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RESUMO

Este estudo teve como objetivo investigar a presenca de anticorpos IgA e IgG,
especificos para a Sindrome Respiratoria Aguda (SARS-CoV-2), no leite humano de
103 lactantes submetidas ao Esquema Vacinal Primério (EVP) antes ou durante a
gravidez ou apoOs o parto. Foram avaliadas a influéncia da pasteurizacdo no leite
humano, da quantidade de doses de vacinas recebidas e dos aspectos econémicos
da mae. As amostras foram coletadas e armazenadas no banco de leite pablico, na
cidade de Teresina/Pl, submetidas a pasteurizacéo (aguecidas a temperatura de 62,5
°C e resfriadas a 5 °C e analisadas por ensaios imunoenzimaticos. As amostras foram
divididas em dois grupos: grupo observacional (GO) com 83/103 (80,5%) e grupo
controle (GC) com 20/103 (19,5%) amostras. Resultados: No Grupo observacional,
52% (43/83) foram positivas para IgA. Observou-se gue entre as positivas 30/43 (70%)
eram lactantes que fizeram Esquema Vacinal Priméario antes da gravidez e 13 (30%)
fizeram Esquema Vacinal Priméario durante a gravidez ou apds o parto. Nao foram
identificadas amostras positivas para IgG no Grupo Observacional. No Grupo
Controle, 20/103 amostras foram avaliadas antes do processo de pasteurizacao, ou
seja, Leite Humano Cru (LHC), e as mesmas amostras foram avaliadas apos a
pasteurizagéo (LHP). No Leite Humano Cru (LHC), 11/20 (55%) foram positivos para
IgA e 3/20 (15%) foram inconclusivos para IgA e IgG. No grupo controle ndo houve
diferenca estatistica entre os resultados positivos para anticorpos especificos no Leite
Humano Cru e Pasteurizado. Conclusdo: Houve predominio da presenca de IgA anti-
SARS-CoV-2 no leite humano entre as mulheres que realizaram o Esquema Vacinal
Primario antes da gestacdo, com maior nivel de IgA entre aquelas que fizeram o
Esquema Vacinal Completo com quatro doses antes do parto. Nao foi observado

correlagdes do conteudo de IgA e as condi¢cdes econdmicas da mée.

Palavras-chave: Covid-19; Anticorpos; Leite materno.



ABSTRACT

This study aimed to investigate the presence of IgA and IgG antibodies, specific for
Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS-CoV-2), in human milk from 103 lactating
women submitted to the Primary Vaccination Scheme (PVS) before or during
pregnancy or after delivery. The influence of pasteurization on human milk, the number
of vaccine doses received and the economic aspects of the mother were evaluated.
The samples were collected and stored in the public milk bank in the city of Teresina/PlI,
subjected to pasteurization (heated to a temperature of 62.5 °C and cooled to 5 °C and
analyzed by immunoenzymatic assays. The samples were divided into two groups:
observational group (OG) with 83/103 (80.5%) and control group (CG) with 20/103
(19.5%) samples. Results: In the observational group, 52% (43/83) were positive for
IgA. It was observed that among the positive ones, 30/43 (70%) were lactating women
who had undergone the Primary Vaccination Scheme before pregnancy and 13 (30%)
had undergone the Primary Vaccination Scheme during pregnancy or after delivery.
No positive samples for IgG were identified in the Observational Group. In the Control
Group, 20/103 samples were evaluated before the pasteurization process, that is, Raw
Human Milk (RBM), and the same samples were evaluated after pasteurization (PBM).
In Raw Human Milk (RBM), 11/20 (55%) were positive for IgA and 3/20 (15%) were
inconclusive for IgA and 1gG. In the control group, there was no statistical difference
between the positive results for specific antibodies in Raw and Pasteurized Human
Milk. Conclusion: There was a predominance of the presence of anti-SARS-CoV-2 IgA
in human milk among women who underwent the Primary Vaccination Schedule before
pregnancy, with a higher level of IgA among those who underwent the Complete
Vaccination Schedule with four doses before delivery. No correlations were observed

between IgA content and the mother's economic conditions.

Descriptors: Covid-19; Antibodies; Breast milk.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

Esse estudo tem seu carater inédito e trouxe como objetivo investigar a presenca de
anticorpos IgA e IgG especificos para SARS-CoV-2 no leite materno de mulheres
submetidas a esquemas vacinais primario antes, durante a gravidez ou no periodo
pés-parto. Também foram avaliadas a influéncia da pasteurizacdo do leite, da
guantidade de doses de vacina recebidas e dos aspectos econémicos da mae. As
amostras de leite humano foram coletadas e processadas no Banco de Leite Humano
de uma maternidade publica do Piaui, e analisadas no laboratério de virologia clinica
molecular, localizado na USP/S&o Paulo, no qual foram realizados ensaios
imunoenziméaticos. Assim, os achados desse estudo, se fazem necesséarios para
promover o embasamento cientifico, promover reflexdes sobre os efeitos da
vacinagcao nas gestantes e lactantes, incentivar o aleitamento materno, e ampliar os
ndameros de doagOes de leite humano aos bancos de leite, além de contribuir para
minimizar a morbimortalidade neonatal pela doenca, haja vista a propensédo das
lactantes a infeccdo da Covid-19 e o risco de contagio do recém-nascido e suas

repercussoes.
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1 INTRODUCAO

Conforme a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a imuniza¢@o é o processo
pelo qual uma pessoa se torna resistente a uma doencga. A imunidade pode ser ativa
naturalmente, o que ocorre através do contato com certas doencas, ou induzida por
vacinas. As vacinas estimulam o sistema imunoldégico de um individuo a produzir
anticorpos especificos contra patégenos. Uma das principais causas de morbidade e
mortalidade infantil s&o as doencas infecciosas. O leite materno humano constitui
anticorpos que atuardo nas defesas dos recém-nascidos contra doencas infecciosas.
O leite materno é um exemplo de imunidade passiva (OMS, 2023; DEMERS-
MATHIEU et al., 2021).

A imunidade passiva natural é a passagem de imunoglobulinas por via
transplacentaria e através do leite materno, que depende do estado imunolégico
materno. A imunidade passiva artificial € a passagem de anticorpos prontos no soro.
Da classe das imunoglobulinas G (IgG), elas séo transferidas através da placenta para
a corrente sanguinea fetal durante a gravidez, para fornecer imunidade sistémica e
cumprir seu papel protetor nos primeiros meses de vida. Apds 0 nascimento, as
nutrizes continuam a transferir anticorpos derivados do leite para o recém-nascido,
proporcionando imunidade passiva nos primeiros meses de vida. O leite materno
contém, entre iniUmeros componentes imunologicamente protetores, citocinas,
glicoproteinas, oligossacarideos e anticorpos como IgM, IgG e IgA maternos
(HUNAGUND et al., 2022).

Nesse aspecto, os lactentes amamentados apresentam menos episodios de
infeccbes respiratdrias em resposta ao efeito de componentes imunoldgicos
naturalmente encontrados no leite materno, como anticorpos especificos, IgA, com
acao significativa nas superficies mucosas do trato respiratorio e intestinal. Assim, a
IgA do leite materno pode fornecer protecdo contra doengas especificas nas vias
aéreas e prevenir a ligacdo microbiana aos receptores do hospedeiro nas células
epiteliais intestinais, aprisionando microrganismos patogénicos no muco e
aumentando os movimentos ciliares, removendo patogenos invasores (MANTIS,
ROL, CORTHES, 2011).



O leite humano € considerado o alimento mais adequado tanto para recém-
nascidos a termo quanto para prematuros, pois possui composi¢cado nutricional
balanceada e componentes bioativos, que favorecem a imunoprotecdo do recém-
nascido. Esses componentes sdo variaveis e dependem do estado imunoldgico
materno. Alguns recém-nascidos, especialmente aqueles em situacdo de
vulnerabilidade, como os prematuros internados em unidades de terapia intensiva
neonatal, apresentam os bancos de leite humano como importantes aliados da saude
(MANTIS et al., 2011; RODRIGUEZ-CAMEJO et al., 2020).

As diretrizes internacionais recomendam que o leite humano doado aos bancos
de leite humanos seja pasteurizado pelo método Holder (62,5 °C por 30 min). No
entanto, o tratamento pode interferir em sua composi¢cao imunologica. Como o leite
materno possui diferentes fases, na fase do colostro hd maior concentracdo de
compostos bioativos, e na fase do leite maduro concentra-se o maior nimero de
doacbes aos bancos de leite. Ha necessidade de conhecer as variagcdes nos
componentes imunolégicos do leite ao longo do tempo (RODRIGUEZ-CAMEJO, et al.,
2020; HAN et al., 2022).

A vacinacado durante a gravidez e lactacao oferece protecdo imunoldgica para
a mae, bem como beneficios imunolégicos para a crianca. Mulheres gravidas e
puérperas podem ser mais vulneraveis a doencas infecciosas, como a Covid-19.
Existem poucos estudos com leite humano pasteurizado realizados no Brasil. E
importante conhecer fatores que podem interferir para a presenca ou auséncia desses
elementos, como por exemplo o esquema vacinal aplicado contra Covid-19. Assim, as
vacinas servem como um componente critico dos cuidados preventivos de salde para
essas mulheres e uma importante intervencédo de saude publica. As maes vacinadas
forneceram anticorpos contra 0 SARS-CoV-2 ao feto por meio da amamentacéo
(HUNAGUND et al., 2022; BRASIL, 2012).
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2 OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi investigar a presenca de anticorpos IgA e IgG
especificos para SARS-CoV-2 no leite materno de mulheres submetidas ao Esquema
de Vacinagdo Primario para Covid-19 antes ou durante a gravidez ou no periodo ap6s
0 parto.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a influéncia do processo de pasteurizacdo para a presenca de
anticorpos especificos SARS-CoV-2 IgA e IgG no leite materno.

e Analisar o conteudo de anticorpos especificos para SARS-CoV-2 IgA e as
guantidades de doses da vacina contra Covid-19 recebidas.

e Avaliar se existe correlacdo entre o contetdo dos anticorpos especificos para
SARS-CoV-2 IgA e os aspectos econdmicos da mée.



3 REVISAO DE LITERATURA

Em 2019 ocorreu em Wuhan, na China, um surto de pneumonia grave de
origem desconhecida e com alto poder de contaminag&o. Cientistas chineses
revelaram a origem do virus, da familia dos coronavirus, denominado especificamente
como SARS-CoV-2. Com a contaminacdo em diversos paises, foi declarada em 2020
pela OMS, pandemia. O quadro infeccioso era caracterizado por infeccao respiratoria
aguda, potencialmente grave, e de elevado poder de transmissao por via aérea e de
contato; de apresentacdo clinica variavel, de casos assintomaticos as formas mais
graves, com comprometimento e faléncia respiratéria. Os sintomas comumente
observados foram: febre, tosse, coriza, dor de garganta, anosmia, ageusia, disturbios
gastrointestinais, astenia, hiporexia e dispneia (BRASIL, 2020).

A Covid-19 (coronavirus disease 2019, em portugués, doenca por coronavirus
2019) é uma doenca associada a infeccdo por SARS-CoV-2 (severe acute respiratory
syndrome coronavirus, em portugués, sindrome respiratéria aguda grave pelo novo
coronavirus). A maioria das pessoas com Covid-19 desenvolve a forma leve da
doenca, sem complicacdes, porém algumas podem ser graves. Com maior
probabilidade de desfechos negativos associados aos idosos, doentes crdnicos e
imunossuprimidos. Também foram incluidos nos grupos de risco para possiveis
complicacBes da sindrome gripal, as gestantes em qualquer idade gestacional,
puérperas até duas semanas apés 03 parto (incluindo aborto ou perda fetal) e criancas
menores de 5 anos (CARDOSO et al., 2021).

No Brasil durante a pandemia para o melhor planejamento das acdes e
controle em saude, optou-se pela identificagcdo dos grupos de risco, a exemplo de
idosos, hipertensos, individuos com problemas respiratorios crénicos, como também

as gestantes e puérperas (PAZ et al., 2020).

O Ministério da Saude no Brasil divulga dados do Boletim Epidemiol6gico em
maio de 2023 no qual foram registrados 137.945 casos e 1.458 Gbitos registrados por
Covid-19, em semanas anteriores em abril de 2023, foram 168.717 casos e 1.277
Obitos pelas secretarias estaduais de saude demonstrando uma reducéao de 39,9%
dos casos e um aumento de 12,4% dos o6bitos. Foi possivel observar, uma reducéo

na taxa de incidéncia de 40,0%. Contudo, a taxa de mortalidade e letalidade
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aumentaram 12,0% e 51,4% respectivamente em maio. Conforme dados do Sistema
de Informacdo da Vigilancia da Gripe (SIVEP - Gripe), em abril de 2023, foram
notificados 3.551 casos de Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG) por Covid-19
e 2.492 em maio de 2023, demonstrando uma tendéncia de reducdo de 30%. Nas
semanas epidemiologicas em maio de 2023, observou-se que maior incidéncia e
mortalidade entre idosos de 60 anos ou mais e criangas com 4 anos ou menos. A
unidade da Federacdo (UF) com a maior incidéncia de casos de SRAG por covid-19
notificados em maio de 2023 foi o Distrito Federal, seguido da Paraiba, Sergipe e Rio
Grande do Sul. Quanto a mortalidade de SRAG por Covid-19, Sergipe foi a UF com a
maior taxa apresentada no mesmo periodo, seguido da Paraiba, do Rio Grande do
Norte e do Acre. De forma geral, existe uma disposi¢ao de reducao, tanto da incidéncia
qguanto da mortalidade de SRAG por Covid-19, a partir de marco de 2023 (BRASIL,
2023).

Considera-se a pandemia de Covid-19, um dos acontecimentos mais chocantes
na histéria recente da Saude Publica, tendo sido chamado de “evento incapacitante
em massa”’. Consequéncias diretas de curto, médio e longo prazos foram trazidas
sobre aqueles que adoeceram e a politica e ao planejamento de saude, além dos
efeitos indiretos altamente disruptivos sobre a salude das popula¢des, como também
repercutindo negativamente em ofertas de programas preventivos, como a vacinagao
(WERNECK, 2023).

A Secretaria da Atencdo Priméaria a Saude informou que as puérperas tém
maior risco de gravidade se infectadas pelo virus, tornando assim, primordial as acfes
de prevencdo. As puérperas podem apresentar alteracbes fisicas, hormonais e
emocionais inerentes a esta fase, necessitando de mudancas de habitos em relacéo

ao cuidado com o bebé e o aleitamento (PAZ et al., 2020).

Os sintomas clinicos de Covid-19 em mulheres gravidas, assemelham-se das
nao gravidas. Na China, houve a avaliacdo de 118 gestantes com Covid-19 (64%
infectadas no terceiro trimestre): febre e tosse em 75% e 73%, respectivamente;
linfopenia em 44% das pacientes e forma leve da doenca em 92%. A condig&o grave
em 8% das mulheres, com auséncia de oObitos. A infec¢do por Covid-19, nesse ciclo

da vida, pode levar a evolugcdo clinica e desfechos obstétricos desfavoraveis:



sofrimento fetal, aborto espontaneo, dificuldade respiratoria, prematuridade e maior
necessidade de parto cirtrgico (CARDOSO et al., 2021).

Ha necessidade de maiores esclarecimentos dos efeitos da infecgdo por
Covid-19 durante a gestacao, puerpério e lactantes. Como também ao recém-nascido,
pois ndo se sabe com exatiddo sobre 0s impactos e repercussfes, uma vez que é
preciso confirmacdo através de estudos clinicos, amplos e bem fundamentados,
quanto a possibilidade de transmissdo vertical. O sistema imune de neonatos é
imaturo, incapaz de combater o virus de forma ativa, 0 que requer maior cuidado e
investigacdo dos casos confirmados pela equipe de saude (MACHADO et al., 2020;
COSTA et al., 2021).

Os recém-nascidos nao apresentam manifestacdes sintomaticas classicas,
provavelmente devido a imunoglobulina G materna, transferida via placenta ao
neonato, como também através do leite materno, que transfere os anticorpos
responsaveis por desencadear uma acao protetora para a infecgéo, reafirmando os
beneficios e o fator protetivo da amamentacdo (BUONSENSO et al., 2020).

Os recém-nascidos recebem através do LH, além dos nutrientes necessarios
ao seu crescimento e desenvolvimento, 0s componentes bioativos adaptados as suas
necessidades (RODRIGUEZ-CAMEJO et al., 2020).

O LH possui fases distintas, a fase do colostro (até o sexto dia pds parto),nessa
fase o leite possui maior concentracdo de compostos bioativos, no qual contém
proteinas e anticorpos, cor amarelada; na fase de transicéo (entre o 6 e 15° dia pés-
parto), o leite ja estara mais denso e volumoso, rico em gorduras e carboidratos, e na
fase do leite maduro (por volta do 25° pds-parto), o leite ja possui uma aparéncia
consistente e esbranquicada, contém gordura, proteina, carboidratos e outros
nutrientes, no qual se concentram 0s maiores numeros de doac¢des aos bancos de
leite (RODRIGUEZ-CAMEJO et al., 2020).

3.1 ALEITAMENTO MATERNO
O melhor alimento ao RN a termo e prematuro € o leite materno. Os fatores

protetores contra infeccédo estéo presentes tanto no colostro quanto no leite maduro,

e sdo responsaveis pela menor incidéncia de infeccbes quando comparado com 0s
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bebés alimentados com formulas. O contato precoce ao seio ajuda a manter regular a
temperatura e a taxa de glicose sanguinea. Além disso, o0 aleitamento materno esta
diretamente relacionado a formacéao fisiolégica e emocional, onde o desmame precoce
pode estar relacionado a transtornos psiquicos como a depressdao materna. Como
também, promove o maior vinculo afetivo entre mée e filho, além de ser uma estratégia
de alto impacto na redugéao de mortalidade em criangcas menores de 5 anos (SILVA et
al., 2020).

O Aleitamento Materno Exclusivo (AME) tem relacdo direta com a reducéo de
Obitos por doencas infectocontagiosas, através da sua capacidade imunoprotetora. O
AME é o aleitamento sob livre demanda, pode ser realizado direto da mama ou
ordenhado, até o sexto més de vida, no qual permite apenas a ingestao de medicacéo,
vitaminas e mineral. O parto ceséareo eletivo, representa risco para 0 desmame
precoce, como também a primiparidade e o uso de chupeta. Além desses, o
despreparo de profissionais de saude durante o acompanhamento no pré-natal e
puerpério para a promoc¢ao do AME, atuando as vezes isoladamente e ndo em equipe
multidisciplinar coordenada; em contrapartida os partos que sédo realizados em
maternidades que cumprem os Dez Passos para o Sucesso do Aleitamento Materno,
as mulheres com maior nimero de consultas no pré-natal, e o apoio paterno a
amamentacao tém uma relacdo positiva para o AME por mais tempo (SILVA et al.,
2020).

No Brasil existe uma queda da prevaléncia de AME. Pois, apesar de muitas
mulheres iniciarem o AME, elas desistem de forma precoce. No Brasil a estimativa de
duracdo do AME em 2008 variou conforme a regido: no Nordeste, a menor taxa; nas
capitais do pais, as taxas mais altas. Mantendo uma relac¢édo positiva do maior nivel
de conhecimento e uma maior disposicdo para o AME. O que favorece a crianga,
também traz beneficios para as méaes: diminui o risco de cancer de mama, reduz os
gastos com a alimentacdo, além de reduzir a relacdo com doencas cronicas nao
transmissiveis e a depressao pés-parto. O LM é o alimento ideal até dois anos de vida,
Unica fonte de nutrientes e agua para o crescimento e desenvolvimento do bebé até 6

meses de vida e complemento até dois anos (SILVA et al., 2020).

A OMS define AME quando a crianga recebe exclusivamente o leite materno; o

Aleitamento Materno Predominante (AMP), quando recebe o leite materno e outros



liguidos, como chés, sucos, porém estes podem apresentar riscos de contaminacgao;
e o Aleitamento Materno Misto (AMM), quando recebe leite materno e também outros
tipos de leite (formulas) e Aleitamento Materno Complementado (AMC) quando recebe,

além do leite materno, qualquer alimento solido ou semissodlido (BRASIL, 2015).

3.2 FATORES PROTETORES DO LEITE HUMANO

Existe no LH fatores protetores que estimulam o sistema imunoldgico da
criangca uma maturacdo mais rapida que se estivesse usando férmulas. Como
exemplo, os bebés que sdo amamentados produzem elevados niveis de anticorpos
em respostas as vacinas. O aleitamento materno promove a prote¢do contra invasores
por meio do colostro e do leite maduro, pois completa a imunidade recebida na vida
intrauterina, representada pela passagem transplacentéria de anticorpos e pelos
fatores de resisténcia presente no liquido amniético. As criancas amamentadas
ganham protecao extra de anticorpos e outras proteinas, além de células imunolégicas
do leite humano (SILVA et al., 2020).

O leite materno produzido até trés dias apds o parto, denominado colostro
apresenta na sua composicao fatores imunolégicos com baixo teor de gorduras, capaz
de promover a integridade celular, como também maiores taxas vitaminas E, A e Zinco.
O teor de proteinas varia de 1,2 a 1,5 g/dL, capaz de auxiliar na promocdo do
crescimento, cerca de 40% de caseina e 60% de proteinas do soro, alfalactobumina,
imunoglobulinas e enzimas. Tais fatores variam conforme as necessidades do recém-
nascido e desempenham funcéo protetora contra algumas doencas infecciosas. A
mulher através do contato com o0s microrganismos dos ambientes, desenvolve
anticorpos nos quais séo transmitidos ao filho pelo leite materno. Assim, as
imunoglobulinas protegerdo o neonato durante o periodo de inabilidade imunolégica
(SILVA et al., 2020).

O LH tem na sua composic¢ao fatores que atuam como agentes de prote¢cao no
organismo do lactente como: Imunoglobulinas (IgA, 19G, IgM, IgD e IgE), linfocitos,
macrofagos, lisozima, lactoferrina, componentes C3 e C4 do complemento,
lactoperoxidade, acidos carboxilicos livres (acidos graxos), proteinases e
oligossacarideos. Os oligossacarideos constituem o fator de crescimento da

microbiota bifida e sdo conhecidos como fator bifidus. Vale ressaltar que a IgA uma
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das imunoglobulinas mais abundantes no leite materno, conhecida como IgA
secretora, no qual € encontrada em grande quantidade ao longo dos sistemas

respiratorio e gastrintestinal dos adultos (SILVA et al., 2020).

No primeiro més na vida intrauterina inicia o desenvolvimento do sistema
imunoldgico, no saco vitelino encontra-se as células-tronco com capacidade de dar
origem a progenitores leucocitarios. Ao nascer ja estdo desenvolvidos a maioria dos
outros Orgdos e sistemas, porém o sistema imunolégico tem uma imaturidade
funcional que se desenvolvera ao longo da infancia e adolescéncia a medida que ha
exposicdo aos antigenos. E ao longo da vida que ocorre a evolucdo dos elementos
celulares e humorais. Os mecanismos da imunidade inata se desenvolvem mais
rapido que a imunidade adaptativa, e entre os constituintes da imunidade adaptativa
(linfécitos T e B), o completo potencial de formar anticorpos € a Ultima a ser adquirida,
0 que s6 ocorre no final da infancia ou inicio da adolescéncia para anticorpos IgA
séricos (ZHENG, 2022).

A suscetibilidade de recém-nascidos e lactentes a infec¢des €, em grande patrte,
compensado pela aquisicdo passiva de imunidade que acontecem através de por dois
mecanismos: a transmissao transplacentaria de anticorpos e a amamentacao,
capazes de promover protecdo transitoria sistémica e mucosa, respectivamente,
nessa fase. A vacinacao durante a gestacdo promove a protecdo do binbmio, mée e
filho, previne infeccdes tanto na mae quanto no feto e neste ultimo, além de prevenir
a infecgdo intrauterina, a vacinagdo materna induz uma resposta de anticorpos IgG
que sera transmitida ao feto via transplacentéria, reduzindo potencialmente a
gravidade de doencas neonatais. O transporte transplacentario de anticorpos IgG
protege temporariamente o neonato contra patégenos aos quais a mae foi exposta
durante sua vida (ZHENG, 2022).

A medida que o lactente entra em contato com antigenos ambientais e vacinais,
produz seus proprios anticorpos, como também acontece a reducao dos niveis de
anticorpos adquiridos da mée. Sugere-se que a meia-vida da IgG materna transferida
em lactentes é de 21 a 28 dias e que o transporte seja restrito aos anticorpos da classe
IgG, feito fundamentalmente pela ligacdo das porcdes Fc (Fragmento cristalizado —
responsavel por determinar a funcdo do anticorpo) dessas moléculas com os

receptores FcRn (receptor Fc neonatal) presentes nas células sinciciotrofoblasticas da



placenta. Assim, a concentracéo de IgG materna adquirida pelo RN na gestacao, sofre
influéncia dos niveis de IgGs totais e patdgeno-especificas, subclasses de IgG, idade
gestacional ao nascer e a coexisténcia de infeccbes maternas que aumentam ou
diminuem o transporte de anticorpos ou mesmo afetam a integridade da placenta.
Entender os fatores que afetam a transferéncia placentaria de anticorpos IgG é
essencial para explorar esse mecanismo em beneficio do RN (ZHENG, 2022).

Vacinar a gestante é uma estratégia que permite a transferéncia de altos niveis
de anticorpos IgG especificos para o neonato, e oferecer protecdo sistémica por
semanas ap6s 0 nascimento, porém existem relatos que altos niveis de anticorpos
IgG maternos pos-imunizacdo pode diminuir a resposta de anticorpos infantis no
momento da primeira dose da imunizacédo ativa. A gravidez € um periodo de alto risco
para infeccdo e aumentos na mortalidade materna e fetal em relacéo a populacédo em
geral o que pode ser observado durante a epidemia de HIN1 e posteriormente com
Covid-19. Assim, a imunizacdo materna € uma boa estratégia na prevencéao de tais
doencas em gestantes, fetos e recém-nascidos, jA que as gestantes sdo uma
populacao saudavel e respondem bem as vacinas, devendo ser administradas durante
o pré-natal (ZHENG, 2022).

3.3 REPERCUSSOES EM RECEM-NASCIDOS INFECTADOS PELO NOVO
CORONAVIRUS

As mulheres gestantes no segundo e terceiro trimestre, e/ou no puerpério tem
maior probabilidade de complicacdes causadas pela infeccdo em relacdo a outros
grupos, devido as alteracbes observadas durante a gestacdo. Precisa-se de
esclarecimentos quanto aos impactos e repercussdes da Covid-19 no RN, uma vez
que € necesséaria confirmacdo através de estudos clinicos amplos e bem
fundamentados quanto a possibilidade de transmissao vertical. O sistema imune de
neonatos é imaturo e, portanto, incapaz de combater o virus de forma ativa,
requerendo maior cuidado e acompanhamento dos casos confirmados pela equipe de

saude (COSTA et al., 2021, MACHADO et al., 2020).

Para a possibilidade de transmissao do virus durante a gestacao deve-se levar
em consideracdo a correlacdo da infeccdo por Covid-19 e a gravidez, com o parto

prematuro e 0 peso ao nascer, além da possibilidade de transmissédo vertical.
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Verificou-se casos com niveis de reagentes IgM encontrados precocemente em
neonatos, o que s6 é possivel devido a producdo de IgM no feto em resposta a
transmisséo vertical do SARS-CoV-2 (ARAUJO; MELO, 2020).

Em estudo realizado na China, foi analisado o caso de recém-nascido
clinicamente diagnosticado com infeccdo por Covid-19, com teste de RT-PCR
(Transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase, no inglés reverse
transcription polymerase chain reaction), o exame padréo-ouro para o diagnostico da
Covid-19, mesmo apés ter sido negativado por duas vezes para SARS-CoV-2. Nesse
caso duas horas apés o nascimento, o lactente apresentou-se dispneico e foi
documentado um elevado nivel de IgM de SARS-CoV-2 (YANG et al., 2020).

O Ministério da Saude e érgdos como a OMS, Centers for Disease Control and
Prevention e Sociedade Brasileira de Pediatria recomendaram a manutencdo do
aleitamento materno de maes infectadas pelo virus SARS-CoV-2, mesmo sendo
considerado a provavel transmisséo para o RN, existe um inegavel valor nutricional e
protetivo agregado ao leite materno quanto a passagem de anticorpos maternos para
o RN. Porém, orienta-se que durante o aleitamento, a mulher siga as recomendacfes
e medidas protetivas com a utilizacdo de mascara facial durante a mamada e lavagem
das maos antes e apo6s o processo (BRASIL, 2020; SBP, 2020; CDC, 2020).

Numa unidade hospitalar buscou-se investigar, descrever o tratamento e
acompanhamento de RN infectados, porém ndo houve indicios de inapeténcia, além
de auséncia de sintomatologia tipica de Covid-19, como tosse, diarreia ou estado febril.
Na unidade hospitalar, observou-se apenas um RN que apresentou leves desvios na
saturacdo de oxigénio e congestao nasal leve. E para o tratamento a equipe de saude
usou antibiéticos na prevencéao de sepse (BOHMOVA, FLEMING; GRATTAN, 2020).

Um dos principais achados entre os RN com Covid-19 transmitidos da méae foi
a sepse neonatal tardia. Ainda ndo foi documentada a transmisséao vertical da doenca,
mas estudos apontam sua possibilidade. Assim, destaca-se a importancia dos
cuidados tanto com a transmisséo horizontal de mée para filho, quanto com a vertical,
uma vez que podem levar ao parto prematuro, a ruptura prematura das membranas e
ao sofrimento fetal (YEE et al., 2020).

Manifestagfes clinicas tardias e graves em criancas infectadas pelo SARS

CoV-2, estdo sendo monitoradas por pesquisadores, através de casos que evoluiram



para uma resposta inflamatéria sistémica grave. A Sindrome Inflamatéria
Multissistémica da Crianca (MIS-C), pode ser de extrema gravidade clinica com
elevacdo de marcadores inflamatorios, o que causam disfuncdes multiplas nos 6rgéaos,
comprometimentos dos sistemas gastrointestinal, cardiovascular e respiratorio. Para
o tratamento, o uso de medica¢des anti-inflamatorias, corticosterbides e a
imunoglobulina, deve ser realizado o mais precocemente possivel (FIOCRUZ, 2020).

3.4 PASTEURIZACAO

Os microrganismos que compdem a microbiota do leite humano ordenhado
podem ser classificados quanto a origem ou a patogenicidade. Os considerados
contaminantes primarios sdo aqueles que passam diretamente da corrente sanguinea
para o leite, como no caso o HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana); e secundarios
sao os que ficam nas regides mais externas dos canais mamilares e 0 meio exterior.
Independentemente de sua origem, 0s integrantes da microbiota primaria e
secundaria podem ainda ser classificados como saprofitos ou patogénicos (ALMEIDA,
1999, BRASIL, 2001, BRASIL, 2006).

Para assegurar a qualidade sanitaria do leite humano ordenhado destinado aos
recém-nascidos internados em Unidade de Terapias intensiva (UTI), € necessario a
realizacdo de procedimentos adequados, pois esse leite ndo pode apresentar
microrganismos em quantidade ou qualidade capazes de representar agravos a saude
(SILVA, 2004).

Um método eficaz indicado é a pasteurizacdo, técnica conhecida e praticada
no campo da tecnologia de alimentos. Esse é um tratamento térmico aplicado ao leite
humano, e tem como referéncia a inativacdo térmica dos microrganismos mais
termorresistente, a Coxiella burnetti. Uma vez observado o binbmio temperatura de
inativacao e tempo de exposi¢cado, no qual apresentam a capacidade de promover a
inativacdo desses microrganismos, com isso € assegurado que os demais patdégenos

também estardo termicamente inativados (BRASIL, 2001).

O processo de pasteurizagao foi realizado nesse estudo segundo o protocolo
praticado pela Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano (rBLH-BR). O leite humano

ordenhado cru coletado e aprovado pelo controle de qualidade foi pasteurizado a
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62,5 °C por 30 min apds o tempo de pré-aquecimento. A pasteurizacdo nao visa a
esterilizac&o do leite, mas sim a uma letalidade que garanta a inativacéo de 100% dos
microrganismos patogénicos passiveis de estar presentes, quer por contaminagao
primaria ou secundaria, além de 99,99% da microbiota saproéfito ou normal (BRASIL,
2001).



4 METODOLOGIA

Estudo observacional realizado com 103 amostras de leite materno de
mulheres submetidas ao EVP contra a Covid-19 antes ou durante a gravidez ou ap6s
o parto e analisadas por meio de ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para a presenca
de anticorpos especificos para SARS-CoV-2 IgG e IgA. Este estudo buscou
compreender as relacdes de causa e efeito, quanto ao conteudo de IgA anti-SARS-
CoV-2, variavel dependente. As amostras de leite materno foram organizadas
aleatoriamente em grupos, um grupo controle (GC), e um grupo observacional (GO).
Foi realizada a investigacéo quanto aos efeitos das varidveis independentes: processo
de pasteurizacdo; fases do leite materno; esquemas vacinais (Esquema Vacinal
Primario, EVP, aplicado antes ou durante a gravidez ou puerpério e Esquema Vacinal
Completo, EVC, com diferentes nimeros de doses da vacina contra Covid-19
aplicados); e as condi¢cdes econdmicas da mée.

Os doadores voluntarios vieram do BLH da Maternidade Dona Evangelina
Rosa, em Teresina, Piaui, Nordeste do Brasil. A coleta de dados ocorreu entre maio
e outubro de 2022, apds o aceite e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Foram coletadas amostras de leite humano, armazenadas no
banco de leite. No GO com 83/103 e no GC, foram utilizadas 20/103 amostras de leite
materno as quais foram analisadas antes da pasteurizacéo, ou seja, Leite Humano

Cru (LHC) e também apds a pasteurizacéo (LHP).

Este estudo foi realizado no Banco de Leite Humano da Maternidade Dona
Evangelina Rosa (BLH-MDER), hospital terciario de assisténcia a mées e bebés,
localizada em Teresina, Piaui, Nordeste do Brasil. As amostras de leite humano
ordenhado foram provenientes de doadoras voluntarias do banco de leite da referida
maternidade.

No Brasil, 0 MS deu inicio a campanha nacional de vacinacao contra Covid-19,
em janeiro de 2021, com o envio das primeiras doses pelo MS, aos estados e ao
Distrito Federal. E quase trés anos apds essa data de inicio, cerca de 80,2% dos
brasileiros com mais de 6 meses de idade completaram o EVP ou basico, no qual
foram aplicados duas doses ou dose Unica, dependendo do tipo de vacina
administrado. O MS considera como esquemas vacinais para Covid-19, o EVP e o
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EVC (Esquema Vacinal Completo) no qual estédo inclusas também as doses de reforgo
(BRASIL, 2023).
Assim, para esse estudo foram consideradas vacinadas as doadoras que

realizaram no minimo o EVP ou basico da Covid-19.

4.1 COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O estudo foi conduzido em conformidade os preceitos fundamentais da
Resolugdo do Conselho Nacional de Saude — CNS 466/12, que trata das Diretrizes e
Normas de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos. O estudo foi submetido a
Plataforma Brasil e aprovado através do parecer 55743622.4.0000.5494 pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Brasil (ANEXO Il) e comiss&o de ética em
Pesquisa da Maternidade Dona Evangelina Rosa. Os dados foram coletados apés

aprovacao da Plataforma Brasil.

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS PARA DETECCAO DE ANTICORPOS

A coleta ocorreu entre maio e outubro de 2022, apdés intensa sensibilizacdo do
publico-alvo no municipio de Teresina, com apoio dos profissionais de Saude da
Estratégia de Saude da Familia, e divulgacdo na midia para ampliacdo de doacdes.
Antes da coleta da amostra realizava-se a orientacdo e esclarecimento as
participantes quanto os objetivos, importancia, riscos e beneficios da pesquisa e
guanto ao sigilo e possibilidade de sair do estudo a qualquer momento, e ap0s o

aceite, a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

As participantes da pesquisa preencheram uma ficha de cadastro das doadoras
do banco de leite (Anexo |), cadastro preenchido por todas as doadoras voluntarias
de LH da referida maternidade. Em seguida foram realizadas as coletas do leite
materno por meio de ordenha manual. Apds a assinatura do termo de consentimento
pelas doadoras quanto a aceitacdo em participar da pesquisa, foram realizadas as
identificagfes dos tubos de ensaios com os cédigos, escolhidos de forma aleatéria,
para manter em sigilo a identidade da doadora. Realizou-se a separacao das amostras

conforme o grupo, controle ou experimental.



A coleta do LH foi a sua totalidade realizada domiciliar por meio de ordenha
manual em frascos estéreis homologados, mantidos permanentemente em cadeia de
frio, no domicilio, sob congelamento, devidamente identificado de forma a garantir sua

rastreabilidade e sigilo da doacéo.

As amostras foram coletadas por meio de ordenha manual. As amostras do
grupo experimental foram submetidas ao processo de pasteurizacdo. Apos as coletas
de todas as amostras foram realizados ensaios imunoenziméticos no laboratério de
Virologia Clinica Molecular do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sédo Paulo (LVCM/USP/SP). Os imunoensaios foram aplicados, para a deteccao de

anticorpos especificos da SARS-CoV-2 (IgG e IgA).

O processo de pasteurizagéo foi realizado segundo o protocolo praticado pela

rBLH, conforme descrito a seguir:

4.3 TECNICA DE PASTEURIZACAO

1. Regula-se o banho-maria a temperatura de operacao (suficiente para atingir 62,5

°C no ponto frio) e espera-se a estabilizacao.

2. Considera-se o equipamento estavel e pronto para entrar em operacao quando a
luz-piloto acende e apaga trés vezes consecutivas, e a temperatura de operagéao se

mantem estavel.

3. Carrega-se o banho-maria com os frascos contendo o leite a ser pasteurizado.
4. Utiliza-se sempre embalagens padronizadas.

5. O nivel de leite no interior da embalagem fica abaixo do nivel da 4gua do banho-

maria.

6. Em func&o do desprendimento de ar dissolvido no leite humano durante o processo
de aquecimento, o rosqueamento das tampas fica com folga de Y de volta
(embalagem semifechada).

7. Inicia-se a marcacao do tempo de letalidade térmica (30 min) a partir do momento
em que a temperatura do LH atingi a marca de 62,5 °C (tempo de pré-aquecimento).
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8. O tempo de processamento depende do tipo, do volume e do niumero de frascos
utilizados durante a pasteurizacao.

9.Transcorridos os 30 min relativos a letalidade térmica, promove-se o resfriamento

dos frascos até que o leite humano atinge uma temperatura igual ou inferior a 5 °C.

10. O resfriamento dos frascos pdde ser obtido pela imersdo dos recipientes em um
banho contendo dgua e gelo (SILVA, 2004).

4.3.1 Monitoramento do processo

* A pasteurizagao do LH foi monitorada a cada cinco minutos, com registro da

temperatura em planilha especifica no momento da averiguacao.

+. Nao se permitiu oscilagdo da temperatura superior a 0,1 °C (SILVA, 2004).

4.3.2 Afericdo do equipamento

O equipamento foi aferido apds a realizacdo de 30 ciclos de pasteurizacéo,

repetindo-se as curvas de penetracao de calor.

4.4 PARTICIPANTES DA PESQUISA

As participantes enquanto doadoras cadastradas seguiram todos os protocolos
recomendados pelo Banco de Leite Humano (BLH) quais sejam as normativas
contidas na Resolucdo - RDC 171 (2006), ANVISA, e Normas Técnicas da rBLH,
desde o cadastro inicial até a ultima etapa da coleta de LH.

Os riscos presentes foram os riscos de graus minimos. Pois pode haver algum
desconforto ou constrangimento ao responder alguma questédo. No entanto, todos os
dados coletados foram mantidos em sigilo, sendo assegurado total anonimato, como

nome ou qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, ser



identificado pelos pesquisadores (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens Ill.2.i e
IV.3.e).

4.5 AMOSTRAGEM

O estudo foi realizado com 103 amostras de LH, ordenhado cru, provenientes
de lactantes submetidas a EVP antes ou durante a gravidez e apds o parto contra
Covid-19, doadoras voluntarias do banco de leite da MDER, em Teresina, capital do
Piaui, Nordeste do Brasil.

O GC, composto de 20 amostras de leite humano cru (LHC), sendo analisadas
através de ensaios imunoenzimaticos antes do processo de pasteurizacdo, como
também as mesmas amostras foram analisadas ap0s o processo de pasteurizacao
(LHP) e o GO, composto de 83 amostras de LH submetidas ao processo de
pasteurizagao.

Para as amostras do grupo controle foram separados 1 mL do LHC em tubos
de ensaios estéreis, para analise imunoenzimatico, como também 1 mL de LHC para
serem submetidas ao processo de pasteurizacdo (LHP), ou seja, 2 mL de LH
provenientes de uma mesma doadora. As amostras eram identificadas e organizadas
em bandejas conforme o grupo selecionado e armazenado em freezer entre -20 °C a
-22 °C.

O GC teve numero de participantes limitado por orientacéo do préprio banco de
leite, por necessitar de um maior volume de leite.

O processo de pasteurizagao realizado foi o recomendado pela rBLH, em que
as amostras de LH eram submetidas em embalagens e volumes padronizadas em
pasteurizador calibrado para no maximo 65 °C e apés, submetidas a pré-aguecimento
e ao atingir a temperatura de 62,5 °C e transcorrido 30 min estaveis, eram resfriadas
rapidamente em até 13 min a uma temperatura igual ou inferior a 5 °C. Apés, foram
extraidas aliquotas de 1 mL do LHP em tubos de ensaios (eppendorfs), identificados,
e organizados em bandejas, segundo o grupo participante, e armazenados em freezer
entre -20 °C a -22 °C.

ApOs a coleta, as amostras, foram encaminhadas ao LVCM/USP/SP. Para o
transporte, as amostras foram organizadas e armazenadas em caixa de transporte,
em isopor, e gelo seco, devidamente lacrado, identificado e enviado pelos correios,

pela logistica da Rede Virus, com toda agilidade e seguranca necessaria a operacgao.
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4.6 ANALISE DAS AMOSTRAS

As amostras foram submetidas aos ensaios de imunoabsor¢cdo enzimatica
(ELISA, enzyme linked immunosobent assay), para deteccdo de anticorpos
especificos para SARS-CoV-2, por este ser um método sensivel e rapido para
deteccdo de imunoglobulinas como: IgA e IgG (MAGNO et al, 2020).

Para a analise das amostras, estas passaram por trés etapas: 12 Etapa:
Preparo das amostras: As amostras primariamente coletadas e acondicionadas, foram
descongeladas, em geladeira e homogeneizadas com auxilio de agitador de
microtubos, para que fossem realizadas aliquotas de 350 uL a partir da amostra
principal, construindo assim um banco trabalho da amostragem. 22 Etapa: Realizacao
dos ensaios na plataforma de ELISA por meio do uso de kit comercial e execucéo do

método in house. 32 Etapa: Obtencéo e anélise dos dados.

4.6.1 Ensaio de ELISA para deteccao de IgA

O ensaio de escolha para deteccao e analise qualitativa das IgA, foi o método
de ELISA com antigeno recombinante da proteina Spike da cepa ancestral Wuhan do
SARS-CoV-2. As placas revestidas pelo antigeno foram adquiridas pela adaptacéo do
KIT comercial EUROIMMUN anti-SARS-CoV-2 IgA de soro e plasma (Figura 1), para
deteccdo de anticorpos em amostras de LH. A escolha pela adequacao para uso de
placas revestidas de um kit comercial, foi realizada devido a disponibilidade dele no
LVCM/USP/SP, que efetuou as doacdes, possibilitando a execucdo dos ensaios.
Também pelo mesmo possuir controles previamente estabelecidos, que contribuiram
como parametros de funcionamento do antigeno associado a placa.

A partir disso, para realizacdo dos ensaios de ELISA, amostras de LH
previamente conhecidas quanto ao historico de exposi¢cao das pacientes ao virus e a
esquemas de imunizagdo, com producdo de IgA sérico, foram testadas com a
finalidade de verificar o potencial de deteccdo da plataforma com o espécime, bem
como para estabelecer qual melhor diluicdo do leite para deteccéo de IgA.

O painel submetido ao kit foi previamente diluido em 1/50, 1/100 e 1/1000,
sendo todos os estagios que sucederam seguidos sem alteracdes de acordo com o
manual, o qual sucintamente compreendeu a adicdo de 100 pL/poco das amostras,

com incubacdo a 37 °C/ 60 min; seguido de trés ciclos de lavagem com solucéo



tampao de lavagem do kit, bem como a adi¢&o posterior de 100 pL/ poco de conjugado
enzimatico (Anti-lgA humano marcado com peroxidase), seguido de nova incubacgéo
37 °C/ 30 min; ao término novamente a placa passou por 03 ciclos de lavagem, sendo
acrescentados 100 pL/poco de solucdo cromdgena que reagiu por 30 min sob abrigo
de luz, etapa a qual ha interacdo da solugdo com a molécula de peroxidase
possibilitando a deteccdo das IgAs. Por fim, para encerrar a reacdo € acrescida a
mistura a solucdo de parada do kit. A medicdo fotométrica foi realizada no
comprimento de onda de 450 nm através do equipamento Loccus - Leitora de
microplacas, placas de Elisa, LMR-96.

Apés a determinacdo da melhor diluicdo para deteccao de IgA [1/100], as
amostras do estudo foram submetidas em duplicatas ao teste, bem como a cada placa
foram acrescidos como controles: o positivo para anti-SARS-CoV-2 IgA, 0 negativo
para anti-SARS-CoV-2 IgA e calibrador do kit, sendo este ultimo em duplicata. Além
dessas foram testadas amostras de leite de mulheres coletadas antes da pandemia,
de controle interno, para o estabelecimento do cut-off de cada placa, por meio do
calculo de 3 vezes o desvio-padréo, a triplicata das amostras negativas para anti-
SARS-CoV-2 IgA.

Figura 1 - Imagem do kit comercial EUROIMMUN anti-SARS-CoV-2 IgA
. e )
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Observa-se na Figura 2 a bancada preparada com os 103 microtubos cada
microtubo com 1 mL de leite humano separado e identificado, para serem submetidos

ao procedimento de aliqguotagem e distribuidas em duplicatas nas placas (Figura 3).

Figura 2 - Imagem da bancada preparada com 103 tubos de ensaio

Figura 3 -Imagem das placas organizadas.




Observa-se na Figura 3 as placas organizadas para a adicao de 100 pL/poco
das amostras, com incubacéo a 37 °C/60 min; seguido de 3 ciclos de lavagem com
Solugéo Tampéao de Lavagem do kit, bem como a adi¢ao posterior de 100 pL/poco de
conjugado enzimatico (Anti-lIgA humano marcado com peroxidase), para a deteccao

das IgAs.

4.6.2 Ensaio de ELISA para deteccao de IgG

O ensaio de ELISA para deteccdo das IgG no leite foi obtido a partir da
adaptacdo de um ELISA in house previamente padronizado conforme Wendel et al
(2020) para deteccao de anti-SARS-CoV-2 em amostras de soro e plasma. Esta
plataforma se baseou no uso do antigeno de nucleoproteina do virus (nCoV-PS-Ag7,
Fapon Biotech Inc., Dongguan, China), a partir de placas de 96 pocos de alta ligacéo,
previamente revestidas com 200 ng/poco do antigeno em solucdo tampao de
carbonato e bicarbonato de sdédio incubadas por 1 h/37 °C; e bloqueadas
posteriormente por 3 h de exposicdo a tampéo fosfato salino suplementado com
Tween 20, manitol e lisina. Apos o preparo das placas, algumas amostras do mesmo
painel de amostras de LH com caracteristicas pré-determinadas, utilizadas para
padronizar a concentracdo de uso das amostras, foi submetido ao ensaio nas
concentracdes 1/50, 1/100 e 1/1000.

Para a realizacdo da técnica os passos foram seguidos de acordo com o
protocolo de origem, que sucintamente compreenderam a adicdo de 100 pL/poco das
amostras diluidas [1/100] em tampéo diluente contendo solu¢do de Tris acrescida de
EDTA (Acido Etilendiaminotetraacético) caseina, que foram incubadas por 1 h/37 °C.
Posteriormente a incubacéo, passaram por trés ciclos de lavagem com Tamp&ao
fosfato-salino 0,05% Tween20 e novamente incubadas com 100 pL/poco de
anticorpos secundarios anti-IgG humana conjugada com peroxidase (Sigma-Aldrich
Co., Deisenhofen, Alemanha) 1 h/37 °C. Apés mais trés ciclos de lavagem final, os
pocos foram corados com 100 pL/poco de TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina, Sigma-
Aldrich Co., Deisenhofen, Alemanha) que reagiu por 10 min sob abrigo de luz, e a
reacdo foi interrompida com o acréscimo de 100 pL/poco de H2SO4 (Acido sulfarico)

0,2 N (Normal). A leitura fotométrica foi realizada no comprimento de 450 nm em leitor
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de placas. Para a conferéncia dos resultados, foram utilizadas amostras controles
determinadas no ensaio inicial com painel, mas a auséncia de leite materno controle
positivo confirmado por técnica complementar padréo-ouro, implicou na confiabilidade

do ensaio.

4.7 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Nao houve amostras excluidas.

4.8 ANALISE DOS DADOS

Foram considerados semiquantitativamente niveis de anticorpos anti-SARS-
CoV-2 IgA e IgG detectados em cada amostra usando o kit Euroimmun anti-SARS-
CoV-2 e o ELISA in house. Para o tratamento dos dados estatistico foi utilizado o
Software Graphpad Prisma v.7. ANOVA unilateral seguida de testes de comparagao
multipla de Tukey, para avaliar a significAncia estatistica entre grupos (LHC e LHP,

fases do leite, nimero de doses de vacina e niveis de IgA).



5 RESULTADOS

Este estudo foi realizado com 103 amostras de lactantes, que fizeram o EVP
antes, durante a gravidez, ou no puerpério. As amostras de LH coletadas foram
armazenadas no banco de leite da Maternidade Dona Evangelina Rosa, Teresina,
Piaui. No GO, no qual todas as amostras foram submetidas ao processo de
pasteurizacédo 83/103 amostras, obteve-se 52% (43/83) de positivos para IgA, sendo
que 30 pertenciam a lactantes que fizeram o EVP antes da gravidez, enquanto 13
fizeram EVP durante a gestac&do ou no puerpério. No GC, no qual as amostras foram
analisadas antes (LHC) e apds serem submetidas ao processo de pasteurizacao,
foram utilizadas 20/103 amostras, No LHC obteve-se 11/20 (55%) positivas para IgA
e 3/20 (15%) ficaram na faixa inconclusiva para IgA e IgG, neste grupo. No grupo
controle, observamos que nao houve diferenca estatistica entre os resultados do LHP
e LHC. Os resultados mostraram a presenca de anti-SARS-CoV-2 IgA no LHP, com
maiores numeros de resultados positivos concentrados entre as doadoras que fizeram
o EVP contra Covid-19 antes da gravidez o que pode ser observado no fluxograma
(Figura 4).

Figura 4 - Fluxograma do estudo
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Fonte: Autoria prépria
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A Tabela 1 mostra as caracteristicas da populacédo participante do estudo
segundo as condi¢bes econdmicas, maternas e de vacinacgdo contra Covid-19. Entre
as lactantes incluidas no estudo verificou-se a administragdo de cinco tipos diferentes
de vacinas: a Coronavac, a Pfizer-bioNTech, a Oxford - Fiocruz, a AstraZeneca e

Janssen.

Tabela 1 - Caracteristicas das lactantes participantes no estudo.

Caracteristicas das lactantes (n=103)

Anos (Idade) 2% (18-19 anos) 32% (20-29 54% (30-39 anos) 12% (40-50
anos) anos)
Renda médiada | 34% (1 salério- 24% (1a3 42% (acima de 03 salarios-
familia minimo) salérios- minimos)
minimos)
Escolaridade 9% (Ensino 36% (Ensino 55% (Ensino
fundamental médio completo | Superior e/ ou P4s-
completo e/ou elou graduacéo)
incompleto) incompleto)
Idade 15% (27-36 85% (37-41 0% (42 semanas a mais)
Gestacional do semanas) semanas)
parto (semanas)
NuUmeros de 56% (primipara) 31% (até dois 13% (multipara)
filhos filhos)
Ingestéo de 1% (sim) 99% (n&o)
bebida alcodlica
Quantidade de 29% (1 tipo) 44% (2 tipos) 27% (3 tipos)
tipos de vacinas
Quantidades de 2% (0-1 dose) 21% (2 doses) 50% (3 doses) 27% (4
doses aplicadas doses)
por doadora

Fonte: Autoria prépria

Caracteristicas das lactantes participantes do estudo podem ser observadas na
Tabela 1. A maioria das participantes, tinha idade entre 30 - 40 anos, 42%
apresentavam uma renda acima de 3 salarios-minimos. Quanto a escolaridade, 55%
tinham nivel superior. Quanto a idade gestacional, cerca de 85% tiveram partos a
termo (37-41 semanas). E cerca de 56% das participantes eram primiparas. Das
lactantes, a maioria, 52%, usaram apenas 1 tipo de vacina, e 50% aplicaram as 3
doses de vacinas, ou seja, fizeram 1 dose de reforco. Verificou-se que houve grandes
variagcdes das quantidades de tipos de vacinas aplicadas por lactante, o que dificultou

as associacdes com o0s niveis de producdo de anticorpos.



A representacdo quanto a presenca de IgG e IgA, em amostras de LH,
provenientes de doadoras vacinadas para Covid-19 esté apresentado na Figura 5.

Figura 5 - Nivel de imunoglobulinas IgG e IgA
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19G IgA

Fonte: Autoria prépria

O diagrama de caixa permite visualizar a distribuicdo e valores discrepantes
quanto a presenca das imunoglobulinas. Com a analise do grafico observa-se o0s
valores para IgG concentrados numa mesma posi¢do. Porém, houve dispersao dos
resultados encontrados para anti-SARS-CoV-2 IgA, provocado pela grande variagao
dos dados encontrados, como pode ser observado pelo intervalo interquartilico,
diferenca entre o terceiro quartil e o primeiro quartil (tamanho da caixa), ou ainda pela
amplitude, que é o valor maximo — valor minimo. As IgA tém uma distribuicdo
assimeétrica positiva, percebida pela posicéo da linha da mediana que esta proxima do
primeiro quartil. Vale ressaltar que a mediana é a tendéncia central, uma vez que a
média aritmética € influenciada pelos valores extremos. E possivel observar valores

discrepantes para IgA, representados pelos valores fora da caixa.

Os ensaios de ELISA realizados com a proteina Spike KIT IgA EUROIMMUN
para deteccéo de anti-SARS-CoV-2 IgA obtiveram como valores de referéncia valores

padronizados pelo fabricante, utilizado para resultados positivos, valores maiores ou
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iguais a 1,1; para resultados negativos valores menores que 0,8; borderline, valores

maior ou igual a 0,8 e menor ou igual a 1,1.

Pode-se observar na Tabela 2 os resultados no grupo controle para os valores
de anti-SARS-CoV-IgA na amostra com leite humano cru e apds o processo de
pasteurizagcdo proveniente da mesma doadora, como também verificar fase do leite

materno correspondente para a amostra em analise (colostro, transicdo, maduro).

Tabela 2 - Fase do LH e valores de anti-SARS-CoV IgA no LHC e LHP (Grupo

Controle)
Amostra Fase do leite Leite Humano Cru Leite Humano
(LHC) Pasteurizado (LHP)

1 Maduro

2 Colostro

3 Transicdo 0,65 0,52
4 Maduro 0,28 0,30
5 Maduro 0,98 0,94
6 Maduro

7 Maduro

8 Colostro

9 Maduro

10 Maduro 0,34 0,33
11 Maduro 0,47 0,43
12 Maduro 0,93

13 Maduro

14 Maduro

15 Colostro 0,97
16 Transicdo 0,31 0,26
17 Maduro 0,98
18 Maduro 0,88 0,62
19 Maduro 0,55 0,41
20 Maduro

Fonte: Autoria propria
Legenda:

: resultado reagente
Vermelho: resultado ndo reagente
Preto: inconclusivo (Borderline)

Pode-se observar na Tabela 2 que a média para IgA positivo no Leite Humano
Cru (antes do processo de pasteurizacdo) foi 3,88 + 2,50 e para o Leite Humano
Pasteurizado (depois do processo de pasteurizacdo) foi 2,41 + 1,27. Assim, apesar de
observados perdas de fatores protetores em algumas amostras, ndo houve diferenca
significativa entre LHC e LHP, como pode-se constatar com p = 0,840, ou seja, p 2
0,05%, desse modo, 0 processo de pasteurizacdo néo é significativo, para presenca

dos anti-SARS-CoV-2 entre as amostras de leite humano dos diferentes grupos.



Observa-se nas Figuras 6 e 7 o0s resultados encontrados no grupo
observacional. Na Figura 6 representou-se por amostra o0s valores
(semiquantitativamente) dos anticorpos SARS-CoV-2 IgA no leite humano apés a
pasteurizacdo. Na figura 7 apresentou-se os resultados encontrados dos valores de

Anti-SARS-CoV IgA, conforme a fase do leite materno (colostro, transicdo, maduro).

Figura 6 — Valores de Anti SARS-CoV IgA no leite humano apdés a pasteurizacao

(Grupo Observacional)
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Fonte: Autoria propria

Na Figura 7, foram observados diferentes niveis de anti-SARS-CoV- IgA e
foram representados no gréafico de acordo com as fases do leite humano pertencente

por amostra.
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Figura 7 - Niveis de IgA e as fases do leite humano
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Fonte: autoria prépria

Observa-se na tabela 3 os valores de p alcancados através do teste de tukey,
no qual obteve-se p = 0,05, ou seja, as fases de leite materno nao tém representagao

significativa para a presenca de anti-SARS-CoV-2 IgA.

Tabela 3 - Valores de p (Comparacéao entre as fases de leite Materno)

Colostro Transicdo Maduro

Colostro 0,132 0,511

Transicao 0,132 0,263
Maduro 0,511 0,263

Fonte: autoria propria

Nao houve diferencas significativas para producdo de anti-SARS-CoV-2 IgA entre as

diferentes fases do leite (colostro, transi¢do, maduro) com p = 0,05.



Entre as doadoras existiam distintos esquemas de vacinagdo contra Covid-19,
variavam quanto: tipos de vacina, nimeros de doses e/ou periodos de aplicacbes (antes e/ou
durante a gestacdo, e/ou puerpério), que contribuiram para a deteccéo diferenciada de
resultados positivos e niveis de producao de Anti-SARS-CoV-2 IgA.

Outra forma de observar a presenca dos Anti-SARS-CoV-2 IgA acontece
através da imagem dos pocos das placas analisadas com as aliquotas das amostras
de leite humano, que apdés os ensaios as aliquotas aparecem com tonalidades
amarelados, de variadas intensidade, quanto mais escuro o tom de amarelo, maior o
valor semiquantitativo encontrado referente ao nivel das Imunoglobulinas (Figura 8),
0 que também observado na Figura 9 trazendo evidéncias da presenca da anti-SARS-

CoV-2 IgG entre as amostras no grupo controle.

Figura 8 - Imagem das placas com sinalizagéo de anti-SARS-CoV IgAs
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Observa-se na figura 8 as placas apoés a adi¢do de 100 uL/poco das amostras,
com incubacao a 37 °C/60 min; seguido de 3 ciclos de lavagem com Solucdo Tampéao
de Lavagem do kit, bem como a adicdo posterior de 100 ulL/poc¢o de conjugado
enzimatico (Anti-IgA humano marcado com peroxidase), e sinaliza a detecc¢ao de anti-
SARS-CoV IgAs no leite humano. A medicao fotométrica foi realizada no comprimento
de onda de 450nm.
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Pode ser observado na figura 9 a imagem da placa ap0os 0s ensaios
imunoenzimaticos realizados com as amostras do grupo controle (antes do processo
de pasteurizacdo) para anti-SARS-CoV-2 1gG, utilizando a nucleoproteina,

apresentando evidéncias dessas Imunoglobulinas.

Na figura 10 pode-se conferir os resultados positivos para anti-SARS-CoV-2
IgA, o tempo decorrido do EVP até o parto e os niveis de IgA. A linha vermelha
representa o tempo completo da gestacdo. Acima da linha vermelha séo resultados
positivos de Anti-SARS-CoV-2 IgA das mulheres que fizeram EVP antes da gestagéo.

Abaixo, fizeram a EVP durante a gestagao.



Figura 10 - Tempo decorrido do Esquema Vacinal Primério até o parto e IgA
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Fonte: Autoria prépria

Na figura 10 observa-se que os pontos concentrados indicam maior quantidade
de resultados entre aquelas mulheres que realizaram o Esquema Vacinal Priméario
para a Covid-19 antes da gestacéao.

A comparacdo entre os niveis de producdo de anti-SARS-CoV-2 IgA e o
numero de doses aplicados por doadora antes do parto pode ser observado na figura
11.
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Figura 11- Numeros de doses e niveis de producéo IgA
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Entre os resultados positivos de Anti-SARS-CoV IgA, observou-se niveis de
producéo variaveis. Verificou-se que existe diferenca significativa entre realizar duas
doses e quatro doses da vacina para Covid-19 antes do parto, com p = 0,017, (ver
tabela 4), ou seja, p < 0,05. As mulheres que tomaram quatro doses da vacina antes

do parto, tiveram significativamente niveis mais elevados de anti-SARS-CoV-2 IgA.

Tabela 4 - Valores de p (Comparacéo entre os diferentes nimeros de doses

de vacinacédo contra Covid-19)

Uma Duas doses Trés doses Quatro doses
Uma 0,411 0,387 0,618
Duas 0,411 0,275 0,017
Trés 0,387 0,275 0,881
Quatro 0,618 0,017 0,881

Fonte: Autoria propria

Com a finalidade de estabelecer associacdo entre 0s aspectos econdmicos
maternos e o contetdo de IgA, correlacionou-se as mulheres conforme a renda média

em dois grupos (ver figura 12).



Figura 12 — a) Renda média de todas as mulheres que participaram deste estudo; b)
Renda média de mulheres que apresentam IgA positiva no leite
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Fonte: Autoria propria

Na figura 12 foi ilustrado dois gréficos, figural2a (proporcdo de mulheres
distribuidas de acordo com renda entre todas mulheres participantes do estudo ) e na
figura 12b (proporcao das mulheres distribuidas de acordo com a renda apenas entre
as mulheres com resultado positivo de IgA). A renda das mulheres variaram em trés
grupos: abaixo de um salario-minimo, entre um e trés salarios e acima de trés salarios-
minimos. Ao realizar a comparacdo entre os graficos 12a e 12b observou-se
equivaléncia obtidas entre os grupos, na figura 12b, apesar das variagdes da renda
média entre as mulheres que tiveram IgA, nao foi observado interferéncia entre

conteudo IgA e propor¢des de mulheres com variagées na renda.
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6 DISCUSSAO

Este estudo detectou presenca de imunoglobulinas especificas para SARS-
CoV-2, no LHC e LHP. Foram detectados resultados positivos para Anti-SARS-CoV-
2 IgA mais frequentes entre as amostras de LH em que as doadoras fizeram EVP para
Covid-19 antes da gravidez. As maiores titulacdes de Anti-SARS-CoV-2 IgA foram
encontradas entre as doadoras que realizaram o esquema vacinal completo contra

Covid-19 com quatro doses até o parto.

O calor pode provocar a destruicao parcial ou total de alguns fatores protetores
do LH, motivo pelo qual o LHP (submetido a uma temperatura de 62,5 °C por 30 min)
pode nao ter o mesmo valor biolégico que o LHC (BRASIL, 2015). Neste experimento
ap0s a comparacao estatistica entre os grupos: LHC e LHP quanto a producéo de
Anti-SARS-CoV-2, ndo houve diferenga significativa entre os grupos, com p = 0,05%.
Dessa forma, pode-se concluir que o processo de pasteurizacdo nao teve influéncia
importante para a presenca de anti-SARS-CoV-2 IgA nas amostras de leite humano,
preservando seu valor biolégico para esse anticorpo especifico, assim esse leite pode
ser utilizado para fins nutricionais, como terapéuticos, e pode vir a ser uma estratégia

eficiente de imunizacao passiva.

Na literatura temos caréncia de estudos realizados com leite humano
pasteurizado, entre os estudos realizados, foi verificado em Amsterdam no LH de 40
maes que haviam sido infectadas com Covid-19, recuperadas, e a presenca de
anticorpos especificos para SARS-CoV-2 gque se manteve na capacidade de
neutralizacdo apds o processo de pasteurizacao por alta pressdo HPP (Pasteurizacéo
de Alta Pressao, do inglés - High Pressure Process), o que corroboraram com oS
achados desse processo de pesquisa (RODRIGUEZ-CAMEJO, C et al., 2020).

O LH apresenta na sua composicéo, proteinas, ions, micro-organismos e outras
moléculas que proveem uma gama de atuacdes biolégicas e operam na inducao da
maturagcdo intestinal e papéis estimuladores do sistema imunolégico. Entre as
moléculas protetoras do leite estdo as caseinas, proteinas do soro do leite, triptofano,
lactaderina, mucina 1, lactoferrina, e-lactaloumina e sIgA, que contribuem para a

defesa do lactente contra bactérias e patdégenos virais (BRASIL, 2019).



Assim, dentre os inumeros beneficios do LH, destaca-se o fato de ser o Unico
alimento que possui anticorpos, como pode ser detectado presenca de anticorpos
especifico para SARS-CoV-2. Corrobora com esses dados, um estudo realizado em
Israel com 84 mulheres que amamentavam e que receberam duas doses da vacina
Pfizer-BioNTech com 21 dias de intervalo, no qual foi detectado secrecéo robusta de
anticorpos IgA e IgG especificos para SARS-CoV-2 no leite materno 6 semanas apos
a vacinacao. Entre os anticorpos encontrados, mostraram fortes efeitos neutralizantes,
implicando um potencial efeito protetor contra a infeccéo no lactente. Outros estudos
realizados com mulheres infectadas com Covid-19 e/ou que foram vacinadas tiveram
achados semelhantes, com alta prevaléncia de anticorpos IgA no LH contra todas as
proteinas estruturais do SARS-CoV-2 (CORTES-SARABIA et al., 2023, PERL et al.,
2021, SILVA et al., 2020).

A IgA secretOria atua contra microrganismos presentes nas superficies
mucosas. Os anticorpos IgA no LH sdo um reflexo dos antigenos entéricos e
respiratérios da mae, ou seja, ela produz anticorpos contra agentes contagiosos que
tiveram contato. Os resultados desta pesquisa reforgcam a possibilidade do potencial
do LH atuar como estimulante do sistema imunologico, protegendo contra a infeccao
em criancas, em especial contra as formas graves da doenca provocada pelo novo
coronavirus. Apoiando esses resultados, um estudo de Natarelli, feito com 37
amostras de LH, provenientes de mulheres que adoeceram com Covid-19, obteve-se
presenca de Anti-SARS-CoV-2 IgA em 76% dos resultados e anti-SARS-CoV-2 IgG
em 80% dos resultados, dos anticorpos especificos detectados cerca de 62% foram

capazes de neutralizar a infecciosidade do virus in vitro (NATARELLI et al., 2022).

Os anticorpos secretdrios, como as IgA, sao predominantes no LH. Com a
aplicacdo do Esquema Vacinal Primario contra Covid-19 antes da gravidez, as IgA
foram bem mais frequentes, com destaque para as doadoras que receberam o
esquema vacinal completo, com quatro doses da vacinacao até o parto, apresentando
uma maior titularidade de anti-SARS-CoV-2 IgA.

A secrecdo robusta de anticorpos IgA podem ser altamente neutralizantes
especificos para SARS-CoV-2 no LH, pois esta imunoglobulina desempenha uma
funcéo primordial no combate as infec¢des respiratérias virais nas células da mucosa,

além disso, com maior neutralizacdo para SARS-CoV-2 que IgG. O LH traz muitos
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beneficios para o bebé, porém parece ndo haver nenhuma transferéncia expressiva
de anticorpos especificos para SARS-CoV-2 das maes para seus filhos se vacinados
apos o parto (RICK et al., 2023, SABINO et al., 2022, SAJADI et al., 2023).

Alguns autores ressaltaram que o reforco materno de Covid-19 com vacinas
baseadas em mRNA gerou anticorpos de leite IgG e IgA robustos e duraveis e que a
vacinagao contra Covid-19 durante a gravidez deriva em niveis significativos de 1gG
no bebé que persistem por até cinco meses e contribuem para a protecao dos bebés
(RICK et al., 2023). Com essa pesquisa nao foi possivel correlacionar com o tipo de
vacina e o nivel de anticorpos especificos IgA e 1gG, devido a grande variabilidade de
vacinas aplicadas numa mesma mulher, ou seja, uma mesma doadora recebeu
aplicacoes de até trés tipos diferentes de vacina (Coronavac, Pfizer-bioNTech, Oxford-

Fiocruz, AstraZeneca e Janssen).

Sabe-se que 0s anticorpos secretdrios podem ser mais protetores e resistentes
em ambientes mucosos, pois a IgA exerce um papel essencial contra a infec¢éo por
virus respiratorios nas células das mucosas, e isso possibilita que esses anticorpos
secretados por IgA no LH possam ser coligados a eficicia de vacinas intranasais, ou
mesmo Nno uso terapéutico, no tratamento de infeccBes respiratorias (SABINO et al.,
2022).

A transferéncia imunoldgica para recém-nascidos pode acontecer através da
placenta e do leite materno. As vacinas de mRNA promovem a indu¢ao imunolégica
em mulheres gravidas e lactantes com imunogenicidade e reatogenicidade como
mulheres ndo gravidas, observando niveis de IgG significativamente superiores aos
obtidos por infecgdo natural. Eles mostram que as respostas de IgM e IgA foram
induzidas inicialmente de forma robusta pela vacina Covid-19, mas apés o reforco ndo
houve aumento significativo. Sugerindo que o reforco pode levar a uma maior
transferéncia de IgG para o leite humano e a uma transferéncia consistente de IgA
nao reforcada, o que destaca a necessidade de entender o que pode induzir um
aumento nos niveis de IgA, um anticorpo importante para a prote¢do neonatal (GRAY,
2019).

Os achados dessa pesquisa ajudam a esclarecer os efeitos que podem sugerir
a presenca de IgA, bem como os valores mais elevados desses anticorpos secretores,

no leite materno. Confirmou-se que as respostas imunolégicas ao contetdo de IgA



anti-SAR-CoV-2 foram influenciadas pela aplicagdo do esquema vacinal primario
contra Covid-19 antes da gestacao e, pela aplicagdo do esquema vacinal completo,

com quatro doses de vacinacao até o parto.

Esta pesquisa apresentou uma amostra muito heterogénea tanto em termos
demogréficos quanto no numero de doses contra Covid-19 recebidas, no momento da
inoculacdo e sua combinacgéo, portanto, houve uma grande variabilidade nos dados
primarios, o que € importante para garantir a representatividade dos resultados para

a populacgéo-alvo.

6.1. LIMITACOES DO ESTUDO E PERSPECTIVAS

As limitagcdes deste estudo foram relacionadas ao numero de doagfes das
lactantes. Foram realizadas campanhas de incentivo para doacao de leite humano
entre as lactantes do municipio, com apoio das equipes da Estratégia Saude da
Familia e a equipe do banco de leite da MDER, com ampla divulgacdo da campanha
para conscientizacdo da importancia para as doacdes ao banco de leite materno,
através de encontros, cursos e midias sociais. Além de ampliacdo do tempo de coleta
das amostras.

As doadoras receberam diferentes esquemas de vacinacgao e as mulheres que
receberam até trés tipos diferentes de vacinas foram incluidas. Dada essa grande
variabilidade dentro de uma mesma mulher, ndo foi possivel correlacionar os tipos de
vacinas e o conteudo de anticorpos IgA e IgG especificos. O tamanho da amostra para
o estudo foi limitado por restricbes de bancos de leite.

Mais estudos sdo necessarios para investigar o significado clinico dos
anticorpos SARS-CoV-2 no leite e o momento ideal da vacinagéo de reforco em
gestantes contra 0 SARS-CoV-2 para proteger as criangas contra a Covid-19 e se ha
interferéncia na producéo de IgA devido ao tipo de vacina aplicada. Compreender as
variaveis que podem afetar o conteddo de IgA no leite materno é fundamental para
aumentar a imunidade humoral neonatal.

Todo esse cenario ressalta a grande necessidade da exploracdo de novas

metodologias para estudos especificos de amostras de leite, bem como mais
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pesquisas a respeito do leite materno, a fim de contribuir com a literatura cientifica
atual.

Além disso, uma defasagem em ensaios mais sensiveis e especificos que
pudessem corroborar com os dados obtidos, principalmente se fossem exploradas
metodologias especificas para analise de anticorpos em amostras de leite, foi notavel.
Haja vista, que o proprio ELISA anti-SARS-CoV-2 para IgG apresentou dados pouco
expressivos, mas que poderiam ser tendenciosos a limitagdes do proprio método
adaptado, necessitando assim que outras metodologias como o estudo de anticorpos
neutralizantes nestes tipos de amostras, pudessem validar se as imunoglobulinas
detectadas de fato possuem atividade neutralizante e se correspondem a

imunoglobulina G e ndo a uma reatividade cruzada de outras moléculas do LH.



7 CONCLUSAO

Com essa pesquisa foi possivel detectar a presenca de anticorpos especificos
para SARS-CoV-2 IgA, nas amostras de mulheres que receberam Esquema Vacinal
Primario para Covid-19. O conteudo de anti-SARS-CoV IgA no leite materno néo teve
influéncia do processo de pasteurizagao, fases do leite e condicbes econbmicas da
mae. Porém esse conteudo sofreu interferéncias dos esquemas vacinais aplicados
entre as mulheres e niumeros de doses recebidas. O IgA teve uma maior positividade
entre as amostras de mulheres que realizaram o Esquema Vacinal Primario antes da
gravidez. E os niveis mais elevados de conteddo de anticorpos especificos para
SARS-CoV-2 foram encontrados entre as mulheres que receberam o esquema vacinal

completo, com quatro doses de vacina contra Covid-19 até o parto.

Esses achados confirmam a importancia do aleitamento materno e da doacéo
de leite humano para bancos de leite. Além de ser um alimento completo que favorece
0 crescimento e desenvolvimento do bebé, o leite materno atua como uma via de
imunidade passiva da mae ao recém-nascido, onde os anticorpos especificos do leite
humano podem contribuir para fortalecer as defesas do bebé, prevenindo doencas
causadas por doencas infecciosas, como a Covid-19.

Assim, com esses achados espera-se contribuir para nortear o calendario de
vacinacdo contra Covid-19 da populacdo em geral, em especial das gestantes,
puérperas, informar a importancia e a necessidade da vacinacdo de refor¢o para uma
maior protecao contra a doenca para o binbmio (méae e filho), reduzir a transmissao,

incidéncia e os indices de morbimortalidade materna, infantil e neonatal.

No leite humano encontramos a presenca de anticorpos secretorios, como a
IgA. Acredita-se que esses anticorpos sejam mais protetores e resistentes em
ambientes mucosos, pois ela desempenha um papel fundamental contra a infeccéao
por virus respiratorios nas células das mucosas. Assim levantamos a hipotese de que
0s anticorpos secretados por IgA no leite materno pode ser Util para uso terapéutico,

na prevencgao ou tratamento de infecgbes respiratorias.
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Assim, esta pesquisa gera alto impacto na saude publica a nivel nacional e
internacional, possibilita intensificar a vacinagdo das gestantes/lactantes, reduzir a
transmissao, incidéncia e os indices de morbimortalidade materna, infantil e neonatal
provocados por essa doenca, € um menor custo para a saude publica. Além de
fornecer um potencial incentivo ao aleitamento materno e a ampliar as doagdes aos
bancos de leites, como também um subsidio para o desenvolvimento futuro de novas

tecnologias para uso terapéutico e/ou imunizacao.

PERSPECTIVAS FUTURAS

A Vacina €é considerada uma forma de imunidade ativa artificial e tem sido
como principal funcéo gerar imunidade, contribuindo para o controle e erradicacéo de
doencas provocadas por virus ou bactérias. Assim baseados nos resultados e
andlises demonstrados, as conclusdes reforcam a importancia da vacinacdo na
populacdo em geral, com destaque para as mulheres em idade fértil, gestantes e
lactantes para a realizacdo dos esquemas vacinais completos contra a Covid-19, ou
seja, incluindo a EVP e as doses de reforgco por ampliar a positividade desses
anticorpos especificos e niveis de fatores protetores no leite materno, garantindo uma

maior protecdo contra 0 Nnovo coronavirus e prevenindo agravos aos bebés.

Além disso, esses resultados indicam que o leite humano atua como via de
imunidade passiva da mae para o recém-nascido, dependendo do estado imunoldgico
da mulher. Em busca por novas tecnologias e novas alternativas de imunizacéo, com
procedimentos que possam reduzir os custos e aumento na qualidade dos
procedimentos e produtos, tem-se pautado novas discussdes inclusive sobre a
possibilidade de vacinas intranasais, especialistas utilizam como parametro a
imunoglobulina IgA, encontrado em grande quantidade na regido das mucosas do
nariz, responsaveis por neutralizar substancias produzidas pelos diversos

microrganismos invasores.

Diante das conclusdes, a deteccéo de Anti-SARS-CoV-2 IgA no leite humano
pasteurizado, confirma que o leite humano além de ser o melhor alimento, fonte de

nutrientes, vitaminas e minerais, essenciais para o crescimento e desenvolvimento



humano, também pode ser indicado para a prevencdo e/ou mesmo tratamento de
infeccdes respiratérias, como pneumonia, para 0s recém-nascidos prematuros ou que

precisam de cuidados intensivos em UTI neonatal e/ou bercarios.

Dessa forma, em continuidade a esse processo de pesquisa, O
desenvolvimento de novas tecnologias para uso terapéutico e/ou imunizacao se fazem
necessarias para que existam avancos, com possibilidade das imunoglobulinas IgA
detectadas no Leite Humano pasteurizado, serem associadas a producgéo de vacinas
intranasais, que podem ser de mais facil uso, pela praticidade e menor custo a saude

publica.

Além de ser um potencial incentivo ao aleitamento materno, e conscientizagéo
das mulheres, em especial as de idade fértil, gestantes e lactantes para a importancia
esquema vacinal completo, incluindo as doses de reforco e das doacdes aos bancos
de leite para que sejam reduzidas a transmissdo, incidéncia e os indices de
morbimortalidade materna, infanti e neonatal provocados pela Covid-19,

possibilitando um menor custo para a saude publica.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, ,RG/CPF:

, estou sendo convidado(a) a participar do estudo “AVALIAR A
PRESENCA DE ANTICORPOS ESPECIFICOS PARA SARS-CoV-2 NO LEITE
MATERNO POS PASTEURIZAGAO”, com objetivo de analisar presenca de
anticorpos SARS - CoV-2 em amostras de Leite Materno Humano (LMH) pés
pasteurizados provenientes de lactantes vacinadas contra COVID 19 e correlacionar
fatores que podem interferir nos resultados: idade, numero de filhos, periodo da
vacinacgao (gravidez ou puerpério), tipo de vacina administrada. Por ser um problema
de saude publica, diante do cenéario de pandemia contra COVID 19 os centros de
controle e prevencao de doencas recomendam que mulheres que amamentam sejam
imunizadas, assim sdo necessarias evidéncias cientificas que fornecam seguranca
para incentivar amplamente a vacinacao nesse publico. A minha participacdo no
referido estudo sera no sentido de responder um questionario, e autorizar a analise da
amostra do sangue e da analise do leite materno pés pasteuriza¢do quanto a presenca
de anticorpos para SARS-CoV-2.

Fui informada de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar alguns
beneficios, tais como: Contribuir com a saude publica, com possibilidades de
direcionamentos no enfrentamento da pandemia contra a covid-19, oferecendo
ferramentas que contribuam para ampliacdo dos grupos prioritarios para a vacinacao
e como consequente reducao dos indices de mortalidade materna e infantil por essa
doenca, como também apontar a possibilidade de ser realizado a partir dos anticorpos
do Leite Materno um produto que possibilite imunizar outras criangas que ainda nao
foram contempladas com as vacinas.

Fui informada que a participagdo envolve os seguintes riscos de graus
minimos. Pode haver algum desconforto ou constrangimento ao responder alguma
questdo. No entanto, isso ndo me prejudicara em nenhuma hipotese, pois os dados
coletados serdo mantidos em sigilo, sendo assegurado total anonimato, ou seja, meu
nome ou qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me
identificar destes pelos pesquisadores (Resolucdo CNS n° 466 de 2012, itens 11l.2.i e
IV.3.e) e para a andlise de dados serdo tabulados no SPSS, sem qualquer
identificacdo dos participantes.

Fui informada que minha participacdo podera ajudar os pesquisadores a
confirmar a presenca de anticorpos no leite materno mesmo ap0s o processo de
pasteurizacdo. Com isso, eu e muitas outras maes poderemos nos beneficiar no
futuro por meio de incentivo a vacinagdo das lactantes contra a Covid-19, e
mostrando a importancia da doacao do leite materno para a garantia dos beneficios
do leite materno, e caso vocés nao o tenham disponivel para seus bebés. Isso ocorre
porque com os resultados dessa pesquisa os bancos de leite poderao direcionar 0os
bancos de leite para a captacdo de mulheres vacinadas contra a COVID-19, como
doadoras de leite materno, e oferecer prioritariamente para os bebés da maternidade,
contribuindo para evitar a transmissao dessa doenca.
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Fui informada que minha participacéo sera de uso exclusivo para esta pesquisa
e ficard sob a guarda do pesquisador assistente, em arquivo fisico ou digital, por um
periodo de cinco anos apos o término da pesquisa.

Caso a pesquisa resulte em dano pessoal, conforme as Resolucdes do
Conselho Nacional de Saude serdo aplicadas as garantias previstas de assisténcia
integral, gratuita e pelo tempo que for necessario e direito de solicitacdo de
indenizacdo, cujo mérito serd julgado em sua instancia adequada, conforme a
Resolucdo CNS n° 466 de 2012, itens lll.2.0, IV.3.c, V.6 e V.7. e poderédo ser
requeridos pela participante. Assim, vocé esta sendo consultada sobre seu interesse
e disponibilidade de participar dessa pesquisa. Vocé € livre para recusar-se a
participar, retirar seu consentimento ou interromper sua participacdo a qualquer
momento. A recusa em participar ndo acarretara nenhumapenalidade. Quando a
pesquisa for concluida e vocé desejar saber os resultados, o pesquisador podera lhe
informar. Além disso, uma cépia da pesquisa sera disponibilizada a Maternidade
Dona Evangelina Rosa - MDER e a Universidade Brasil — sdo Paulo e vocé podera
consulta-la a qualquer momento.

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo: Fernanda Roberta
Marciano, Nara Magalh&es Carvalho (COREN-PI 158.770) e com eles poderei manter
contato pelos telefones (86) 98192 0222ou (86)99996 8568. E garantido ao
participante o livre acesso a todas as informacdes e esclarecimentos adicionais sobre
o estudo, conforme Resolu¢cdo CNS 466 de 2012, itens IV.3 e IV.4.

Tendo sido orientada quanto ao teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza, objetivo e procedimentos do estudo, manifesto meu livre
consentimento em participar. Estou ciente de que ndo ha nenhum valor econémico,
a receber ou a pagar, por minha participacao.

Caso eu aceite participar, rubricarei cada pagina deste termo, apresentado em
duas vias, e assinarei ao final junto ao pesquisador responsavel ou pelas pessoas
por ele delegadas, indicando meu consentimento em participar da pesquisa
(Resolucao CNS n 466 de 2012, item 1V.5.d), das quais uma via me sera entregue.

Em caso de reclamacdo ou qualquer tipo de denuncia sobre este estudo
devoligar para o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Brasil (11) 4858-
9224sediado a Rua Carolina Fonseca, 235, Jd. Santana, SP- Capital ou mandar um
e-mail para comite.etica.sp@universidadebrasil.edu.br

Teresina (PI), de de 20__

Pela assinatura abaixo declaro minha anuéncia em participar da pesquisa.

Participante da pesquisa

Eu, responséavel pela pesquisa acima, declaro que cumprirei todas as normas
vigentes naResolucdo CNS 466 de 2012, contidas nos itens IV.3 e IV .4.

Pesquisador responséavel
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APENDICE B
INSTRUMENTO DE PESQUISA

CADASTRO DAS DOADORAS DO BANCO DE LEITE

Data do cadastro: [

1.Nome:

RG: CPF: N° Cartéo

SUS

Naturalidade: Data de nascimento: _ / [/  Idade da mée:
Tel:

Endereco:

2 - Estado civil: Solteira () Casada () Separada judicialmente () Divorciada () Unido Estéavel
0

3 - Escolaridade:

Fundamental: completo () incompleto () Ensino médio: completo () incompleto () Superior:
completo () incompleto () P6s-Graduacédo: Especializagao () Mestrado () Doutorado ()

4 - Tipo de trabalho: Formal 0 Informal 0 Do lar 0

Profissao:

5 - Renda familiar: Até 1 salario-minimo () 1 a 3 salarios-minimos () acima de 3 salérios-
minimos ()

6 - Quantidade de filhos: Primipara () até 2 () de 3a 4 () acimade 4 ()

7 - Realizacdo do pré-natal: Sim () Nao ()

Local

Datado parto: __ [/ |/ IG:

8- Exames realizados no Pré-natal:

HIV () Reagente () N&do Realizado em: () N&o realizado
Reagente 1
CMV IGG IGM Realizado em: () Nao realizado
1
EnderegppRjua Carolingfopgeagéintgreo. gjeretaria Academigggsla 2Realizado em: () N&o realizado
Bairro: ITAQUERA CEP: 08.230-030
UF: SP Municipio: SAO PAULReagente _
Telefone:  (11)4858-9224 Fax: (11)2070-0000 E-mail: . . _
o OnIei|bs(A)g 0 Reagen% (d N&o Realizado em: () Nao realizado

Reagente [ Pagina 05 de 06
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HTLV I/l () Positivo () Negativo Realizado em: () Nao realizado
1
Ht Hb

Outros:

9 — Tabagismo: Sim () N&o () Etilismo: Sim () Nao ()
10- Vacinada para Covid-19? sim () ndo ()
11- Tipo de vacina: () Coronavac () Pfizer () AstraZeneca () Jansen ()

data da primeiradose: / / datadasegundadose: [/ |/
Doadora apta? Sim () Nao ()

Avaliado por:

RESPONSAVEL PELO REGISTRO

OBSERVACOES:



ANEXO A — TERMO DE ANUENCIA

e Piaui

GOVERNO DO ESTADO
CARTA DE ANUENCIA

Eu, Joaquim Vaz Parente, Diretor de Ensino e Pesquisa da Maternidade Dona
Evangelina Rosa sitiada em Teresina/ Pl, declaro que a doutoranda Nara Magalhdes
Carvalho, pretende realizar nesta instituicdo o projeto de pesquisa: “AVALIAR A
PRESENCA DE ANTICORPOS ESPECIFICOS PARA SARS -COV 2 NO LEITE
MATERNO”. Orientadora: Prof* Fernanda Roberta Marciano objetivo geral: avaliar a
presenca de anticorpos especificos para SARS-CoV-2 nas amostras de Leite Humano
(LH) apés pasteurizagéo, no Banco de Leite Humano de uma maternidade de referéncia
do Piaui.

Ressalto que estou ciente de que serdo garantidos os direitos, dentre outros
assegurados pela Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Satide.

1) Garantia da confidencialidade, no anonimato e da ndo utilizagdo das
informagdes em prejuizo dos outros;

2) Que havera riscos minimos par

3) ao participante da pesquisa;

4) Emprego dos dados somente para fins previstos nesta pesquisa;

5) Retorno dos beneficios obtidos através deste estudo para as pessoas e para
comunidade onde 0 mesmo foi realizado.

Informo-lhe ainda, que a pesquisa somente sera iniciada apés a aprovagdo do
Comité de Etica em pesquisa da Universidade Brasil garantir a todos os envolvidos os
referenciais basicos da bioética, isto é, autonomia, ndo maleficéncia, benevoléncia e

justica.
Acrescento 0 necessario compromisso de entrega de exemplar destinado a
MDER apés concluséo de pesquisa.
3 Teresina, 08 de setembro de 2021.
Piv s aypwniti Y02 Farente
CAM-PI564 cpr:oss.mwi‘xég;
iretor de Ensino e Pesquisa
G r
ASSINATURA E CARIMBO DO RESPONSAVEL
Endereca
Bairro: | A G
UF: SP Av. Higino Cunha, 1552 - Bhotas
Telefone: CEP 54014-220 - Teresing - Piaui, Brasit

CNP): 06,553.564/0106-05
WWW L gov.br
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ANEXO B

UNIVERSIDADE BRASIL

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PRESENCA DE ANTICORPOS ESPECIFICOS PARA SARS-
CoV-2 NO LEITE MATERNO POS PASTEURIZACAO.
Pesquisador: Nara Magalhdes Carvalho

Area Tematica:

Versédo: 2
CAAE: 55743622.4.0000.5494
Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE BRASIL

Situacédo da Verséao do

Projeto: Aprovado

Localizacao atual da Verséo do Projeto: Pesquisador
Responsavel

Patrocinador: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 5.413.136



Consideracfes Finais a critério do CEP:

Ressalta-se que cabe ao pesquisador responsavel encaminhar os relatorios parciais
e final da pesquisa, por meio da Plataforma Brasil, via notificacdo do tipo “relatério”
para que sejam devidamente apreciadas no CEP, conforme Norma Operacional
CNS n° 001/13, item XI.2.d.

Situacdo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

SAO PAULO, 17 de maio de 2022

Assinado por: SILVIA CRISTINA NUNEZ

(Coordenador(a))

Endereco: Rua Carolina Fonseca, 235, térreo, Secretaria Académica, Sala 2
Bairro: ITAQUERA CEP: 08.230-030
UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)4858-9224 Fax: (11)2070-0000 E-mail:
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