram utilizadas para avaliar a dispersao dos dados (DP, valor
minimo e valor maximo). Por outro lado, as variaveis categoricas foram descritas
usando frequéncia absoluta e frequéncia relativa (propos¢ao). Os dados foram
organizados e apresentados por meio de tabelas e gréaficos, e as analises estatisticas

foram realizadas utilizando a linguagem de programacao Pytohn.

8. ASPECTOS ETICOS

O projeto faz parte de um estudo maior, que envolve coleta de dados no
municipio de Porto Alegre/RS e na cidade de Brasilia/DF, sendo, portanto, avaliado e
aprovado pelo Comités de Etica em Pesquisa do Hospital da Crianca Santo Antonio e
do Hospital da Crianca de Brasilia José de  Alencar, pelo
CAAE: 45246021.2.3001.5553.

Este estudo obedece as determinacdes da Resolucédo 466/2012, do Conselho

Nacional de Saude.
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9. CONCLUSOES

O microbioma de lactentes brasileiros com proctocolite alérgica, apesar de
apresentar uma diversidade adequada, apresenta disbiose, com aumento de
Proteobactérias como Klebsiella e Escherichia e reducdo de Bacteroides e
Bifidobacterium. Além de baixa abundéncia ou até mesmo auséncia de bactérias
benéficas como Faecalibacterium prausnitzii. A calprotectina fecal mostrou-se
inespecifica, com valores altos e baixos, na proctocolite alérgica.

A presente amostra d4 uma ideia das variagcbes do microbioma e a falta de um
padrao especifico nos lactentes portadores de proctocolite alérgica. A inespecificidade
dos achados talvez demonstre a caracteristica multifatorial da proctocolite alérgica.
Ainda se sabe pouco sobre o microbioma de lactentes com proctocolite alérgica, por
isso, mais estudos sSd0 necessarios para saber quais 0s potenciais efeitos e
correlagbes das inumeras espécies encontradas. Uma dosagem U(nica de

calprotectina ndo serve para auxiliar no diagnostico de proctocolite alérgica.
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ABSTRACT:

Objectives: to understand the microbiome of infants with allergic proctocolitis
induced by food protein, and to quantify fecal calprotectin to evaluate it as a diagnostic
marker for allergic proctocolitis.

Methods: This was a cross-sectional study analyzing the stools of infants under
6 months of age, exclusively breastfed, diagnosed with allergic proctocolitis for having
blood in their stools, with no other comorbidities, and excluding other causes of
bleeding. The fecal microbiome was analyzed by shotgun sequencing and fecal
calprotectin by immunoassay.

Results: Nine full-term infants between 27 and 133 days old were included.
Four infants had fecal calprotectin higher than 1,000 pg/g, while one infant had
calprotectin of 172ug/g. The alpha diversity assessed by the Shannon index was
normal. All the infants had bacteria of the phyla Firmicutes (average 28.5%),
Proteobacteria (average 55.4%), Bacteroidetes (average 7.4%) and Actinobacteria
(average 6.9%). Clostridium was the most prevalent genus, present in 8 of the 9 infants
(average 14.4%). Klebsiella was present in 7 infants, with a mean of 17.0% (SD14.8),
and the species found were Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca and Klebsiella
aerogenes. Four of the nine infants in the study did not have the Bifidobacterium and
Bacteroides genus.

Conclusion: Infants with allergic proctocolitis show dysbiosis, despite having
adequate diversity, with an increase in Proteobacteria such as Klebsiella and a
reduction in Bacteroides and Bifidobacterium. Calprotectin was non-specific, with high
and low values in allergic proctocolitis.

Keywords: infants; food allergy; gut microbiome; shotgun sequencing
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INTRODUCTION

Food allergy results from a specific immune response, which is reproducible to
exposure to a particular food.(1) There has been a significant increase in the number
of children with food allergies over the last two decades, reaching epidemic levels,
according to the World Health Organization (WHO).(1,2) Food protein-induced allergic
proctocolitis is a commonly recognized form of non-IgE-mediated food allergy in early
childhood, with a prevalence of up to 17%, according to the US prospective cohort
study GMAP (Gastrointestinal Microbiome and Allergic Proctocolitis).(3)

The pathogenesis of food allergy is not yet fully understood, but there is a
growing amount of evidence that the intestinal microbiota plays a fundamental role in
its development.(4,5) Possible reasons suggested for this increase are sociocultural
and demographic conditions, the route of delivery, the use of antibiotics and other
medications, and nutritional factors.(4,6)

The intestinal microbiota is the set of microorganisms that resides in the human
gastrointestinal tract, composed in number and diversity. Evidence suggests that
epigenetic changes to the microbiome can be replicated transgenerationally.(7) The
microbiota plays an important role in maintaining the health of the host. A complex
conversation between the intestinal microbiota, food antigens, intestinal inflammation,
and the innate immune system contributes to the acquisition of healthy tolerance or
the development of food allergy.(6) Recent advances in next-generation sequencing
methods have revealed the presence of dysbiosis in patients with allergic diseases.(8)
In fact, prospective studies have revealed dysbiosis even before the onset of allergic
disease, suggesting that this alteration in the microbiota is probably one of the causes
of allergic diseases.(5,6,8,9)

The first colonizers of the intestinal microbiota in the neonatal period are
typically facultative anaerobes (such as Proteobacteria), followed in the next 6 months
by obligate anaerobes such as Bifidobacterium, Bacteroides and Clostridium.(4,7,10)
A reduction in the abundance of Proteobacteria is the normal process expected as part
of intestinal microbial colonization, and a disturbance of this pattern may be linked to
an increased risk of developing diseases.(10)

The diagnosis of non-lgE-mediated food allergy represents a challenge,
especially due to the lack of a diagnostic method with adequate sensitivity and
specificity. In the search for markers, fecal calprotectin appears as a possibility, since
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it is a protein found predominantly in neutrophils, monocytes, and macrophages and
reflects the presence of inflammation of the intestinal mucosa. Its role is already well-
established in patients with inflammatory bowel disease.(11,12)

The consensuses that guide clinical practice emphasize the need for exclusion
testing of the allergen for a certain period and after reintroduction of the allergen for
diagnostic confirmation of food allergy.(13) However, some studies show that this is
often not the case in clinical practice, with an empirical restriction of the diet, with the
allergen only being reintroduced at around 1 year of age. (3)

This study aims to understand the microbiome of infants with food protein-
induced allergic proctocolitis, to compare the microbiome of infants with allergic

proctocolitis with the literature, and to quantify fecal calprotectin in these infants.

METHODS

Stool analysis of infants under 6 months of age, exclusively breastfed,
diagnosed with food protein-induced allergic proctocolitis. The patients came from the
private practices of pediatric gastroenterologists in the city of Porto Alegre. The
collection took place between September 2022 and August 2023.

The diagnosis of allergic proctocolitis was made through clinical criteria based
on blood in the stool, with no other causes for the bleeding. Considering that this study
evaluates the microbiome of allergic patients, 2 to 4 weeks of diet could lead to
changes in the microbiome, so the sample was taken at the very first visit.

Were excluded from the study: infants with growth deficits, neurodevelopmental
or neurological alterations, infants who had been hospitalized for any reason, who had
used antibiotics, corticoids, antiallergic drugs or proton pump inhibitors, infants with
other comorbidities who could present with blood in the stool (e.g. acute diarrhea, anal
fissure), other presentations of food allergy (e.g. enteropathy, FPIES, eosinophilic
esophagitis, or nonspecific symptoms...), guardians of infants who have not agreed to

collect stool from the infant.

Data collection procedure:

Infants diagnosed with allergic proctocolitis were invited to take part in the study
and, when they agreed, a free and informed consent form (FICF) was obtained from
the patient's legal guardian. At this point, the questionnaire for individual
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characterization was applied. Stool samples were taken during the consultation, when
available. When this wasn't possible, the person responsible took the kit with the
guidelines for home collection with them before the diet began. The researcher would
pick up the stool samples as soon as they had been collected, and then send part of
the samples to the Biogenétika Laboratory, Floriandpolis/SC, via courier, for analysis
of the microbiome, and part would be frozen in biofreezers (-80°C) for later analysis of

fecal calprotectin.

Fecal calprotectin analysis:

The stool sample was placed in extraction tubes supplied by BUHLMANN, and
stored frozen at -80°C, as instructed by the manufacturer, in UFCSPA Biofreezers until
the day before the reading, when it was left at room temperature (between 18-28°C).

Fecal calprotectin was quantified using the BUHLMANN Quantum Blue fCAL
extended kit, an in vitro diagnostic test, which allows quantitative determination of the
calprotectin antigen using a sandwich immunoassay.

Calprotectin results are quantified by the BUHLMANN Quantum Blue® Reader,
and described in quantitative values up to 1,000ug/g, but not quantified when they

exceed this value.

Analysis of the fecal microbiome

Participants received a stool collection kit (OMNIgene.GUT from DNA Genotek)
with collection instructions. The samples contained around 520 mg of stools and were
kept at temperatures of 15 to 25°C.

The sequencing of the genetic material of the microbiota present was carried
out in a specific laboratory using the Whole genome sequencing shotgun technique,
using the Nexseg500 sequencer (lllumina), at the Biogenétika Laboratory, in
Florianopolis/SC.

The sequences obtained by sequencing shotgun are analyzed by a pipeline
developed by Biogenétika (www.biogenetika.com.br) to identify and classify the
microorganisms in the sample analyzed. The levels and abundance estimate from
phylum to species level of the different organisms found were verified. The diversity

index was also evaluated.
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STATISTICAL ANALYSIS

The data collected was recorded in a Microsoft Excel spreadsheet. The
quantitative variables were described using the mean, standard deviation (SD),
minimum value, and maximum value. A measure of central tendency (mean) and three
other measures were used to assess the dispersion of the data (SD, minimum value
and maximum value). On the other hand, categorical variables were described using
absolute frequency (count) and relative frequency (proportion). The data was
organized and presented using tables and graphs, and statistical analyses were

carried out using the Python programming language.

ETHICAL ASPECTS:

All procedures were approved by the Research Ethics Committee of the Santo
Antbnio Children's Hospital/Santa Casa de Porto Alegre/RS, under CAAE:
45246021.2.3001.5553. This study complies with Resolution 466/2012 of the National

Health Council.

RESULTS

General characteristics:

The study included 9 infants under 6 months of age, exclusively breastfed, born
at term, with no health problems and who had never been hospitalized. Four (44.4%)
of them were taking vitamin A+D.

The average age of the patients was 87 days, ranging from 22 to 133 days. Four
patients (44.4%) were under 3 months old and another 5 patients (55.6%) were
between 3 and 6 months old.

All the infants had blood in their stools, as this was a diagnostic criterion for
allergic proctocolitis. The sinal that was most associated was the presence of mucus
in the stool (N8 — 88.9%), followed by colic and irritability which were present in 6
infants (66.7%). Perineal rash and gas appeared in 4 infants (44.4%) while vomiting
and diarrhea in only 3 infants (33.3%). None of them had skin lesions or dermatitis at

diagnosis.
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Table 1. Characterization of the sample of patients with allergic proctocolitis

Variables N (%)
Female gender 8 (88.9%)
Male gender 1 (11.1%)
Skin color / Race (white) 9 (100%)
Type of delivery (vaginal) 4 (44.4%)
Type of delivery (cesarean section) 5 (55.6%)
Maternal use of antibiotics during pregnancy 0 (0%)
Maternal use of antibiotics during delivery 1 (11.1%)
Maternal use of antibiotics while breastfeeding 5 (55.6%)
Use of infant formula @ 4 (44.4%)
Family history of food allergy ° 2 (22.2%)
Family history of atopic dermatitis ° 5 (55.6%)
Family history of allergic rhinitis ° 6 (66.7%)
Family history of asthma P 2 (22.2%)

a|solated consumption of infant formula at some point since birth
b Family history of a first-degree relative (parents or siblings)

N- Absolute number of patients

Fecal calprotectin

Fecal calprotectin varied greatly, with 4 of the 9 infants having values above
1,000 pg/g, 3 of them over 3 months old. Only 1 infant had a lower dosage of 172 ug/g.
The other 4 infants in the study had values of 653, 477, 770 and 871 ug/g.

Gut microbiome

The alpha diversity index of the microbiome (calculated using the Shannon
index) ranged from 1.6 to 3.7, with an average of 2.6 and a standard deviation of 0.5.
These results are within the range of good to high diversity of the microbiota.

Microbiome - Phylum:

A total of 14 different phyla were found among the 9 infants, with an average
of 7 phyla (SD 2), with a minimum of 4 and a maximum of 10 phyla per infant. All the
infants had bacteria from the phyla Firmicutes (mean 28.5% - SD 21.9; min 0.7 — max
57.5), Proteobacteria (mean 55.4, SD 28.1; min 9.9 — max 94.6), Bacteroidetes (mean
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7.4, SD 13.8; min 0.04 — max 32.5) and Actinobacteria (mean 6.9, SD 13.2; min 0.08
— max 36.0), while the phyla Fusobacteria, Spirochaetes and Cyanobacteria were

present in 6 of the 9 infants, with very low abundances (£ 0.03%). In short, most infants

had a predominance of Proteobacteria, suggesting dysbiosis, as do other studies that

report an increase in Proteobacteria as a reflection of dysbiosis.(10) Graph 1 shows

the distribution of relative abundance by phylum and by sample.

Graph 1: Distribution of relative abundance by phyla and by samples of the Gut

Microbiome of infants analyzed by sequencing shotgun, showing an increase in

Proteobacteria.
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The genus included in the analysis were those with an abundance greater than

0.5%. Thus, 22 genus were found among the 9 patients, varying between 4 and 11

genus per individual, and are described in Table 2.
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Table 2: Genus identified with abundance greater than 0.5% in the fecal microbiome

of 9 infants with allergic proctocolitis

Genus N (%) - mean (SD; Min - Max)

- Clostridium 8 (88.9%) - 14.4 (11.9; 0.9 — 33.3)
- Klebsiella 77.8%)-17.0 (14.8; 0.6 — 42.3)
- Streptococcus 66.7%)-7.2(9.2; 0.6 —22.4)

- Citrobacter 66.7%) - 7.8 (13.1; 1.0 — 34.2)
- Escherichia 44.4%) - 15.0 (9.4; 4.1 — 23.5)
- Veillonella 44.4%)-5.2 (5.0; 1.1 —12.5)0

- Bifidobacterium

- Bacteroides

- Enterobacter

- Haemophilus

- Raoultella

- Enterococcus

- Pseudoalteromonas
- Hungatella

- Kluyvera

- Stenotrophomonas
- Mediterraneibacter
- Salmonella

- Pseudomonas

- Serratia

- Parabacteroides

- Prevotella

33.3%) - 19.2 (16.5; 1.2 — 33.8)
33.3%) - 18.7 (14.3; 2.1 — 27.3)
33.3%) - 2.5 (3.4; 0.5 — 6.4)
33.3%)-1.2(0.8;0.5-2.2)
33.3%)- 0.7 (0.2; 0.5 — 1.01)
22.2%) - 0.7 (0.02; 0.65 — 0.68)
22.2%) - 0.6 (0.07; 0.6 — 0.7)
1%) - 34.6 (N/A; 34.6 — 34.6)
1%) - 21.0 (N/A; 21.0 — 21.0)
1%) - 11.9 (N/A; 11.9 — 11.9)
11.2 (N/A; 11.2 = 11.2)
1.05 (N/A; 1.05 — 1.05)
0.9 (N/A; 0.9 - 0.9)
%) - 0.72 (N/A; 0.72 — 0.72)
1%) - 0.6 (N/A; 0.6 — 0.6)
1(11.1%) - 0.5 (N/A; 0.5 — 0.5)

0
0

0

6
6
4
4
3
3
3
3
3
2
2
1
1
1
1
1
1
1
1

7(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(11
(11
(11
(11
(11
(11
(11
(11

)-
%) -
%) -
%) -
%) -
)-

N- The absolute number of patients with a given genus

Mean: Average abundance of genus found among patients

SD - Standard Deviation

Min — minimum value found among patients

Max — maximum value found among patients

N/A — Not Applicable
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Microbiome — Species

The species found in an abundance of more than 0.5% in the fecal microbiome
of the 9 infants are described in Table 3. Each patient had between 10 and 24 different
species.

Of the bacteria found in an abundance of less than 0.5%, Faecalibacterium
prausnitzii stands out, which is described as one of the most abundant species found
in the colon of healthy humans, representing more than 5% of the intestinal bacterial
population.(14) In the present study, 7 of the 9 infants had Faecalibacterium prausnitzii
in their microbiome, but with very low abundances, ranging from 0.01 to 0.02%.

Hungatella hathewayi was present in one infant in increased abundance, with
34.6%, but another 6 infants also had this bacterium in low proportions such as 0.01
to 0.02%.

Table 3. Species found in an abundance greater than 0.5% in the fecal microbiome of
9 infants with allergic proctocolitis.

Species N (%) - mean (SD; Min - Max)

- Acinetobacter baumannii 1 (11.1%) — 1.6 (N/A)

- Bacteroides fluxus 1 (11.1%) — 0.7 (N/A)
1(11.1%) — 1.8 (N/A)
1(11.1%) — 0.6 (N/A)

2 (22.2%)—-18.3 (0.6; 17.9 - 18.7)
1 (11.1%) — 1.1 (N/A)
2(22.2%)—-2.4(0.4;21-2.7)
2 (22.2%)—-12.8 (2.1; 11.4 — 14.4)
- Bifidobacterium saguini 2 (22.2%)-0.8 (0.2; 0.7 -0.9)
- Citrobacter freundii 2 (22.2%) - 2.6 (3.0; 0.5 -4.8)

2 (

6 (

2 (

2 (

5 (

1(

1(

- Bacteroides fragilis

- Bacteroides stercoris

- Bacteroides uniformis

- Bifidobacterium animalis
- Bifidobacterium breve

- Bifidobacterium longum

- Citrobacter koseri 22.2%)—-15.8 (16.1; 2.4 —29.1)
66.7%)—10.2 (10.2; 0.5 — 28.0)
22.2%)—-5.8 (1.8; 4.5-7.03)
22.2%)—-4.1(1.9;2.7-5.4)
55.6%)—-2.5(1.5;1.5-5.1)
11.1%) — 3.9 (N/A)

11.1%) — 0.7 (N/A)

- Clostridium botulinum

- Clostridium butyricum

- Clostridium neonatele
- Clostridium perfringens
- Clostridium sp.

- Enterobacter asburiae



- Enterobacter cloacae 11.1%) — 3.23 (N/A)

22.2%) —0.54 (0.04; 0.51 — 0.57)
11.1%) — 0.5 (N/A)

44.4%) - 15.0 (9.4; 4.2 — 23.5)
33.3%)—-0.8 (0.9; 0.5 -1.8)
11.1%) — 34.6 (N/A)
33.3%)—9.8 (15.7; 0.5 — 28.0)
44.4%) - 3.9 (4.0;0.5-8.7)
66.7%) - 9.9 (9.4; 0.6 — 26.5)
11.1%) — 17.9 (N/A)

11.1%) — 0.54 (N/A)

- Leclercia adecarboxylata 11.1%) — 0.64 (N/A)

1(
- Enterococcus faecalis 2 (
1(

4 (

3(

1(

3(

4 (

6 (

1(

1(

1(

- Pseudoalteromonas luteoviolacea 2 (22.2%) - 0.6 (0.08; 0.59 — 0.70)

3(

1(

1(

1(

1(

2 (

1(

2 (

1(

1(

1(

4 (

- Erwinia teleogrylli

- Escherichia coli

- Haemophilus influenzae
- Hungatella hathewayi

- Klebsiella aerogenes

- Klebsiella oxytoca

- Klebsiella pneumoniae
- Kluyvera ascorbata

- Kluyvera intermedia

- Raoultella ornithinolytica 33.3%) —0.77 (0.22; 0.58 — 1.01)
11.1%) — 10.9 (N/A)

11.1%) — 0.84 (N/A)

11.1%) — 0.61 (N/A)

11.1%) — 11.2 (N/A)
22.2%)—-3.2 (3.3; 0.9 - 5.6)
11.1%) — 0.67 (N/A)
22.2%)—-4.9(3.9;22-17.7)
11.1%) — 0.5 (N/A)

11.1%) — 0.7 (N/A)

11.1%) — 0.5 (N/A)

44 .4%) - 2.5 (2.9; 0.59 — 6.97)
- Veillonella sp. 1 (11.1%) — 0.51 (N/A)

- Ruminococcus gnavus

- Salmonella bongori

- Serratia ficaria

- Stenotrophomonas maltophilia
- Streptococcus equinus

- Streptococcus parasanguinis
- Streptococcus salivarius

- Streptococcus sp.

- Streptococcus thermophilus

- Veillonella dispar

- Veillonella parvula

N- Absolute number of patients with a given species

Mean: Average abundance of species found among patients
SD — Standard Deviation

Min — minimum value found among patients

Max — maximum value found among patients

N/A — Not Applicable
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DISCUSSION

The present study analyzed the microbiome using sequencing shotgun in
infants with food protein-induced allergic proctocolitis, and identified a dysbiosis with
an increase in Proteobacteria such as Klebsiella, associated with a low abundance or
even absence of healthy bacteria such as Faecalibacterium prausnitzii. In addition,
fecal calprotectin did not prove to be specific, despite the small sample size.

Perinatal antibiotic use in this study occurred in 66.7% of infants, only maternal
use, where 55.6% were used during breastfeeding and 11.1% during delivery. In the
GMAP prospective cohort by Martin et al (3), the use of antibiotics was not a risk factor
for allergic proctocolitis, however, other studies have shown dysbiosis in infants when
the mother uses antibiotics intrapartum. (15,16)

Isolated consumption of infant formula at some point since birth was present in
44.4% of patients, which is slightly more prevalent than in the multicenter study by
Buyuktiryaki et al (17), where 33.5% of patients had consumed infant formula at least
once. However, it is worth noting that 56% of those who had never consumed formula
had the condition.

Although the study by Martin et al (3) describes food allergy in a first-degree
relative as a risk factor for allergic proctocolitis, in this study it was only 22.2% who had
a family history of food allergy in a first-degree relative, while allergic rhinitis and atopic
dermatitis were more prevalent.

A study carried out in Iran analyzed the calprotectin of breastfed infants under
1 year old diagnosed with allergic colitis and measured calprotectin at diagnosis, 2 and
6 weeks after the maternal exclusion diet. It showed a significant decrease in
calprotectin after the exclusion diet, but it was not significantly related to the clinical
symptoms of diarrhea, blood or mucus in the stool, concluding that calprotectin is not
a good indicator of clinical improvement in allergic colitis.(18) The current study
showed huge variation in fecal calprotectin in infants with allergic proctocolitis, with an
intersection with low/normal calprotectin values, showing the non-specificity of this
exam in these patients.

In all the patients in this study, the diversity index found was within the normal
range, corresponding to good to high diversity. This leads us to think that the diversity
value alone may not be responsible for a healthy microbiome, but rather the
predominance of certain species. Indeed, a longitudinal study by Martin et al,
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comparing the microbiome of infants with food protein-induced allergic proctocolitis
with healthy control infants, through 16S rRNA gene sequencing, showed no difference
in measures of richness or diversity between the groups.(19)

In general, the Firmicutes and Bacteroidetes phyla are predominant in the gut
microbiota, while Proteobacteria, Actinobacteria and Verrucomicrobia are less
abundant. (20) Several studies show that an increase in Proteobacteria in the gut
reflects dysbiosis.(10,21,22) This study showed a high abundance of the
Proteobacteria, but with high variability between infants (minimum of 9.9% and
maximum of 94.6%). It is noteworthy that the infant who had 9.9% of Proteobacteria
had a predominance of the Actinobacteria phylum, mainly due to the Bifidobacterium
(33.85%), which raises the question of whether this infant could still be at the very
beginning of the allergic condition, or whether there is a predisposition to a better
evolution of the condition, with earlier resolution. This case highlights the importance
of a longitudinal study.

Kourosh et al,(23) compared the microbiome of food allergy patients with non-
allergic siblings and healthy controls, and found different Clostridiales species when
separating food allergic from non-allergic siblings groups, indicating different functions
and disease associations within the same class. This shows the importance of species-
level identification to assess their role in the microbiome of allergy patients.(23) In the
present study, the Clostridium was present in 88.9% of infants (average 14.4%), and
the species identified were Clostridium botulinum, Clostridium butyricum, Clostridium
neonatale and Clostridium perfringens.(20)

Studies show that certain species of Bifidobacterium and Bacteroides colonize
the microbiota of breastfed infants, due to the oligosaccharides in breast milk.(24) In
this study, although all the infants were breastfed, only 3 of them had Bifidobacterium,
one of them with Bifidobacterium animalis, and the other 2 infants with Bifidobacterium
breve, Bifidobacterium longum, and Bifidobacterium saguini. Bacteroides were also
present in only 3 infants, with the species Bacteroides uniformis, Bacteroides fluxus,
Bacteroides fragilis and Bacteroides stercoris. Four of the nine infants in the study did
not have the Bifidobacterium and Bacteroides genus. It is possible that the allergic
state is capable of reducing or even eliminating these beneficial bacteria.

No study was found linking Hungatella hathewayi with food allergy. However, a
study carried out on infants in Hong Kong, analyzing the microbiome through 16S rRNA

sequencing, found an abundance of this bacterium significantly associated with the
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development of eczema.(25) This suggests that this bacterium may play a role in atopic
diseases.

The bacterium Faecalibacterium prausnitzii is described as one of the most
abundant species found in the colon of healthy humans, representing more than 5%
of the intestinal bacterial population.(14) It produces energy for the colonocytes, as
well as anti-inflammatory metabolites that cooperate with intestinal health (26). The
process of prebiotic fermentation, which stimulates healthy microbiota, is considered
to be the main contribution to the metabolism of F. Prausnitzii. It is one of the best-
known butyrate-producing bacteria in the gastrointestinal tract, essential for
maintaining the intestinal barrier.(14) In the infants in this study, F. Prausnitzii was
absent in 2 infants, and when present, it was in extremely low quantities (0.01-0.02%),
suggesting an increase in intestinal permeability secondary to dysbiosis.

This study is the first in Brazil to analyze the fecal microbiome of infants with
allergic proctocolitis. In addition, the analysis of the microbiome, which was carried out
using sequencing shotgun, stands out for providing greater precision in the
identification of microorganisms down to species level, when compared to 16S

ribosomal RNA sequencing, which is the method used in most studies.

LIMITATIONS

A limitation of the study was the small sample size, given the high cost of
shotgun microbiome analysis. A study with a larger sample and/or paired with healthy
controls would be interesting for further conclusions. Another limitation lies in the fact
the analysis of fecal calprotectin, which in this study did not quantify values above
1,000, so it was not possible to calculate an average. Neither has calprotectin been
measured after the allergen exclusion diet to compare with evolution. Despite the fact

that its non-specificity has already been demonstrated.

CONCLUSIONS

The microbiome of infants with allergic proctocolitis in this study, despite
presenting adequate diversity, shows dysbiosis, with an increase in Proteobacteria
such as Klebsiella and a reduction in Bacteroides and Bifidobacterium. There is also a

low abundance or even absence of beneficial bacteria such as Faecalibacterium
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prausnitzii. Calprotectin proved to be non-specific, with high and low values in allergic
proctocolitis

This sample shows the variations in the microbiome and the lack of a specific
pattern in infants with allergic proctocolitis. The nonspecificity of the findings perhaps
demonstrates the multifactorial nature of allergic proctocolitis. Little is known about the
microbiome of infants with allergic proctocolitis, so more studies are needed to find out
the potential effects and correlations of the numerous species found. A single dose of
calprotectin does not help diagnose allergic proctocolitis.
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manuscrito e de quaisquer tabelas, ilustracdes ou outro material submetido para
publicacdo como parte do manuscrito (o0 “Artigo”) em todas as formas e midias (ja
conhecidas ou desenvolvidas posteriormente), em todo o mundo, em todos os
idiomas, por toda a duracao dos direitos autorais, efetivando-se a partir do momento
em que o Artigo for aceito para publicagdo. Um e-mail sera enviado ao autor para
correspondéncia confi rmando o recebimento do manuscrito junto com o Journal

Publishing Agreement ou um link para a verséo on-line desse acordo.

Direitos do Autor
Como autor, vocé (ou seu empregador ou instituicdo) tem certos direitos de redso do

seu trabalho. Mais Informacdes.

A Elsevier apoia o compartilhamento responsavel
Descubra como vocé pode compartilhar sua pesquisa publicada nas revistas da

Elsevier.

Papel da Fonte de Financiamento

Deve-se identificar quem forneceu apoio fi nanceiro para a realizacao da pesquisa
e/ou preparacédo do artigo e descrever brevemente o papel do(s) patrocinador(es), se
houver, no delineamento do estudo; na coleta, analise e interpretacdo de dados; na
redacdo do manuscrito; e na decisdo de enviar o artigo para publicacdo. Se a fonte
(ou fontes) de fi nanciamento nao teve (ou tiveram) tal participacdo, isso deve ser

mencionado.

Acesso aberto

Esta revista é uma revista revisada por pares, de acesso aberto subsidiado pelo qual
a Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP) arca com a maior parte dos custos de

publicacao da revista.
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Autores de artigos submetidos a partir de 1° de setembro de 2018, que sejam aceitos
para publicacdo no Jornal de Pediatria, deverdo pagar uma taxa de publicacdo a SBP
a fi m de contribuir com os custos de publicagdo. Ao submeterem o manuscrito a esta

revista, os autores concordam com esses termos.

Valores

Se qualquer um dos autores for associado quite com a SBP: R$ 1.500,00 por
manuscrito aceito

Se nenhum dos autores for associado a SBP: R$ 2.200,00 por
manuscrito aceito Autor estrangeiro: USD 1.000,00 por manuscrito aceito.

Quando o manuscrito for aceito para publicacdo, os autores receberdo instrucdes
sobre a taxa de publicacdo. Para mais informacdes, por favor, entre em contato com

assessoria@jped.com.br.

Direitos do usuério

A permissao de reuso é defi nida pela seguinte licenca de usuario fi nal:

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

Para fi ns ndo comerciais, permite que outros distribuam e copiem o artigo, e o incluam
em um trabalho coletivo (como uma antologia), desde que se dé crédito ao(s) autor(es)

e desde que nao se altere ou modifi que o artigo.

Elsevier Publishing Campus

O Elsevier Publishing Campus (www.publishingcampus.com) € uma plataforma on-
line que oferece palestras gratuitas, treinamento interativo e conselhos profi ssionais
para apoia-lo na publicacdo de sua pesquisa. A secdo College of Skills oferece
modulos sobre como preparar, escrever e estruturar seu artigo e explica como 0s
editores analisarao o seu artigo quando ele for submetido para publicacdo. Use esses

recursos para garantir que sua publicacdo seja a melhor possivel.

Idioma (uso e servi¢cos de edi¢ao)

Por favor, escreva o seu texto em inglés de boa qualidade (o inglés americano € usado
nesta revista). Os autores que sentirem necessidade de edicdo do manuscrito na
lingua inglesa, para eliminar possiveis erros gramaticais ou ortogréfi cos de forma a
atender a demanda do correto uso do inglés cientifico, podem contratar o Servico de

Edicdo da Lingua Inglesa disponivel no WebShop da Elsevier.
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Consentimento Informado e detalhes do paciente

Estudos envolvendo pacientes ou voluntarios requerem a aprovacado do comité de
ética e o consentimento informado, que devem ser documentados no artigo.
Consentimentos, permissodes e desobrigacdes pertinentes devem ser obtidos sempre
gue um autor desejar incluir detalhes de casos ou outras informacfes pessoais ou
imagens de pacientes e de quaisquer outros individuos em uma publicacdo da
Elsevier. Os consentimentos por escrito devem ser mantidos pelo autor e copias dos
consentimentos ou provas de que tais consentimentos foram obtidos devem ser
fornecidos a Elsevier mediante solicitacdo. Para mais informacdes, reveja a Politica
da Elsevier sobre o0 Uso de Imagens ou Informacdes Pessoais de Pacientes ou Outros
Individuos. A menos que vocé tenha permissao por escrito do paciente (ou, se for o
caso, dos parentes mais préximos ou tutores), os detalhes pessoais de qualquer
paciente incluido em qualquer parte do artigo e em qualquer material complementar

(incluindo todas as ilustracdes e videos) devem ser removidos antes da submisséao.

Submisséao

Nosso sistema de submissdo on-line é um guia passo-a-passo dos procedimentos
para insercdo dos detalhes do seu manuscrito e para o upload de seus arquivos. O
sistema converte os arquivos de seu artigo em um unico arquivo PDF usado no
processo de revisao por pares (peer-review). Arquivos editaveis (por exemplo, Word,
LaTeX) sdo necessarios para compor seu manuscrito para publicacdo final. Toda a
correspondéncia, incluindo a notifi cacdo da decisédo do Editor e os pedidos de revisao,

séo enviados por e-mail.

Submeta seu manuscrito
Por favor envie 0 seu manuscrito por meio do site

https://www.editorialmanager.com/jpediatria.

PREPARAGAO

Revisao duplo-cega

Esta revista usa revisdo duplo-cega, o que signifi ca que as identidades dos autores
nao sao conhecidas pelos revisores e vice-versa. Mais informagdes estao disponiveis

em nosso site. Para facilitar o processo, deve-se incluir separadamente o seguinte:
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Pagina de abertura (com detalhes do autor): deve incluir o titulo, os nomes dos
autores, as afiliacbes, os agradecimentos e qualquer Declaracdo de Interesse, e 0

endereco completo do autor para correspondéncia, incluindo um endereco de e-mail.

Manuscrito cego (sem detalhes do autor): O corpo principal do artigo (incluindo
referéncias, figuras, tabelas e quaisquer agradecimentos) nao deve incluir nenhuma

identifi cagdo, como os nomes ou afiliagdes dos autores.

Uso de Processador de Texto

E importante que o arquivo seja salvo no formato original do processador de texto
utilizado. O texto deve estar em formato de coluna Unica. Mantenha o layout do texto
0 mais simples possivel. A maioria dos cédigos de formatacdo serd removida e
substituida no processamento do artigo. Em particular, ndo use as opcdes do
processador de texto para justificar texto ou hifenizar palavras. Destaques como
negrito, italico, subscrito, sobrescrito, etc. podem ser usados. Ao preparar tabelas, se
vocé estiver usando uma grade na criacdo das tabelas, use apenas uma grade para
cada tabela individualmente, e ndo uma grade para cada linha. Se nenhuma grade for
utilizada, use a tabulacao, e ndo espacos, para alinhar as colunas. O texto eletronico
deve ser preparado de forma muito semelhante ao dos manuscritos convencionais
(veja também o Guia para Publicar com a Elsevier). Observe que os arquivos de
origem das fi guras, das tabelas e dos grafi cos serdo necessarios,
independentemente se vocé ira embuti-los ou ndo no texto. Veja também a secéo
sobre imagens eletronicas.

Para evitar erros desnecessarios, € aconselhavel usar as fungdes “verificacédo

ortografi ca” e “verificagdo gramatical” do seu processador de texto.

Estrutura do Artigo

Subdiviséo — Se¢des ndo numeradas

O texto principal nos artigos originais deve conter as seguintes secoes, indicadas
por uma legenda: Introducdo, Métodos, Resultados e Discussdo. As secdes nos
artigos de revisdo podem variar dependendo do tépico tratado. Sugerimos que 0s
autores incluam uma breve introducdo, na qual eles expliguem (da perspectiva da
literatura médica) a importancia daquela revisdo para a pratica da pediatria. Nao &
necessario descrever como os dados foram selecionados e coletados. A secao de

conclusbes deve correlacionar as ideias principais da revisdo para possiveis
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aplicacdes clinicas, mantendo generalizacbes dentro do escopo do assunto sob

revisao.

Introducao

Indique os objetivos do trabalho e forneca um background adequado, evitando uma
avaliacdo detalhada da literatura ou um resumo dos resultados. Faga uma introdugéo
breve, incluindo apenas referéncias estritamente relevantes para sublinhar a
importancia do topico e para justifi car o estudo. No fim da introducéo, os objetivos do

estudo devem estar claramente defi nidos.

Materiais e Métodos

Forneca detalhes sufi cientes para viabilizar a reproducéo do trabalho. Métodos ja
publicados devem ser indicados por uma referéncia: apenas as modifi cacdes
relevantes devem ser descritas. Esta secao deve descrever a populacdo estudada, a
amostra a ser analisada e os critérios de selecao; também deve defi nir claramente as
variaveis em estudo e descrever detalhadamente os métodos estatisticos
empregados (incluindo referéncias apropriadas sobre métodos estatisticos e
software). Procedimentos, produtos e equipamentos devem ser descritos com
detalhes sufi cientes para permitir a reproducao do estudo. Deve ser incluida uma
declaracéo relativa a aprovacao pelo comité de ética de pesquisa (ou equivalente) da

instituicdo em que o trabalho foi realizado.

Resultados

Os resultados do estudo devem ser apresentados de forma clara e objetiva, seguindo
uma sequéncia logica. As informag@es contidas em tabelas ou fi guras ndo devem ser
repetidas no texto. Use figuras no lugar de tabelas para apresentar dados extensos.
Discusséo

Os resultados devem ser interpretados e comparados com dados publicados
anteriormente, destacando os aspectos novos e importantes do presente estudo.
Devem-se discutir as implica¢des dos resultados e as limitagdes do estudo, bem como
a necessidade de pesquisas adicionais. As conclusfes devem ser apresentadas ao fi
m da secédo Discusséo, levando em consideracao a finalidade do trabalho. Relacione
as conclusées com o0s objetivos iniciais do estudo, evitando declaracbes néao

embasadas pelos achados e dando a mesma énfase aos achados positivos e
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negativos que tenham importancia cientifi ca similar. Se relevante, inclua

recomendacdes para novas pesquisas.

Informacgdes essenciais sobre a pagina de abertura

A péagina de abertura deve conter as seguintes informacdes: a) titulo conciso e
informativo. Evite termos e abreviaturas desnecessarios; evite também referéncias ao
local e/ou cidade onde o trabalho foi realizado; b) titulo curto com ndo mais de 50
caracteres, incluindo espagos, mostrado nos cabecalhos; ¢) nomes dos autores
(primeiro e ultimo nome e iniciais do meio) e o ORCID ID. O ORCID ID deve estar na
pagina de abertura e, também, no perfi | do EVISE de todos os autores. Para isso, 0
autor deve ir em Update your Details, campo ORCID. Se algum dos autores nao tem
esta ID, deve registrar-se em https://orcid.org/register; d) grau académico mais
elevado dos autores; e) endereco de e-mail de todos os autores; f) se disponivel, URL
para o curriculum vitae eletrénico (“Curriculo Lattes” para autores brasileiros, ORCID
etc.) g) contribuicédo especifica de cada autor para o estudo; h) declaracdo de conflitos
de interesse (escreva nada a declarar ou divulgue explicitamente quaisquer interesses
financeiros ou outros que possam causar constrangimento caso sejam revelados ap6s
a publicacdo do artigo); i) instituicdo ou servico com o/a qual o trabalho esta associado
para indexacdo no Index Medicus/MEDLINE; j) nome, endereco, niumero de telefone,
namero de fax e e-mail do autor para correspondéncia; k) nome, endereco, nimero
de telefone, nUmero de fax e e-mail do autor encarregado do contato pré-publicacéo;
l) fontes de financiamento, ou nome de instituicbes ou empresas fornecedoras de
equipamentos e materiais, se aplicavel; m) contagem de palavras do texto principal,
sem incluir resumo, agradecimentos, referéncias, tabelas e legendas para figuras; n)

contagem de palavras do resumo; o) niumero de tabelas e figuras.

Resumo

E necessario um resumo conciso e factual. O resumo deve indicar de forma breve o
objetivo da pesquisa, os principais resultados e as conclusées mais importantes. Um
resumo € frequentemente apresentado separadamente do artigo, por isso deve ser
capaz de ser compreendido sozinho. Por esse motivo, as referéncias devem ser
evitadas, mas, se necessario, cite o(s) autor(es) e ano(s). Além disso, abreviacdes
nao padrdo ou incomuns devem ser evitadas, mas, se forem essenciais, devem ser

definidas em sua primeira mencao no proprio resumo. O resumo nao deve ter mais de
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250 palavras ou 1.400 caracteres. Nao inclua palavras que possam identificar a
instituicdo ou cidade onde o estudo foi realizado, para facilitar a revisdo cega. Todas
as informagbes no resumo devem refletir com precisdo o conteddo do artigo. O

resumo deve ser estruturado conforme descrito a seguir:

Resumo para artigos originais

Objetivo: Declarar por que o estudo foi iniciado e as hipoteses iniciais. Defina com
precisdo o objetivo principal do estudo; apenas os objetivos secundarios mais
relevantes devem ser listados. Método: Descrever o desenho do estudo (se
apropriado, indique se o estudo € randomizado, cego, prospectivo, etc.), local (se
apropriado, descreva o nivel de atendimento, isto é, se primario, secundario ou
terciario, clinica privada ou instituicdo publica, etc.), pacientes ou participantes
(critérios de selecdo, nimero de casos no inicio e no final do estudo etc.), intervencdes
(incluem informacdes essenciais, como métodos e duracdo do estudo) e critérios
utilizados para medir os resultados. Resultados: Descrever os achados mais
importantes, os intervalos de confianca e a significAncia estatistica dos achados.
Conclusbes: Descrever apenas conclusbes que refletem o objetivo do estudo e
fundamentadas por suas descobertas. Discutir possiveis aplicacdes das descobertas,

com igual énfase em resultados positivos e negativos de mérito cientifico similar.

Resumo para artigos de reviséo

Objetivo: Explicar por que a revisao foi realizada, indicando se a mesma se concentra
em um fator especial, tal como etiologia, prevencao, diagndéstico, tratamento ou
prognéstico da doenca. Fontes: Descrever todas as fontes de informacéo, definindo
bancos de dados e anos pesquisados. Indicar brevemente os critérios de selecao dos
artigos para a revisao e avaliar a qualidade da informa¢cdo. Resumo dos achados:
Indique os principais achados quantitativos ou qualitativos. Conclusdes: Indique suas
conclusBes e sua aplicacdo clinica, mantendo generaliza¢cdes dentro do escopo do

assunto sob revisao.

Palavras-chave

Imediatamente apds o resumo, forneca um méximo de 6 palavras-chave, utilizando a
ortografia americana e evitando termos gerais e plurais e multiplos conceitos (evite,

por exemplo, ‘€', ‘de’). Use poucas abreviagbes: apenas aquelas fi rmemente
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estabelecidas no campo de pesquisa podem ser escolhidas. Essas palavras-chave
serdo usadas para fi ns de indexacédo. Por favor, utilize os termos listados no Medical
Subject Headings (MeSH), disponiveis em
http://www.nlm.nih.gov/mesh/meshhome.html. Quando descritores adequados nao

estiverem disponiveis, novos termos podem ser utilizados.

Abreviacdes

Seja moderado no uso de abreviacdes. Todas as abreviagdes devem ser explicadas
em sua primeira menc¢ao no texto. As abreviagdes nédo padrdo no campo da pediatria
devem ser definidas em uma nota de rodapé a ser colocada na primeira pagina do
artigo. Evite o uso de abreviacdes no resumo; aquelas que séo inevitaveis no resumo
devem ser definidas em sua primeira mencdo, bem como na nota de rodapé.

Assegure-se da consisténcia das abreviagdes em todo o artigo.

Agradecimentos

Agrupe os agradecimentos em uma sec¢ao separada ao fim do artigo antes das
referéncias e, portanto, ndo os inclua na pagina de abertura, como uma nota de
rodapé para o titulo ou de outra forma. Liste aqui os individuos que forneceram ajuda
durante a pesquisa (por exemplo, fornecendo ajuda linguistica, assisténcia escrita ou
prova de leitura do artigo, etc.). Somente individuos ou instituices que contribuiram
significativamente para o estudo, mas nao sdo qualificados para autoria, devem ser
mencionados. Os individuos citados nesta se¢do devem concordar por escrito com a
inclusdo de seus nomes, uma vez que os leitores podem inferir o endosso das

conclusdes do estudo.

Formatando as fontes de financiamento

Listar as fontes de financiamento usando a forma padrdo para facilitar o cumprimento
dos requisitos do financiador:

Financiamento: Esse trabalho recebeu financiamento do National Institutes of Health
[ndmeros dos financiamentos xxxx, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation,
Seattle, WA [numero do financiamento zzzz]; e dos United States Institutes of Peace

[nimero do financiamento aaaa).

N&o é necessario incluir descricbes detalhadas sobre o programa ou tipo de
financiamento e prémios. Quando a verba recebida é parte de um financiamento maior

ou de outros recursos disponiveis para uma universidade, faculdade ou outra



75

instituicdo de pesquisa, cite o home do instituto ou organizacdo que forneceu o
financiamento.

Se nenhum financiamento foi fornecido para a pesquisa, inclua a seguinte frase:
Esta pesquisa ndo recebeu nenhum financiamento especifi co de agéncias de

financiamento dos setores publico, comercial ou sem fins lucrativos.

Unidades
Siga as regras e convencoes internacionalmente aceitas: use o sistema internacional
(SI) de unidades. Se outras unidades forem mencionadas, forneca seu equivalente

em SlI.

Formulas matematicas

Por favor, cite equacbes mateméaticas como texto editdvel e ndo como imagens.
Apresente formulas simples de acordo com o texto normal sempre que possivel e use
a barra obliqua (/) em vez de uma linha horizontal para pequenos termos fracionarios,
por exemplo, X/Y. Em principio, as variaveis devem ser apresentadas em italico.
Poténcias de e sdo frequentemente mais convenientemente indicadas pela
exponencial. Numere consecutivamente quaisquer equacbes a serem exibidas

separadamente do texto (se referidas explicitamente no texto).

Notas de rodapé
Notas de rodapé ndo devem ser usadas. Em vez disso, incorpore as informacdes

relevantes no texto principal.

Imagens

Manipulacdo de imagem

Embora seja aceito que os autores as vezes precisem manipular imagens para obter
maior clareza, a manipulacéo para fins de dolo ou fraude sera vista como abuso ético
cientifico e sera tratada de acordo. Para imagens graficas, esta revista aplica a
seguinte politica: nenhum recurso especifico pode ser aprimorado, obscurecido,
movido, removido ou introduzido em uma imagem. Os ajustes de brilho, contraste ou
equilibrio de cores séo aceitaveis se, e enquanto ndo obscurecerem ou eliminarem
qualquer informagédo presente no original. Os ajustes n&o lineares (por exemplo,

alteracdes nas configuracbes de gama) devem ser divulgados na legenda da figura.
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Imagens

eletrénicas

Pontos Gerais

o Certifique-se de usar letras uniformes e dimensionamento de suas imagens
originais.

e Incorpore as fontes usadas se o aplicativo fornecer essa opcéao.

o Prefira usar as seguintes fontes em suas ilustragdes: Arial, Courier, Times New
Roman, Symbol ou use fontes similares.

e Numere as ilustracdes de acordo com sua sequéncia no texto.

e Use uma convencao de nomeacao logica para seus arquivos de imagens.

o Forneca legendas para ilustragbes separadamente.

o Dimensione as ilustracdes proximas as dimensdes desejadas da versédo publicada.

e Envie cada ilustracdo como um arquivo separado.

Um guia detalhado sobre imagens eletrdnicas esta disponivel.
Vocé é convidado a visitar este site; alguns trechos das informacdes detalhadas

sédo fornecidos aqui.

Formatos

Se as suas imagens eletrénicas forem criadas em um aplicativo do Microsoft Office
(Word, PowerPoint, Excel), fornega “como esta” no formato de documento original.
Independentemente do aplicativo utilizado que nédo seja o Microsoft Offi ce, quando
sua imagem eletronica for fi nalizada, utilize “Salvar como” ou converta as imagens
para um dos seguintes formatos (observe os requisitos de resolucdo para desenhos
em linha continua, meio-tom e combinac¢des de desenho/meio-tom descritos a seguir).
EPS (ou PDF): Desenhos vetoriais, incorporar todas as fontes utilizadas.

TIFF (ou JPEG): Fotografi as em cores ou em tons de cinza (meios-tons), mantenha
um minimo de 300 dpi. TIFF (ou JPEG): Desenho de linha de bitmap (pixels pretos e
brancos puros), mantenha um minimo de 1000 dpi.

TIFF (ou JPEG): Combinagbes de linha de bitmap/meio-tom (colorido ou escala de

cinza), mantenha um minimo de 500 dpi.

Por favor nao:
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e Forneca arquivos otimizados para o uso da tela (por exemplo, GIF, BMP, PICT,
WPG); esses formatos tipicamente tém um baixo nimero de pixels e um conjunto
limitado de cores;

o Forneca arquivos com resolugcao muito baixa;

« Envie gréafi cos desproporcionalmente grandes para o conteudo.

Imagens Coloridas

Por favor certifigue-se de que os arquivos de imagens estdo em um formato aceitavel
(TIFF [ou JPEG), EPS [ou PDF] ou arquivos do MS Offi ce) e com a resolucao correta.
Se, juntamente com 0 seu artigo aceito, vocé enviar fi guras de cor utilizaveis, a
Elsevier assegurard, sem custo adicional, que essas figuras aparecerao em cores (por

exemplo, ScienceDirect e outros sites).

Servicos de ilustracdo

O Elsevier's WebShop oferece servicos de ilustragdo aos autores que estdo se
preparando para enviar um manuscrito, mas estéo preocupados com a qualidade das
imagens que acompanham o artigo. Os experientes ilustradores da Elsevier podem
produzir imagens cientifi cas, técnicas e de estilo médico, bem como uma gama
completa de quadros, tabelas e grafi cos. O “polimento” da imagem também esta
disponivel; nossos ilustradores trabalham suas imagens e as aprimoram para um

padrao profi ssional. Visite o site para saber mais a respeito disso.

Legendas de figuras

Certifique-se de que cada fi gura tenha uma legenda. Forneca as legendas
separadamente, ndo anexadas as fi guras. Uma legenda deve incluir um breve titulo
(ndo na fi gura em si) e uma descricdo da ilustracdo. Mantenha o texto curto nas
ilustracbes propriamente ditas, mas explique todos os simbolos e abreviagbes

utilizados.

Tabelas

Por favor, envie as tabelas como texto editavel e ndo como imagem. As tabelas podem
ser colocadas ao lado do texto relevante no artigo, ou em paginas separadas no fi m.
Numere as tabelas de forma consecutiva de acordo com sua ordem no texto e coloque
as notas de tabela abaixo do corpo da mesma. Seja moderado no uso das tabelas, e

assegure-se de que os dados apresentados nas mesmas nao duplicam os resultados
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descritos em outro lugar no artigo. Evite usar grades verticais e sombreamento nas

células da tabela.

Referéncias

Citacao no texto

Certifi que-se de que todas as referéncias citadas no texto também estédo presentes
na lista de referéncias (e vice-versa). Qualquer referéncia citada no resumo deve ser
fornecida na integra. Ndo recomendamos o uso de resultados ndo publicados e
comunicacdes pessoais na lista de referéncias, mas eles podem ser mencionados no
texto. Se essas referéncias estiverem incluidas na lista de referéncias, elas devem
seguir o estilo de referéncia padréo da revista e devem incluir uma substituicdo da
data de publicacdo por “Resultados nao publicados” ou “Comunicacédo pessoal’. A

citacdo de uma referéncia como in press implica que o item foi aceito para publicacéo.

Links de referéncia

Maior exposicao da pesquisa e revisao por pares de alta qualidade sdo asseguradas
por links on-line as fontes citadas. Para permitir-nos criar links para servigos de
resumos e indexacdo, como Scopus, CrossRef e PubMed, assegure-se de que o0s
dados fornecidos nas referéncias estéo corretos. Lembre-se que sobrenomes, titulos
de revistas/livros, ano de publicacédo e paginacao incorretos podem impedir a criacao
de links. Ao copiar referéncias, por favor tenha cuidado, porque as mesmas ja podem
conter erros. O uso do DOI — identifi cador de objeto digital (Digital Object Identifi er)
€ encorajado.

Um DOI pode ser usado para citar e criar um link para artigos eletrénicos em que um
artigo esta in-press e detalhes de citagdo completa ainda ndo sdo conhecidos, mas o
artigo esta disponivel on-line. O DOI nunca muda, entdo vocé pode usa-lo como um

link permanente para qualquer artigo eletrénico.

Um exemplo de uma citagdo usando um DOI para um artigo que ainda nédo foi
publicado é: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003).
Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela.
Journal of Geophysical Research, https://doi. org/10.1029/2001JB000884. Por favor,
observe que o formato dessas citagcbes deve seguir o0 mesmo estilo das demais

referéncias no manuscrito.
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Referéncias da Web

A URL completa deve ser fornecida e a data em que a referéncia foi acessada pela
dltima vez. Qualquer informacdo adicional, se conhecida (DOI, nomes de autores,
datas, referéncia a uma publicacdo-fonte etc.), também deve ser fornecida. As
referéncias da Web podem ser listadas separadamente (por exemplo, apos a lista de
referéncias) sob um titulo diferente, se desejado, ou podem ser incluidas na lista de

referéncia.

Referéncias de dados

Esta revista sugere que vocé cite conjuntos de dados subjacentes ou relevantes em
seu manuscrito citando-os em seu texto e incluindo uma referéncia de dados em sua
lista de referéncias. As referéncias de dados devem incluir os seguintes elementos:
nome(s) do(s) autor(es), titulo do conjunto de dados, repositério de dados, versao
(quando disponivel), ano e identifi cador persistente. Adicione [conjunto de dados]
imediatamente antes da referéncia para que possamos identifi ca-la corretamente
como uma referéncia de dados. O identifi cador [conjunto de dados] ndo aparecera no
seu artigo publicado. Os usuérios do Mendeley Desktop podem facilmente instalar o
estio de referéncia para esta revista clicando no seguinte link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/jornal-de-pediatria

Ao preparar seu manuscrito, vocé podera selecionar esse estilo utilizando os plug-ins

do Mendeley para o Microsoft Word ou o LibreOffice.

Estilo de Referéncias

As referéncias devem seguir o estilo Vancouver, também conhecido como o estilo de
Requisitos Uniformes, fundamentado, em grande parte, em um estilo do American
National Standards Institute, adaptado pela National Library of Medicine dos EUA
(NLM) para suas bases de dados. Os autores devem consultar o Citing Medicine, o
Guia de estilo da NLM para autores, editores e editoras, para obter informacdes sobre
os formatos recomendados para uma variedade de tipos de referéncia. Os autores
também podem consultar exemplos de referéncias (http://www.nlm.nih.gov/bsd/
uniform_ requirements.html), em uma lista de exemplos extraidos ou baseados no
Citing Medicine para facil uso geral; esses exemplos de referéncias sdo mantidos pela
NLM. As referéncias devem ser numeradas consecutivamente na ordem em que
aparecem no texto entre colchetes. Nao use numeracao automatica, notas de rodapé

ou de pé de pagina para referéncias. Artigos ndo publicados aceitos para publicacao
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podem ser incluidos como referéncias se o nome da revista estiver incluido, seguido
de “in press”. Observagdes e comunicagdes pessoais nao publicadas ndo devem ser
citadas como referéncias; se for essencial para a compreensdo do artigo, essa
informagéo pode ser citada no texto, seguida pelas observacdes entre parénteses,
observacédo ndo publicada ou comunicacdo pessoal. Para mais informacg0des, consulte
os “Requisitos Uniformes para Manuscritos Submetidos a Revistas Biomédicas”,
disponiveis em  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3142758/.  Na
sequéncia, apresentamos alguns exemplos do modelo adotado pelo Jornal de

Pediatria.

Artigos em revistas

1. A té seis autores: Araujo LA, Silva LR, Mendes FA. Digestive tract neural control
and gastrointestinal disorders in cerebral palsy. J Pediatr (Rio J). 2012;88:455-64.

2. M ais de seis autores: Ribeiro MA, Silva MT, Ribeiro JD, Moreira MM, Almeida CC,
Almeida-Junior AA, et al. Volumetric capnography as a tool to detect early
peripheric lung obstruction in cystic fibrosis patients. J Pediatr (Rio J).
2012;88:509-17.

3. O rganizagcédo como autor: Mercier CE, Dunn MS, Ferrelli KR, Howard DB, Soll RF;
Vermont Oxford Network ELBW Infant Follow-Up Study Group.
Neurodevelopmental outcome of extremely low birth weight infants from the
Vermont Oxford network: 1998-2003. Neonatology. 2010;97: 329-38.

4. N enhum autor fornecido: Informed consent, parental permission, and assent in
pediatric practice. Committee on Bioethics, American Academy of Pediatrics.
Committee on Bioethics, American Academy of Pediatrics. Pediatrics.
1995;95:314-7.

5. Artigo publicado eletronicamente antes da verséo impressa: Carvalho CG, Ribeiro
MR, Bonilha MM, Fernandes Jr M, Procianoy RS, Silveira RC. Use of off-label and
unlicensed drugs in the neonatal intensive care unit and its association with
severity scores. J Pediatr (Rio J). 2012 Oct
30. [Epub ahead of print]
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Livros

Blumer JL, Reed MD. Principles of neonatal pharmacology. In: Yaffe SJ, Aranda JV,
eds. Neonatal and Pediatric Pharmacology. 3rd ed. Baltimore: Lippincott, Williams and
Wilkins; 2005. p. 146-58.

Estudos Académicos
Borkowski MM. Infant sleep and feeding: a telephone survey of Hispanic Americans

[dissertac&o]. Mount Pleasant, MI: Central Michigan University; 2002.

CD-ROM
Anderson SC, Poulsen KB. Andersons electronic atlas of hematology [CD-ROM].
Philadelphia: Lippincott Williams and Wilkins; 2002.

Homepage/website

R Development Core Team [Internet]. R: A language and environment for statistical
computing. Vienna: R Foundation for Statistical Computing; 2003 [cited 2011 Oct 21].
Available from: http://www.R-project.org Paper presentation

Bugni VM, Okamoto KY, Ozaki LS, Teles FM, Molina J, Bueno VC, et al. Development
of a questionnaire for early detection of factors associated to the adherence to
treatment of children and adolescents with chronic rheumatic diseases - “the Pediatric
Rheumatology Adherence Questionnaire (PRAQ)”. Paper presented at the
ACR/ARHP Annual Meeting; November 5-9, 2011; Chicago, IL.

Fonte de abreviacdes da Revista

Os nomes das Revistas devem ser abreviados de acordo com a Lista de Abreviacdes
de Palavras do Titulo.

Video

A Elsevier aceita material de video e sequéncias de animacao para apoiar e aprimorar
suas pesquisas cientifi cas. Os autores que tém arquivos de video ou animacao que
desejam enviar com seu artigo sédo fortemente encorajados a incluir links para estes
dentro do corpo do artigo. Isso pode ser feito da mesma maneira que uma fi gura ou
tabela, referindo-se ao conteudo de video ou animagé&o e mostrando no corpo do texto
onde ele deve ser colocado. Todos os arquivos enviados devem ser devidamente
identifi cados de modo que se relacionem diretamente com o contetdo do arquivo de
video. Para garantir que seu video ou material de animacao esteja apropriado para
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uso, por favor forneca os arquivos em um dos nossos formatos de arquivo
recomendados com um tamanho maximo total de 150 MB. Qualquer arquivo unico
ndo deve exceder 50 MB. Os arquivos de video e animacgdo fornecidos serdo
publicados on-line na versao eletrénica do seu artigo nos produtos de web da Elsevier,
incluindo o ScienceDirect. Por favor forneca imagens estaticas com seus arquivos:
vocé pode escolher qualquer quadro do video ou animacao ou fazer uma imagem
separada. Essa imagem estatica ser4 usada em vez de icones padrdo, para
personalizar o link para seus dados de video. Para obter instru¢des mais detalhadas,
visite nossas paginas de instrucdes de video.

Nota: uma vez que o video e a animacdo ndo podem ser incorporados a versao
impressa da revista, por favor forneca o texto para ambas as versoes eletronica e
impressa para as partes do artigo que se referem a esse conteudo.

Material suplementar

Materiais suplementares, como tabelas, imagens e clipes de som, podem ser
publicados com seu artigo para aprimora-lo. Os itens suplementares enviados séo
publicados exatamente como sado recebidos (arquivos do Excel ou PowerPoint
aparecerdo dessa forma on-line). Por favor, envie seu material junto com o artigo e
forneca uma legenda concisa e descritiva para cada arquivo suplementar. Se vocé
deseja fazer alteracdes no material suplementar durante qualquer etapa do processo,
certifique-se de fornecer um arquivo atualizado. Ndo anote quaisquer correcdes em
uma versao anterior. Por favor, desabilite a opgao “Controlar alteragdes” nos arquivos

do Microsoft Offi ce, pois estas apareceréo na verséao publicada.

DADOS DA PESQUISA

Esta revista incentiva e permite que vocé compartilhe dados que suportem a
publicacdo de sua pesquisa onde for apropriado, e permite que vocé interligue os
dados com seus artigos publicados. Dados de pesquisa referem-se aos resultados de
observacdes ou experimentagcdo que validam os achados da pesquisa. Para facilitar
a reprodutibilidade e o reuso dos dados, esta revista também o incentiva a
compartilhar seu software, codigo, modelos, algoritmos, protocolos, métodos e outros
materiais Uteis relacionados com o projeto.

A seguir sdo mostradas varias maneiras pelas quais vocé pode associar dados ao seu
artigo ou fazer uma declaracéo sobre a disponibilidade de seus dados ao enviar seu
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manuscrito. Se estiver compartilhando dados de uma dessas maneiras, Vocé é
encorajado a citar os dados em seu manuscrito e na lista de referéncias. Consulte a
secao “Referéncias” para obter mais informagdes sobre a citacdo de dados. Para obter
mais informacg@es sobre o depdsito, compartilhamento e uso de dados de pesquisa e

outros materiais de pesquisa relevantes, visite a pagina de Dados de Pesquisa.

Vinculacéo de dados

Se vocé disponibilizou seus dados de pesquisa em um repositério de dados, €
possivel vincular seu artigo diretamente ao conjunto de dados. A Elsevier colabora
com uma série de repositorios para vincular artigos no ScienceDirect a repositorios
relevantes, dando aos leitores acesso a dados subjacentes que Ihes dard uma melhor
compreensao da pesquisa descrita.

Existem diferentes maneiras de vincular seus conjuntos de dados ao seu artigo.
Quando disponivel, vocé pode vincular diretamente seu conjunto de dados ao seu
artigo, fornecendo as informacdes relevantes no sistema de submissdo. Para mais
informacdes, visite a pagina de vinculacao de bancos de dados.

Para os repositérios de dados suportados, um banner do repositério aparecera
automaticamente ao lado do seu artigo publicado no ScienceDirect.

Além disso, vocé pode vincular a dados ou entidades relevantes através de identifi
cadores dentro do texto de seu manuscrito, utilizando o seguinte formato: Banco de
Dados: xxxx (por ex., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data
Esta revista é compativel com o Mendeley Data, permitindo que vocé deposite
quaisquer dados de pesquisa (incluindo dados brutos ou processados, videos,

codigos, software, algoritmos, protocolos

e métodos) associados ao seu manuscrito em um repositério de acesso aberto e
gratuito. Durante o processo de submisséo, depois de fazer o upload de seu
manuscrito, vocé tera a oportunidade de fazer o upload de seus conjuntos de dados
relevantes diretamente para o Mendeley Data. Os conjuntos de dados serao listados

e estardo acessiveis diretamente aos leitores ao lado do seu artigo publicado on-line.

Para mais informac0es, visite a pagina Mendeley Data para Revistas.
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Declaracao de dados

Para promover a transparéncia, encorajamos os autores a declarar a disponibilidade
de seus dados ao submeter o artigo. Isso pode ser um requisito da instituicdo de
fomento. Caso seus dados ndo estejam disponiveis para acesso ou ndo forem
adequados para publicacdo, vocé tera a oportunidade de descrever o motivo durante
0 processo de submissao, afi rmando, por exemplo, que os dados da pesquisa sao
confi denciais. A declaragdo aparecera com seu artigo publicado no ScienceDirect.
Para obter mais informacdes, visite a pagina sobre declaracéo de dados.

APOS A ACEITAGAO

Disponibilidade do artigo aceito

Esta revista disponibiliza os artigos on-line o mais rapidamente possivel apds a
aceitacdo. Um identificador de objeto digital (DOl — Digital Object Identifi er) é
assignado a seu artigo, tornando-o totalmente citavel e pesquisavel por titulo, nome(s)

do(s) autor(es) e o texto completo.

Provas

Um conjunto de provas (em arquivos PDF) sera enviado por e-mail para o autor
correspondente ou um link serd fornecido no e-mail para que os autores possam
baixar os proprios arquivos. A Elsevier agora fornece aos autores provas em PDF que
podem receber anotacdes; para isso, vocé precisara fazer o download do programa
Adobe Reader, versdo 9 (ou posterior). As instrucdes sobre como fazer anotacfes nos
arquivos PDF acompanhardo as provas (também fornecidas on-line). Os requisitos
exatos do sistema séo fornecidos no site da Adobe.

Se ndo desejar usar a funcédo de anotagbes em PDF, vocé pode listar as correcdes
(incluindo as respostas ao Formulario de Consulta) e devolvé-las por e-mail. Por favor,
liste suas correc¢des citando o numero da linha. Se, por qualquer motivo, isso nao for
possivel, marque as correcdes e quaisquer outros comentarios (incluindo as respostas
ao Formulério de consulta) em uma impressao de sua prova, escaneie as paginas e
devolva-as por e-mail. Por favor, use esta prova apenas para verificar a composicao,
edicao, integridade e exatidao do texto, tabelas e fi guras. Alteragdes significativas no
artigo aceito para publicacdo s6 serdo consideradas nesta etapa com permissédo do
editor-chefe da revista. Faremos todo o possivel para que seu artigo seja publicado
com rapidez e precisdo. E importante garantir que todas as correcdes sejam enviadas



85

de volta para nés em uma Unica comunicacao: por favor, verifi que atentamente antes
de responder, pois a inclusdo de quaisquer correcdes subsequentes ndo sera

garantida. A reviséo € responsabilidade exclusiva do autor.

PERGUNTAS DOS AUTORES
Visite o Centro de Apoio da Elsevier para encontrar as respostas de que vVOCé precisa.
Aqui vocé encontrara tudo, desde Perguntas Frequentes até maneiras de entrar em

contato.
Vocé também pode verificar o status do seu artigo enviado ou verificar quando seu

artigo aceito ser& publicado.
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11.4 Confirmacao da submisséo do artigo
24/03/2024, 11:19 Gmail - Confirming submission to Jornal de Pediatria

M Gmall Caroline Montagner Dias

Confirming submission to Jornal de Pediatria

1 mensagem

Jornal de Pediatria <em@editorialmanager.com> 24 de marco de 2024 as 11:16
Responder a: Jornal de Pediatria <assessoria@jped.com.br>
Para: Caroline Montagner Dias <cmontagnerdias@gmail.com>
*This is an automated message.*
Gut Microbiome by shotgun and fecal calprotectin in food protein-
induced allergic proctocolitis infants Dear Ms Dias,
We have received the above referenced manuscript you submitted to Jornal de
Pediatria.
To track the status of your manuscript, please log in as an author at
https://www.editorialmanager.com/jpediatria/, and navigate to the "Submissions
Being Processed" folder.
Thank you for submitting your work to this journal.
Kind regards,
Jornal de Pediatria
More information and support
You will find information relevant for you as an author on Elsevier's Author Hub:
https://lwww.elsevier.com/authors
FAQ: How can I reset a forgotten password?
https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/28452/supporthub/publishing/
For further assistance, please visit our customer service site:
https://service.elsevier.com/app/home/supporthub/ publishing/
Here you can search for solutions on a range of topics, find answers to frequently

asked questions, and learn more about Editorial Manager via interactive tutorials.


https://www.editorialmanager.com/jpediatria/
https://www.editorialmanager.com/jpediatria/
https://www.editorialmanager.com/jpediatria/
https://www.elsevier.com/authors
https://www.elsevier.com/authors
https://www.elsevier.com/authors
https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/28452/supporthub/publishing/
https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/28452/supporthub/publishing/
https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/28452/supporthub/publishing/
https://service.elsevier.com/app/home/supporthub/publishing/
https://service.elsevier.com/app/home/supporthub/publishing/
https://service.elsevier.com/app/home/supporthub/publishing/

You can also talk 24/7 to our customer support team by phone and 24/7 by live
chat and email

At Elsevier, we want to help all our authors to stay safe when publishing. Please
be aware of fraudulent messages requesting money in return for the publication
of your paper. If you are publishing open access with Elsevier, bear in mind that
we will never request payment before the paper has been accepted. We have
prepared some  guidelines  (https://www.elsevier.com/connect/authors-
update/seven-top-tips-on-stopping-apc-scams ) that you may find helpful,
including a short video on Identifying fake acceptance letters
(https://lwww.youtube.com/watch?v=05I8thDI9X!E ). Please remember that you
can contact Elsevier?s Researcher Support team (https://service.elsevier.com/
app/home/supporthub/publishing/) at any time if you have questions about your
manuscript, and you can log into Editorial Manager to check the status of your
manuscript (https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/29155/
¢/10530/supporthub/publishing/kw/status/).
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11.5 Questionario:

QUESTIONARIO
Data: /1

Nome paciente:

Data de nascimento: / /

Responséavel:

Telefones de contato:

E- mail de contato:

—> INFORMAGOES GERAIS:

Sexo: [__] Masculino [ ]Feminino

Peso (atual):

Estatura (atual):

Cor ou raca/etnia:

Cor:[]Branca [ _]JPreta [ _|Parda []Amarela [ _]Ragcaletniaindigena

—> SINTOMAS E DIAGNOSTICO:

Sintomas no diagndstico (assinalar os sintomas apresentados pelo bebé):
Sangue nas fezes [__] Muco nas fezes [ ] Diarreia |:|Assadura
[ Icelica [] vemitos [ _]Gases [ ]Choro / irritabilidade
[ ]Perda de peso [ ] N&o ganho de peso

|:|Le56es de pele |:| Dermatite atopica

Quando comegou o sangue nas fezes (idade)?

[ ] < 1més de idade [ ] Entre 3-4 meses
[ ] Entre 1-2 meses [ ] Entre 4-5 meses
[ ] Entre 2-3 meses [ ] Entre 5-6 meses

Data do diagndstico de APLV: / /




—> GESTACAO / PARTO:
Tipo:[_|Vaginal [ ]Cesarea

Uso de antibidtico na gestagdo: [ | Sim  [__] N&o
Se sim, qual?

Uso de antibiotico pela mée no parto: [ ] sim [ ] N&o
Se sim, qual?

Uso de antibiético pela mae durante a lactagéo: [ | Sim [ INs&o
Se sim, qual?

—> DADOS DO NASCIMENTO:

Idade gestacional:

Peso:
Comprimento:

Uso de antjbidtico ou outra medicacdo antes da alta da maternidade:
[] sim N&o
Se sim, qual?

—> USO DE FORMULAS:

Fez uso de alguma férmula? [_]Sim [ ] N&o
Se sim, quando usou?
Qual féormula?

Por quanto tempo?

—> OUTRAS INFORMACOES:

Problemas de satde:[ ] Sim [ ] N&o

Se sim, qual:

Uso de medicacéo continua: [__]Sim [ ]Nzo
Se sim:

Vitamina A+D |:|
Ferro [ ] Qual?
Colicaim [_]

Outros [_] Qual?
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—> HISTORIA FAMILIAR: em parente de primeiro grau

Alergia alimentar:[__]Sim [ ] Nao Quem?[ | Pai [ ] Mae [ ]Irmé(o)

Dermatite atdpica:[__|Sim [ ] Nao Quem?[ ] Pai [ ] Mae |:|Irmé(o)

Rinite alérgica:[_|Sim [ ] Nao Quem?_]Pai [] Mae []Irma(o)
Asma; |:| Sim |:| Nao Quem?|:| Pai |:| Mae |:| Irm&(o)
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11.6 Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado(s) responsavel(is),

Gostariamos de obter o0 seu consentimento para 0 menor

, participar

como voluntario da pesquisa intitulada “Relacdo entre os oligossacarideos do leite
materno e microbiomaintestinal em lactentes com proctocolite alérgicaem duas
regides do Brasil”

O(s) objetivo(s) deste estudo € avaliar a flora intestinal de criancas menores de
6 meses, com sangue nas fezes devido a alergia alimentar, e avaliar alguns acucares
presentes no leite das suas méaes (chamados oligossacarideos); além disso iremos
comparar com a flora intestinal de criangas que nao tenham sangramento nem alergia,
e 0s acucares do leite das maes destas criangcas também. Os resultados contribuirdo
para conhecer a flora intestinal das criancas que possuem sangue nas fezes por
alergia alimentar e também das criancas saudaveis, além de aprofundarmos no
conhecimento da composicdo de aclUcares do leite materno, e se existe alguma
diferenca nesta composicdo entre as maes de criancas alérgicas e nao alérgicas.
Esses resultados podem auxiliar futuros estudos para propor intervencdes que
melhorem os estados alérgicos.

A participacdo nesta pesquisa consistira em: responder um questionario com
dados gerais da crianca desde o nascimento até o momento da consulta, informacoes
dos pais e irmaos (quando for o caso). Sera realizado exame fisico na crianga com
afericdo de peso, comprimento e circunferéncia da cabeca. ApOs sera coletada uma
pequena quantidade de fezes que estejam na fralda da crianca, que sera enviado para
analise.

Sao esperados os seguintes beneficios desta participacdo (beneficios): auxiliar a
caracterizacao da flora intestinal das criangas com sangue nas fezes, causado por
alergia, bem como criancas saudaveis e a composicao do leite das respectivas maes,
podendo servir de base para no futuro surgirem novos tratamentos. Considerando que

toda pesquisa oferece algum tipo de risco, nesta pesquisa 0s riscos sao minimos, visto
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qgue faz apenas coleta de dados por questionario, coleta de fezes ja eliminadas pela
crianca e coleta de uma pequena quantidade de leite materno por ordenha manual.

As informacgbes fornecidas por vocé e seu filho serdo consideradas
confidenciais e de conhecimento apenas dos pesquisadores responsaveis. Os
participantes da pesquisa ndo serdo identificados em nenhum momento, mesmo
guando os resultados desta pesquisa forem divulgados em qualquer forma, garantindo
0 anonimato.

Ndo sera cobrado nada, ndo haverd gastos decorrentes de sua participacao, se
houver algum dano decorrente da pesquisa, 0 participante sera indenizado nos termos
da Lei.

Gostariamos de deixar claro que a participacao é voluntaria e vocé e seu filho tem o
direito de desistir da participacdo nesta pesquisa a qualquer momento, sem nenhuma
penalidade ou prejuizo de qualguer natureza e sem que isso prejudique o0 acesso do
seu filho aos demais servi¢os da instituicao.

Desde ja, agradecemos a atencdo e a participacdo e colocamo-nos a
disposicéo para maiores informacdes.

Cristina Targa Ferreira Telefone: (51) 3214-8647 E-mail:

gastropedhcsa@gmail.com

Vocé podera ainda entrar em Contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacédo José Luiz Egydio Setubal, Avenida Angélica, 2071, 1° andar — Secretaria
do CEP, Higiendpolis - CEP 01227-200 - Sdo Paulo/SP, no telefone: (11) 94513-2583,
de segunda e terca-feira, das 13h as 16h se vocé tiver qualquer divida com relacéo
aos seus direitos como participante do projeto de pesquisa. Vocé também podera

entrar em contato pelo e-mail: etica.pesquisa@fundacaojles.org.br.

Ainda para duvidas com relacéo aos seus direitos como participante do projeto
de pesquisa, vocé podera entrar em contato também com o Comité de Etica e
Pesquisa do Hospital da Crianca Santo Antdnio/Santa Casa de Misericordia de Porto
Alegre, Avenida Independéncia, 155, andar M1, secretaria do CEP, Centro Histérico
de Porto Alegre/RS, no telefone: (51) 3214-8997.

Esse termo terd suas paginas rubricadas pelo pesquisador que aplicara o termo e
pelo(s) responsavel (is) e sera assinado em duas vias, das quais uma ficara com o

participante e a outra com pesquisador.
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Ao fornecer o meu consentimento assinando este Termo, eu declaro que recebi
todas as informacdes sobre o projeto de pesquisa de forma clara e completa e que
minhas perguntas foram respondidas satisfatoriamente. Tenho conhecimento de que
posso desistir da participagdo do meu filho a qualquer momento e que receberei uma
via deste documento assinado por mim.

Participante

Nome Completo do Participante da Pesquisa

Mae/Representante Legal

Nome Completo da Mae/Representante Legal, em letra legivel

Assinatura da Mae/Representante Legal Data (dd-MMM-aaaa)

Pesquisador

Eu confirmo que expliquei a natureza e o objetivo desta pesquisa, e 0s possiveis riscos
e beneficios ao participante da pesquisa. Declaro que cumprirei as exigéncias contidas

nos itens IV.3 e IV.4, este Ultimo se pertinente, conforme Resolugdo CNS n° 466/12.

Nome do Pesquisador

Assinatura do Pesquisador Data (dd-MMM-aaaa)



