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Apresentacao

A presente dissertacdo faz parte de um estudo de maior abrangéncia intitulado
“Compostos bioativos do leite humano e associacdo com a salde materna e o
desenvolvimento infantil” desenvolvido pelos pesquisadores do Observatério de
Epidemiologia Nutricional do Instituto de Nutricdo Josueé de Castro (INJC) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Trata-se de uma coorte prospectiva de
acompanhamento de gestantes e seus filhos, cuja linha de base iniciou-se no terceiro
trimestre gestacional (28-35 semanas gestacionais (SG)) e terminou quando a crianga
completou um ano de vida.

A coleta de dados ocorreu na Clinica da Familia Assis Valente, situada na Ilha do
Governador, zona norte do municipio do Rio de Janeiro. O recrutamento aconteceu entre
Outubro de 2016 a Janeiro de 2019. O estudo maior foi financiado pela Fundacdo de
Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ), pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), e pela Universidade de Columbia,
por meio de parceria com o professor Brent Williams. A producdo desse material foi
financiada pela Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
com a concessdo de uma bolsa de estudo.

Esta dissertacdo tem o objetivo de investigar as associacdes do indice de massa
corporal (IMC) pré-gestacional e do ganho de peso gestacional (GPG) com a composic¢édo
e diversidade de microbiota intestinal (MI) infantil no primeiro més de vida, considerando
o tipo de aleitamento materno (AM) como efeito modificador dessas relagdes.

Este documento estd de acordo com as normas da Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT) e encontra-se subdividido das sec¢des: resumo/abstract,
introducdo, revisao de literatura, justificativa, pergunta do estudo e hipéteses, objetivos,
método, resultados e discussao, consideracdes finais, referéncias e anexos.

As secOes resultados e discussdo estdo dispostas como o artigo, intitulado
Relationship between maternal pre-pregnancy body mass index and gestational weight
gain with infant gut microbiome: Results from a prospective birth cohort a ser submetido

ao Journal of Nutrition.
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Resumo

Introducdo: O excesso de peso materno pode alterar a microbiota materna durante a
gravidez e essa microbiota alterada pode ser transmitida para o filho. Além disso, a
amamentacdo também afeta a microbiota intestinal infantil. Objetivo: Avaliar as
associacfes do indice de massa corporal (IMC) pré-gestacional e do ganho de peso
gestacional (GPG) com a composicao e diversidade de microbiota intestinal infantil (M1)
no primeiro més de vida, considerando o tipo de aleitamento materno (AM) como efeito
modificador dessas relaces. Métodos: Coorte prospectiva com 56 pares de mée e filhos
realizada no Rio de Janeiro, Brasil. O IMC pré-gestacional foi classificado como
adequado (<25,0 kg/m?) e sobrepeso/obesidade (> 25,0 kg/m?). O GPG foi categorizado
em adequado ou excessivo, de acordo com as recomendacgdes do Instituto de Medicina
Americano. O tipo de AM foi classificado como AM exclusivo (AME) e AM
predominante/complementar (APC). As amostras de fezes (26-50 dias) foram
sequenciadas usando gene 16S rRNA (MiSeq). As analises estatisticas incluiram: indices
de alfa diversidade, beta diversidade, teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, regresséo linear
maltipla, anélise de variancia multivariada permutacional (PERMANOVA) e tamanho do
efeito da analise discriminante linear (do inglés, Linear Discriminant Analysis Effect Size
- LEfSe). Resultados: A composicdo da Ml foi diferente para filhos de maes com IMC
pré-gestacional de sobrepeso/obesidade e GPG excessivo. Observou-se maior mediana
de alfa diversidade em criancas nascidas de mades com GPG excessivo e essa categoria de
GPG foi positivamente associada a alfa diversidade. A Ml de lactentes de maes com IMC
de sobrepeso/obesidade foram enriquecidas com o género Dialister e as espécies
Lactobacillus ruminis, Haemophilus parainfluenzae e Veillonella parvula. Lactentes de
mées com GPG excessivo apresentaram maior abundancia do género Staphylocococcus,
familia Staphylococcaceae, ordem Bacillales e classe Bacilli. O APC modificou a
composicdo da microbiota intestinal infantil nos grupos com excesso de peso materno,
aumentando a abundancia dos géneros Streptococcus e Veillonella, e diminuindo a
abundancia de Bifidobacterium. Conclusdo: O excesso de peso materno modificou
sobretudo a abundéncia da Ml infantil e o APC modificou o efeito do excesso do IMC
pré-gestacional e do GPG.

Palavras-chave: indice de massa corporal pré-gestacional; Ganho de peso gestacional;

Microbiota intestinal infantil; aleitamento materno.
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Abstract

Background: Maternal obesity may change maternal microbiota during pregnancy and
this altered microbiota can be transmitted to the infant. Moreover, infant feeding mode
can also affect the infant gut microbiota. Objective: To evaluate the association of pre-
pregnancy excessive body mass index (BMI) and gestational weight gain (GWG)
adequacy on infant gut microbiota and the role of breastfeeding on this association.
Methods: Prospective cohort conducted in Rio de Janeiro, Brazil. Maternal pre-
pregnancy BMI (<25; > 25 kg/m?, normal/excessive) and GWG adequacy (adequate;
excessive) were the exposures and breastfeeding practice status (exclusively
breastfeeding EBF; predominant/complementary feeding PCF) was analyzed as an effect
modifier. Infant stool samples were collected for 56 infants between 26-50 days. Samples
were sequenced using 16S rRNA gene sequencing (MiSeq). Analysis included alpha
diversity indices, beta diversity metrics and Wilcoxon-Mann-Whitney Test, linear
regression, permutational multivariate analysis of variance and linear discriminant
analysis effect size. Results: Microbiota composition presented higher abundance of
Bifidobacterium, Veillonella and Escherichia and an increase of Escherichia and decrease
of Streptococcus among pre-pregnancy excessive BMI and excessive GWG women. A
higher median alpha diversity in infants born from mothers with excessive GWG was
observed, and excessive GWG was positively associated with alpha diversity. The
microbiota of infants born from mothers with excessive pre-pregnancy BMI were
enriched with Dialister genus and Lactobacillus ruminis, Haemophilus parainfluenzae
and Veillonella parvula species and those born from mothers with excessive GWG had
higher abundance of Staphylocococcus genus, Staphylococcaceae family, Bacillales
order and Bacilli class. PCF status decreased the abundance of Bifidobacterium only
among excessive BMI/GWG. Excessive GWG and PCF practice were associated with
high infant gut microbiota alpha diversity. Conclusion: Maternal overweight modified
infant gut microbiota abundance and PCF seems to modify the effect of excessive GWG
and pre-pregnancy BMI on infant gut microbiota.

Keywords: Pre-pregnancy body mass index; Gestational weight gain; Breastfeeding;

gastrointestinal microbiome; Infant.
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1. Introdugéo

A microbiota humana esta concentrada no intestino formando a M1 (LOZUPONE
et al., 2012; YANG, |I. et al., 2016). Estudos recentes demostraram que a MI humana
possui papel essencial no desenvolvimento fetal e infantil. Essa importancia ocorre
especialmente nos primeiros mil dias de vida (da concepcéo ao segundo ano de vida),
periodo em que se da, simultaneamente, a colonizacao da Ml infantil e o desenvolvimento
dos sistemas biolégicos (ROBERTSON et al., 2019; SELMA-ROYO et al., 2019).

A Ml infantil desempenha fungdes importantes no crescimento e maturagdo do
sistema imunoldgico, enddcrino, tecido mucoso e sistema nervoso central nos primeiros
meses de vida (BRANISTE et al., 2014; MACPHERSON et al., 2017; YAN et al., 2016).
Diversos fatores exercem influéncia na MI nos primeiros meses de vida, a exemplo do
IMC pré-gestacional, 0 GPG, a dieta materna durante a gravidez, o uso de antibiotico
perinatal, o tipo de parto, a idade gestacional (IG) no nascimento, o tipo de AM e a
alimentacdo complementar (BACKHED et al., 2015; YASSOUR et al., 2016).

O excesso de peso materno tem sido associado com a origem e desenvolvimento
de doencas em seus filhos (DRAKE; REYNOLDS, 2010). A hipotese da transmissdo de
uma microbiota obesogénica para os filhos, durante a gestacdo e a lactagdo constitui-se
em um dos possiveis mecanismos explicativos para essa relacdo (MUELLER et al., 2015;
WALLACE et al., 2016). As células dendriticas parecem ser capazes de transportar
bactérias do lumen intestinal para a circulacdo linfatica, permitindo que atinjam outros
6rgdos, como placenta, utero e glandulas mamarias (NIKKARI et al., 2001; STINSON et
al., 2017).

Alguns estudos ja demostraram diferentes padrdes de composicao de Ml infantil
de acordo com o estado nutricional materno pré-gestacional e durante a gestacdo (CHU
et al., 2016; COLLADO et al., 2010; GALLEY et al., 2014; MUELLER et al., 2016;
STANISLAWSKI et al.,, 2017). Entretanto, os resultados ainda s&o inconclusivos
(DREISBACH et al., 2020). Alguns estudos demostraram diminuigdo da abundancia das
Bifidobacterias na M1 infantil quando expostas ao sobrepeso materno (COLLADO et al.,
2010; SANTACRUZ et al., 2010; STANISLAWSKI et al., 2017). Esse género de
bactéria € encontrado em grande propor¢do em criangas nos primeiros meses de vida (HO
et al.,, 2018). Esses estudos tambem observaram aumento do filo de Firmicutes
(COLLADO et al., 2008; 2010; GALLEY et al., 2014; MUELLER et al., 2016;
SANTACRUZ et al., 2010; STANISLAWSKI et al., 2017), frequentemente, relacionado
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com a presenca de doencas como dermatite topica, desordens intestinais e autismo (LIU
etal., 2019; MAYER et al., 2014; RANGEL,; PALLER, 2018).

Adicionalmente, o tipo de AM nos primeiros meses de vida parece ser capaz de
modular a colonizacgéo precoce do intestino infantil (MINIELLO et al., 2015). Isso ocorre
porque o leite humano € composto por uma série de bactérias (MILANI et al., 2017),
células imunoldgicas e imoglobulinas e oligossacarideos (OLH). Os OLH séo
carboidratos complexos nao digeriveis pelo intestino humano, que servem de substrato
para o crescimento das bactérias da MI consideradas potencialmente benéficas (JAMES
et al.,, 2019; MANTHEY et al., 2014). Por outro lado, a oferta de formulas infantis
também tem impacto na MI infantil. Criangas alimentadas parcialmente ou
exclusivamente por férmulas infantis apresentam maior diversidade de MI, por ndo terem
contato com a M1 e os OLH do leite materno e por serem expostos a microbiota resultante
da higiene e manipulagéo desses alimentos.

Criangas amamentadas apresentam MI com maior abundancia de Bifidobacteria
guando comparados a criancas alimentadas com férmula (HO et al., 2018). Isso ocorre,
sobretudo, por esse género de bactérias usarem os OLH como substrato para seu
crescimento. Além disso, o tipo de AM parece impactar também na espécie de
Bifidobactéria encontrada. A B. infantis é tipicamente encontrada na Ml de criancas em
AM exclusivo (AME) e a B. fragilis na M1 de criancas alimentados apenas com férmula
infantil (PENDERS et al., 2006).
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2. Revisdo de literatura
2.1 Microbiota intestinal infantil

A microbiota humana é definida como um complexo de microrganismos que
vivem de forma simbiotica no corpo humano. A microbiota € composta principalmente
de bactérias, mas também de virus, fungos, arquéias e bacteriéfagos (MILANI et al.,
2017). As bactérias encontradas na MI podem ser taxonomicamente classificadas de
forma hierarquica em filo, classe, ordem, familia, género e espécie (Figura 1) (CHUNG
etal., 2018).

O filo Firmicutes é composto por diferentes géneros, como Lactobacillus,
Bacillus, Clostridium, Enterococcus e Ruminicoccus. O aumento de alguns desses
géneros esta relacionado com a presenca e desenvolvimento de doencas. Individuos com
excesso de peso apresentam diferenca na propor¢do de Firmicutes quando comparado
com eutréficos (GERARD, 2017). Em criangas do espectro autista tem sido observado
maior abundancia de géneros especificos de Firmicutes quando comparadas com as com
desenvolvimento tipico (CAO et al., 2013). Esse filo também esta associado a sindrome
do intestino irritavel e a dermatite atopica (MAYER et al., 2014; RANGEL; PALLER,
2018; VOGT et al., 2017).

Os Bacterioidetes exercem funcgdes essenciais, incluindo a producéo de energia ao
participarem do catabolismo de polissacarideos complexos (CHU et al.,, 2016;
MARCOBAL et al., 2011; SALYERS et al., 1977), regulacdo da imunidade intestinal, e
promocao da sintese de células T e de interleucina (MAZMANIAN et al., 2005; ROUND;
MAZMANIAN, 2010). A deplecdo de Bacterioidetes tem sido associada com
desenvolvimento de asma, alergias e obesidade (BJORKSTEN et al., 1999; RIVA et al.,
2017). Outros estudos, no entanto, encontraram associacdes direta entre abundancia de
Bacteroides e aumento do risco de obesidade (VAEL et al.,, 2011) e bronquiolite
(HASEGAWA et al., 2016).

As Acnobacterias sdo representadas principalmente pelo género das
Bifidobactérias (ARUMUGAM et al., 2011), e estdo entre as primeiras colonizadoras do
intestino de recém-nascidos (RN) e lactentes. Essas bactérias desempenham funcdes
essenciais na modulacdo da fisiologia da mucosa e imunidade inata do hospedeiro
(DURANTI et al., 2016; ROUND; MAZMANIAN, 2009; TURRONI et al., 2014). Além
disso, esse género de bactéria esta relacionado com o AM, principalmente pela presenca
dos OLH (HO et al., 2018; LEBOUDER et al., 2006).
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Figura 1. Classificacdo taxonémica do subconjunto de microrganismos encontrados no trato gastrointestinal humano.
Adaptado de Chung et al. (2017).
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As Proteobacterias sdo encontradas em grande propor¢do na MI humana, e a
familia das Enterobacterias se destacam. Essas bactérias sdo comumente encontradas na
MI de criancas nascidas pré-termo, pois essas criancas em geral sdo submetidas a
incubadoras e a procedimentos invasivos, com maior exposicado de bactérias ambientais
do que a bactérias maternas (ITANI et al., 2018; ITANI et al., 2017). Adicionalmente,
esse filo tem sido relacionado com a fase aguda da doenca inflamatdria intestinal
(KOSTIC et al.,, 2014), além de desordens agudas, como infeccbes de trato
gastrointestinais (KOLENDA et al., 2015).

A Ml logo apds o nascimento tem predomindncia de bactérias anaerdbicas
facultativas, como as Enterobacteriaceae, Streptococcus e Staphylococcus
(ADLERBERTH et al., 2006; YASSOUR et al., 2016). A partir do nascimento, com a
disponibilidade de oxigénio, observa-se aumento de bactérias anaerdbicas restritas,
incluindo espécies de Bifidobacterium, Bacteroides e Clostridium (PALMER et al., 2007;
ROTIMI; DUERDEN, 1981; YASSOUR et al., 2016). Ao final do primeiro ano de vida,
a MI é composta em sua maioria por bactérias aerobicas (TALARICO et al., 2017;
YASSOUR et al., 2016). Durante os primeiros trés anos de vida, ocorre a formacao da
MI (TAMBURINI et al., 2016). Ja o intestino adulto é colonizado em maior proporcao
pelas Bacteroidetes e Firmicutes, e menor abundancia pelas Proteobacterias,
Actinobacterias, Fusobacterias, Cyanobacteriaes e Verrucomicrobias (MINIELLO et
al., 2015; SINGH et al., 2017; TREMAROLI; BACKHED, 2012).

Logo ap6s o nascimento, a MI desempenha funcdes essenciais, como a protecdo
contra a proliferacdo de organismos patogénicos, a digestdo e metabolizacdo, a sintese de
vitaminas, o crescimento e diferenciacdo das células epiteliais intestinais, a homeostase
do sistema imunoldgico e nervoso (ARRIETA et al., 2014; CHU et al., 2017; MARTIN
et al., 2016).

Dessa forma, o desequilibrio entre as comunidades de MI pode levar a
consequéncias a longo prazo. Alteracbes na MI neonatal tém sido associadas com uma
série de desordens pediatricas, como alergias, asma, obesidade e diabetes infantil
(ARRIETA et al., 2015; DOUGLAS-ESCOBAR et al., 2013; FULDE; HORNEF, 2014;
GULDEN et al., 2015; JOHNSON; OWNBY, 2016; WALLACE et al., 2016). Acredita-
se que existe uma janela critica na primeira infancia, e possivelmente no utero, durante a
qual a relacdo entre a MI e os sistemas bioldgicos (principalmente imunolégico e
metabdlico) podem levar ao desenvolvimento desses sistemas e impactar na saude futura
(BACKHED et al., 2005; LEE; MAZMANIAN, 2010; TAMBURINI et al., 2016).
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Estudos que j& tenham avaliado a MI em criangas brasileiras sdo escassos
(BRANDT et al., 2012). Um estudo realizado com 10 criancas na cidade de Séo Paulo
avaliou a MI de criancas nascidas a termo, de parto vaginal e em AME. Esse estudo
revelou que RN (2-7 dias) apresentaram elevada abundéancia relativa de Escherichia e
Clostridium, e baixa de Staphylococcus e Bacteroides. J& com um més de vida, a Ml era
composta predominantemente de espécies aerdbicas, como Bifidobacterium e
Clostridium, além de anaerobios facultativos, como o género Escherichia (BRANDT et
al., 2012). Um outro estudo brasileiro, também realizado na cidade de Séo Paulo, com 12
lactentes nascidas de parto vaginal e em AME no primeiro ano de vida, observou que até
0s trés meses ha aumento na propor¢do de Bifidobacterium, seguido de uma diminuicao
de E. coli na Ml infantil (TALARICO et al., 2017). Esse mesmo estudo demostrou a
presenca da Faecalibacterium prausnitzii na Ml aos 12 meses, espécie de bactéria do filo
Firmicutes e caracteristica da MI de adultos.

A MI também pode ser avaliada por meio de indices de diversidade além da
composicao e abundancia das bactérias presentes. Esses indices dizem respeito a variagdo
de espécies diferentes de bactérias presentes na MI. Os parametros mais utilizados sdo o
de alfa e beta diversidade. A alfa diversidade refere-se a diversidade dentro de uma
amostra especifica (WHITTAKER, 1960; 1972). Ja a beta diversidade avalia a mudanca
na diversidade de espécies entre as amostras, contando o nimero total de espécies unicas
para cada uma das amostras e comparando entre as amostras (WHITTAKER, 1960;
1972).

A MI de criangas no primeiro ano de vida apresenta baixa diversidade, uma vez
que a alimentacdo nessa idade é comumente mondtona, especialmente nos primeiros seis
meses, enquanto a diversidade de MI de um adulto é alta (ROBERTSON et al., 2019).
Estudos brasileiros que avaliem a diversidade de microbiota sdo escassos, especialmente
em criangas saudaveis. Um estudo realizado na cidade de Porto Alegre com 59 RN
(mecodnio e 1-2 dias) demostrou que o meconio tem maior alfa diversidade comparado a
MI no 1-2 dias (MUELLER et al., 2017). Os mesmos autores, observaram diferengas na
beta diversidade da Ml infantil de acordo com o tipo de parto (MUELLER et al., 2017).

2.2 Transferéncia de microbiota materna
Estudos recentes tém demostrado que a colonizacgdo intestinal comega ainda
durante a gestagdo, por meio da transferéncia da microbiota da mée parao RN (ARRIETA
et al., 2014; AVERSHINA et al., 2014; MUNYAKA et al., 2014). Essa informacao é
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diferente do que era conhecido anteriormente, pois acredita-se que ao nascer, 0 RN era
esteril, e que seu primeiro contato com microrganismos se dava no momento do parto
(ARRIETA et al., 2014; AVERSHINA et al.,, 2014; MUNYAKA et al., 2014;
WOPEREIS et al, 2014). O é&cido desoxirribonucleico (DNA, em inglés:
Deoxyribonucleic Acid) bacteriano ja foi encontrado na placenta (AAGAARD et al.,
2014; ANTONY et al., 2015; COLLADO et al., 2016; RAUTAVA et al., 2012), no
corddo umbilical (JIMENEZ et al., 2005), no liquido amniético (COLLADO et al., 2016;
RAUTAVA et al., 2012), em membranas fetais (RAUTAVA et al., 2012; STEEL et al.,
2005) e no mecodnio de criancas nascidas a termo (38-41 SG), de parto cesérea e de
gestantes aparentemente saudaveis (COLLADO et al., 2016; JIMENEZ et al., 2008;
MARTIN et al., 2016; NAGPAL et al., 2016; SHI et al., 2018).

O meconio € a primeira amostra de fezes do RN e pode ser usado como proxy para
avaliar o conteudo do trato gastrointestinal fetal. Ao avaliar a microbiota presente no
mecdnio, a maioria dos estudos identificam comunidades microbianas transitorias de
relativa alta diversidade (GOSALBES et al., 2013; JIMENEZ et al., 2008). Além disso,
espécies bacterianas como Enterococcus sp. e Escherichia sp., normalmente encontradas
na Ml do adulto, também foram encontradas no mecénio (GOSALBES et al., 2013;
JIMENEZ et al., 2008). Hu et al. (2013) descreveram a microbiota presente no meconio
de filhos de mulheres com diabetes mellitus e observaram a presenca de bactérias
comumente encontradas no intestino de diabéticos.

Collado et al. (2016) compararam a composicao da MI materna, placenta, liquido
amniotico, colostro, mecénio e fezes infantis em 15 pares mae-filho. Esses autores
observaram que a placenta e o liquido amni6tico apresentam MI de baixa diversidade, e
gue o mecOnio apresentava composi¢do da microbiota parecida com a placenta, com o
liqguido amnidtico e do colostro (COLLADO et al., 2016). Esses resultados indicam a
existéncia de transferéncia pré-natal de bactérias da mée para o filho.

Apesar da barreira epitelial intestinal impedir a entrada bacteriana na corrente
sanguinea, as células dendriticas penetram ativamente no epitélio intestinal, permitindo o
alcance da circulacdo linfatica. Dessa forma, essas bactérias acabam atingindo diversos
orgaos (Figura 2) (NIKKARI et al., 2001; STINSON et al., 2017). Esse mecanismo
parece ocorrer de forma independente do estado gravidico. Entretanto, Perez et al. (2007)
demonstraram que camundongos apresentaram 60% mais bactérias em seus linfonodos
mesentéricos durante a gestacdo. Isso pode indicar um possivel aumento do transporte de
bactérias durante a gestacdo (KERR et al., 2015; PEREZ et al., 2007). Alguns estudos
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sugerem que isto ocorre devido as concentracdes de progesterona, que modula a
permeabilidade intestinal, permitindo a translocacdo bacteriana (STINSON et al., 2017;
ZHOU et al., 2019; ZHOU et al., 2018).
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Intestino materno snnquincn membranas fetais
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Figura 2. Transferéncia de microbiota materna.
Traduzido de Stinson et al. (2017).

Outros resultados revelaram que a permeabilidade intestinal e o espectro de
bactérias abrigadas na placenta decresce com a IG no parto, sendo, portanto, maior entre
os prematuros (DOYLE et al., 2014; STEEL et al., 2005; STOUT et al., 2013; VAN
ELBURG et al., 2003). Esses resultados indicam uma espécie de “janela” de transferéncia
de microbiota, possivelmente relacionada com a produgéo hormonal que atinge o pico no
ultimo trimestre gestacional (KUMAR; MAGON, 2012; LU et al., 2018).

O mesmo mecanismo de transporte de bactérias citado anteriormente, parece
permitir o alcance das glandulas mamarias (KHODAYAR-PARDO et al., 2014; VAN
ELBURG et al., 2003) e a transferéncia da Ml ao RN pela amamentacdo (HEIKKILA;
SARIS, 2003; MARTIN et al., 2009). Estudos tém mostrado semelhanca entre a
microbiota encontrada no mecdnio e no colostro, o que refor¢a a ideia de atuagdo de um
mecanismo semelhante em ambas as situacdes (COLLADO et al.,, 2016; PEREZ-
MUNOZ et al., 2017).
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2.3 Estado nutricional materno e microbiota intestinal infantil

Diversos fatores que podem alterar a MI materna também podem impactar na Ml
infantil nos primeiros meses de vida. 1sso ocorre sobretudo porque ha transferéncia de
microbiota materna para o RN. O estado nutricional materno durante a gestacdo e no pés-
parto sdo determinantes importantes da Ml (SUGINO et al., 2019).

O estado nutricional pré-gestacional materno deve ser avaliado por meio do IMC
pré-gestacional, utilizando-se o peso materno anterior a concepcdo. J& o estado
nutricional gestacional é definido de acordo com a adequacéo do GPG (INSTITUTE OF
MEDICINE, 2009). Um numero crescente de mulheres em idade fértil e grévidas
apresenta sobrepeso ou obesidade (IMC > 25 kg/m? ou GPG acima do recomendado)
(BARROS; VICTORA, 2008; CHU et al., 2009; HESLEHURST et al., 2007). Estima-se
que no Brasil o excesso de peso materno teve um aumento de 11,3%, ou seja de 501,8
para 558,7 mil entre 2005 e 2014 (CHEN et al., 2018). Varios estudos observacionais tém
mostrado que alteracfes no estado nutricional pré-gestacional ou no inicio da gravidez
impactam na saude materna e infantil (RAHMAN et al., 2015). O excesso de peso
materno pode resultar em um risco de dois a cinco vezes maior de obesidade para os filhos
(MURRIN et al., 2012; WHITAKER et al., 2010; WIDEN et al., 2016). A obesidade ¢é
capaz de modular a M1 materna, que por sua vez, pode ser transmitida os filhos, durante
a gestacdo e a lactacdo (MUELLER et al., 2015; WALLACE et al., 2016).

Diferencas na MI materna durante a gestacdo tém sido observadas de acordo com
0 excesso de peso materno pré-gestacional e 0 GPG (COLLADO et al., 2008; KOREN et
al., 2012; NURIEL-OHAYON et al., 2016; STANISLAWSKI et al., 2017). Ao comparar
a MI materna no primeiro e no terceiro trimestre gestacional, alguns autores relataram
diminuicdo da alfa-diversidade e diferencas na beta-diversidade ao longo da gestacdo
(GOMEZ-ARANGO et al., 2016; KOREN et al., 2012; STANISLAWSKI et al., 2017).
Stanislawski et al. (2017) observaram que mulheres com excesso de peso pré-gestacional
apresentaram maior propor¢do de Firmicutes e menor de Bacterioidetes quando
comparadas com mulheres com IMC adequado. Esses autores mostraram ainda que a Ml
de mulheres com GPG excessivo apresentou 0 mesmo comportamento da M1 de mulheres
com excesso de peso pré-gestacional. Outros estudos relataram um aumento na
abundéncia dos filos Actinobacterias, Bacteriodes e Firmicutes em mulheres com
obesidade pré-gestacional (COLLADO et al., 2008; GOMEZ-ARANGO et al., 2016;
HOUTTU et al., 2018).
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O IMC pré-gestacional tem sido associado diretamente com a MI infantil
(CERDO et al., 2018; COLLADO et al., 2010; GALLEY etal., 2014; MUELLER et al.,
2016). Um estudo realizado na Finlandia com 42 pares de maes-filhos, mostrou que
mulheres com IMC pre-gestacional > 25 kg/m? tiveram filhos com contagem de bactérias
significativamente menor no primeiro més de vida, e Ml diferente quanto a abundancia
de Bacteriodes e Provotella, com um més, e quanto C. Histolyticum, com seis meses,
quando comparados a filhos de maes com IMC pré-gestacional < 25 kg/m2 (COLLADO
et al., 2010). O IMC pré-gestacional materno foi associado com menores concentragdes
de Bacterioides, com um més de vida, e com maiores concentragdes de C. Histolyticum,
com seis meses de vida (COLLADO et al., 2010).

Muller et al. (2016) avaliaram a M1 de 74 RN brasileiros nascidos em Porto Alegre
na primeira semana de vida. Os autores observaram diferenca na beta-diversidade da Ml
infantil de filhos de médes com obesidade pré-gestacional comparado a de RN de méaes
com peso adequado, entre as criancas nascidas de parto normal. RN de parto normal e de
méaes obesas apresentaram maior proporcdo de Bacteroides e deplecdo da familia
Xanthomonadaceae, comparados aos RN de méaes eutréficas. Além disso, a M1 de RN de
parto normal e de mées com excesso de peso era majoritariamente composta por bactérias
com funcdo de metabolizacdo de carboidrato, enquanto bactérias produtoras de &cidos
graxos de cadeia curta foram encontrados em maiores proporc¢des entre criangas nascidas
de parto normal e de mées com peso adequado.

O GPG também esta relacionado com diferentes padrGes de composi¢do de Ml
infantil. Ao comparar a MI de criangas americanas menores de um ano, Robinson et al.
(2017) observaram uma associacdo negativa entre 0 GPG e a abundancia de Bacteriodetes
e diferencas na alfa diversidade na M1 de criancas nascidas de mdes com GPG excessivo,
quando comparadas com criancas nascidas de médes com GPG adequado. Um outro estudo
realizado nas Filipinas com 42 pares de mae-filhos, avaliou a Ml infantil no primeiro e
sexto meses e observou menores taxas de Bacteroides-Prevotella e maior abundéncia de
Clostridium histolyticum em filhos de maes com GPG excessivo ao comparar com filhos
de mées com GPG adequado (COLLADO et al., 2010).
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Quadro 1. Caracteristicas dos estudos que avaliaram

intestinal infantil.

a relacdo entre IMC pré-gestacional e o ganho de peso gestacional e a microbiota

Critériosde  Periodo . Principais resultados
_— . ~ Método de : .
Autor e ano Objetivo incluséo e da N S (Para filhos de mé&es com excesso de
~ avaliacdo da Ml
excluséo amostra peso)

(COLLADO et al., 2010) Avaliar a associacdo Mulheres Umeseis 42 RNA Menor propor¢do de Bacteriodes-
entre o0 peso pré- livres de meses pos- ribossémico 16S  Provotella, com um més, e maior de C.
gestacional materno e 0 DCNT parto PCR para Histolyticum, com seis meses
GPG na aquisicdo e Sem espécies IMC pré-gestacional foi associado
desenvolvimento da MI informacao escolhidas pelos com menores concentragbes de
infantil  durante  os quanto ac AM autores Bacterioides, com um més de vida, e
primeiros seis meses de com maiores concentragbes de C.
vida Histolyticum, com seis meses de vida

O GPG foi associado com menores
concentracdes de Bacterioides, e com
maiores  concentracbes de C.
Histolyticum, com um més de vida

(GALLEY etal., 2014) Avaliar a associacdo Criangas Doisanos 79 PCR Tanto alfa e riqueza de MI foram
entre a  obesidade saudaveis A leitura das maiores entre filhos de maes com
materna e a MI de Amamenta- sequéncias de obesidade
criangas com dois anos das ou ndo DNA foram Diferenca na beta-diversidade
de vida realizadas no Ao estratificar segundo a renda, as

QIIME 1.7.0 diferencas s6 se mantiveram para as
mulheres com renda alta

(LEMAS et al., 2016) Avaliar arelagdo entrea Criangas em Duas 30 Regido V1-V2 N&o foram encontradas diferengas na
concentracdo de leptina AM e semanas do RNA composicdo da Ml
e insulina no leite e a M1 nascidas a pobs-parto ribossébmico 16S Menor abundéncia do filo das

de criangcas com duas
semanas

termo
SG)
Sem uso de
antibiotico 15
dias antes do
parto

(>37

Sequenciamento
realizado na
plataforma
MiSeq

Proteobacterias e da classe de
Gammaproteobacteria

27




Critériosde  Periodo Método de Principais resultados
Autor e ano Objetivo incluséo e da N L~ (Para filhos de mé&es com excesso de
~ avaliacdo da Ml
excluséo amostra peso)
(MUELLER et al., 2016) Avaliar se o IMC pré- Nascidos a Doisdias 74 Regido V4RNA Nao foi encontrada diferenca para
gestacional esta termo,em AM ribossémico 16S alfa-diversidade
relacionado com a ou ndo; Livres Sequenciamento Diferenca significativa na beta-
estrutura de Ml infantil, de DCNT Nao realizado na diversidade, apenas entre as criangas
em nascidos de parto fumantes plataforma nascidas de parto normal
normal comparados aos Sem dieta MiSeq. A leitura Menor abundancia de Bacteroides,
nascidos de cesariana restrita Sem das sequéncias nos nascidos de parto normal
eletiva uso de foi realizada no
antibiético no QIIME 1.8.0
3°  trimestre
gestacional
(STANISLAWSKI et al., 2017)  Determinar a relacdo Feto Unico Quatroe 16 Regido V4 do Menor média de alfa-diversidade de
entre o IMC pré- nascimentos a 10 dias, 9 RNA MI materna
gestacional e o GPG termo ou pds- um, quatro ribossémico 16S  As caracteristicas maternas ndo foram
excessivo e a Ml termo,emAM e 12 meses PCR relacionadas com a composicdo da Ml
materna no parto e a Ml ou ndo pos-parto Sequenciamento infantil
infantil no primeiro ano na plataforma
de vida Illumina HiSeq
(ROBINSON et al., 2017) Determinar as IG no parto > <lano 84 Regido V4do Associacdo  negativa com a
associacbes de GPG 34 semanas RNA abundéncia de Bacteriodetes
com o perfil, riqueza e Sem ribossdbmico 16S Diferencas na media de alfa
indice de diversidade de alteracdes PCR diversidade entre criangas nascidas de
Shannon na Ml infantil graves de lllumina MiSeq  mades com GPG abaixo, acima e dentro
salide, uso de platform da faixa de recomendacdo pelo
antibiotico Institute of Medice (2009)

nos sete dias
anteriores e
emem AM ou
nao
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Critériosde  Periodo Método de Principais resultados
Autor e ano Objetivo incluséo e da N S (Para filhos de mé&es com excesso de
~ avaliacédo da Ml
excluséo amostra peso)
(CERDO et al., 2018) Explorar a composicdo Mulheres com 18 meses 39 Regido V1-V2 Maior abundancia de Bacteroidetes e
da MI de criangas com Diabetes do RNA menor abundancia de Firmicutes
18 meses, nascidas de Mellitus ribossémico 16S
maes obesas e Gestacional PCR; lllumina
eutroficas 18-45 anos MiSeq platform
Livres de
DCNT  pré-
gestacionais e
infeccOes
durante a
gestagédo
Criangcas em
AM ou néo
(SUGINO et al., 2019) Investigar a associacdo Né&o Uma 43 Regido V4 do Sem diferengas para alfa e beta
entre o IMC pré- especificado semana RNA diversidade e riqueza de Ml
gestacional e a MI Criangas em ribossémico 16S Maior abundancia de Megasphaera,
materna e infantil, AM ou ndo PCR Acidaminococcus e Akkermansia e
controlando os efeitos lllumina MiSeq  menor abundancia de Staphylococcus
de outros fatores, como platform

AM e tipo de parto

Nota: DCNT: Doengas cronicas nio transmissiveis; RNA: Acido ribonucleico; DNA: Acido desoxirribonucleico; PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase;

QUIIME: Quantitative Insights Into Microbial Ecology; GPG: ganho de peso gestacional; IMC: indice de massa corporal; AM: aleitamento materno; IG:

idade gestacional.
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2.4 Aleitamento materno e microbiota intestinal infantil

A alimentacdo, o AME ou uso de férmulas infantis, também exercem influéncia
sobre a MI da crianca (BODE, 2012). A amamentacdo é essencial para a colonizagéo
precoce do intestino infantil (MINIELLO et al., 2015), uma vez que o leite humano
contém uma série de compostos que influenciam o desenvolvimento da Ml infantil
(MILANI et al., 2017). Entre esses compostos, destaca-se a presenca de bactérias, que
séo transferidas por meio da amamentagéo.

Lactentes em AME apresentam diferenca em sua MI, e possuem menor
diversidade e contagem total de bactérias, em relacdo as criangas alimentadas com
férmulas infantis (BACKHED et al., 2015; DRAKE; REYNOLDS, 2010; MARTIN et
al., 2016). Criancas em AME abrigam MI duas vezes mais abundante em Bifidobacteria
guando comparados a criancas alimentadas com férmula. Entre as Bifidobactérias, B.
breve, B. bifidum, B. longum e B. adolescentis foram isoladas em lactentes alimentados
em AM misto, enquanto B. infantis é tipica do AME e B. fragilis de criangas alimentados
apenas com formula infantil (PENDERS et al., 2006).

Alguns estudos revelaram variacdes na composicao bacteriana do leite humano de
acordo com caracteristicas maternas. A avaliacdo da composi¢cdo bacteriana do leite
materno em mulheres saudaveis revelou a presenca de grande variedade de bactérias,
incluindo Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium e E. coli
(HEIKKILA; SARIS, 2003; MARTIN et al., 2007). Por outro lado, o leite materno de
méaes com obesidade abrigou uma comunidade bacteriana diferente e menos diversa do
que a de individuos com peso normal, incluindo maior abundancia de Staphylococcus e
A. muciniphila e menor abundéncia de Bifidobacterium (CABRERA-RUBIO et al., 2012;
COLLADO et al., 2012).

Os OLH séo outra classe de compostos presente no leite humano com mais de 200
diferentes tipos ja descritos. Os OLH séo carboidratos complexos ndo digeriveis pelo
intestino humano (SELA et al., 2011) e consistem no segundo carboidrato mais abundante
no leite materno. Esses compostos servem de substrato para o crescimento das bactérias
da MI consideradas potencialmente benéficas (MANTHEY et al., 2014; SELA et al.,
2011; ZIVKOVIC et al., 2011), e para a produgdo de &cidos graxos de cadeia curta
(CHAMBERS et al., 2018). Dessa forma, potencializa a proliferacdo de Bifidobacterias
e os Lactobacillus, consideradas bactérias de género ‘saudavel’ (ZIVKOVIC et al., 2011).

Nesse sentido, criangas amamentadas permanecem por mais tempo sendo

expostas a transferéncia de MI materna, e a presenca de OLH, horm6nios maternos e
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outros compostos bioativos (MARTIN et al., 2009). Isso permite que a MI adquirida ao
longo da gestagéo e no parto seja modulada pela presenca desses compostos no leite
humano (MUSILOVA et al., 2014). Por outro lado, criancas que recebem formula infantil
e outros tipos de alimentos também sdo submetidos a microbiota presente nesses
alimentos, levando a uma maior diversidade da Ml infantil (LEVIN et al., 2016).

Martin et al. (2016) observaram que apenas a presenca do AM foi capaz de
modular a M1 aos trés meses, independentemente do tipo de parto. Criangas nascidas de
parto cesareo, apos trés meses de AME, atingiram propor¢do semelhante de B. bifidum e
L. gasseri em sua MI quando comparadas com criangas nascidas de parto normal
(MARTIN et al., 2016). Ambas as espécies de bactérias fazem uso dos OLH presentes no
leite humano como substrato (STINSON et al., 2017). Dessa forma, a presenca dos OLH
favoreceu o crescimento dessas espécies. Essa foi a primeira vez que essa interacdo entre
0 tipo de parto e 0 AM com a Ml infantil foi relatada (MARTIN et al., 2016). Contudo,
ainda sdo escassos estudos que investigaram a interacdo entre o IMC pré-gestacional e o
AM com a Ml infantil.
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3. Justificativa

A relacdo da MI com a saude humana tem sido foco de recentes investigacoes,
sendo 0 excesso de peso um dos principais fatores estudados. Diversos estudos tém
avaliado o impacto da MI de adultos como fator de risco para o desenvolvimento de
DCNT em um contexto no qual o aumento da prevaléncia de obesidade tornou-se um
problema de saude publica.

O periodo da primeira infancia até trés anos de vida ¢é essencial na formacdo da
MI do adulto. Assim, é muito importante que seja feita a identificacdo de fatores
modificaveis que possam favorecer uma MI menos patolégica na vida adulta. Entretanto,
ainda sdo escassos 0s estudos a respeito da MI infantil, especialmente em criangas
saudaveis.

Um numero consideravel de estudos tem avaliado o impacto do tipo de parto na
MI infantil, uma vez que se acreditava que o Utero fosse um ambiente estério.
Recentemente, com a possibilidade da existéncia da transferéncia de microbiota da mae
para o feto, novos fatores modificaveis tém sido investigados. Resultados da literatura
indicam que fatores como o estado nutricional materno e o AM sdo importantes
determinantes da composicao da Ml infantil.

As evidéncias sobre o impacto do estado nutricional materno na Ml infantil séo
controversas, devido ao numero pequeno de criancas avaliadas e o uso de diferentes
técnicas de avaliacdo da MI. Além disso, a maioria dos estudos nédo considera o efeito do
AM nessa relacdo, fator fundamental nos primeiros meses de vida da crian¢a. Somado a
isso, estudos brasileiros sdo escassos, ja que apenas um avaliou a relagdo entre o IMC
pré-gestacional e a Ml infantil.

O presente estudo tem como objetivo fornecer evidéncias sobre o impacto do
estado nutricional materno e o papel do aleitamento materno na MI infantil.
Adicionalmente, visa contribuir para o conhecimento do comportamento da Ml infantil
de criancas brasileiras, uma vez que a MI pode ser influenciada pela localizacédo

geografica e cultura populacional local.
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4. Pergunta de estudo e hipdteses
Perguntas: O excesso de peso materno influencia a M1 no primeiro més de vida?
O AM pode modificar a relacdo do IMC pré-gestacional e GPG com a MI no primeiro

més de vida?

Hipotese 1: Filhos de mulheres com IMC pré-gestacional de
sobrepeso/obesidade e GPG excessivo apresentam MI diferente no primeiro més de vida,
quanto a abundancia relativa, alfa e beta-diversidade, quando comparada a filhos nascidos
de mulheres com IMC pré-gestacional e GPG adequado.

Hipotese 2: Criangas em AME apresentam M1 no primeiro més de vida diferente,
quanto a abundancia relativa, alfa e beta-diversidade, quando comparada a criangas em
APC.

Hipdtese 3: Filhos de mulheres com IMC pré-gestacional e/ou GPG excessivo e
em AME, apresentam MI semelhante, quanto a abundéncia relativa, a de criangas
nascidas de maes com IMC pré-gestacional e/ou GPG adequado e em AME.
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5. Objetivos
5.1. Objetivo geral
Investigar as associagdes do indice de massa corporal (IMC) pré-gestacional e
do ganho de peso gestacional (GPG) com a composicdo e diversidade de microbiota
intestinal (MI) infantil no primeiro més de vida, considerando o tipo de aleitamento

materno (AM) como efeito modificador dessas relagdes.

5.2. Objetivos especificos
I.  Determinar a abundancia, alfa e beta diversidade da MI infantil no
primeiro més de vida de acordo as categorias de IMC pré-gestacional e
GPG.
Il.  Verificar a associacdo do IMC pré-gestacional e do GPG com a Ml
infantil no primeiro més de vida.
I1l.  Awvaliar a abundancia, alfa e beta diversidade da Ml infantil de acordo
com o tipo de AM.
IV. Investigar o papel do tipo do AM nas possiveis associa¢des do IMC pré-

gestacional e do GPG com a Ml infantil no primeiro més de vida.
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6. Métodos
6.1 Delineamento do estudo, &rea e populacéo-alvo

A presente dissertagéo faz parte de um estudo maior com delineamento do tipo
longitudinal prospectivo, que foi desenvolvido considerando a linha de base e cinco ondas
de seguimento: pré-natal (28 — 35 SG - linha de base), puerpério imediato (2 — 8 dias),
um més (26 — 50 dias), trés meses (88 — 119 dias), seis meses (180 — 216 dias) e um ano
pos-parto (365 — 404 dias). Para este trabalho, foram utilizados dados relativos a linha de
base e 0 primeiro més pds-parto (Figura 3).

O presente estudo investigou uma amostra de gestantes usuarias da Clinica de
Familia Assis Valente, localizada na Ilha do Governador, Zona Norte da cidade do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil. A clinica funciona de acordo com o Programa de Salde
da Familia (BRASIL, 2012) e dispdem de seis equipes de saude da familia, sendo
responsavel pelo atendimento de mais de 7.000 familias, e aproximadamente, 20.000

USUArios.

Recrutamento (2835 semanas gestacionais)
v Comsentimento livee ¢ esclarecido

Linka de base

Eutrevista | ] | Entrevinm 2 Entreviata 3 ' | Entrevisia 4 ] l Entrevivia & l
Gestagho Pos parto
1515 5G [ 2.8 dias | 26.50 dins [ 88019 dias l [ aso0216dias || 365404 dias ]

Linka de base ) Eatrevista 3

Mae Mie

* Questionar xos * Ouestionaros
socioecondmico, socioecondmico
demogrifico, demografico
estdo de wla ¢ estllo de vida o
saade materna satde materna e

¢ Conumo wdonti|
alenentar: QFA * Antyopometr ia

* Antropotmets ia
Peso pré

gestacional

Recém nasculo

* Amostra de feren
Microbiota

* Antropometrin

Figura 3. Fluxograma adaptado do estudo maior indicando o detalhamento da linha de
base (28-35 semanas gestacionais) e da onda de seguimento 3 (26-50 dias pds-parto).
SG: semanas gestacionais; QFA: questionario de frequéncia alimentar.
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6.2 Captacdo das participantes

As gestantes eram encaminhadas para iniciar o pré-natal, logo apds o teste
imunolégico de gravidez. O acompanhamento da gestante era feito pelo médico,
enfermeiro e dentista da estratégia de Saude da Familia. Dentro da rotina de atendimento,
a gestante realizava o exame para doengas sexualmente transmissiveis, o teste oral de
tolerancia a glicose e 0 hemograma.

Durante o periodo de espera para as consultas, as gestantes eram abordadas pela
equipe do estudo, para a aplicacdo de um questionario de rastreamento envolvendo
questdes béasicas como nome, idade, intencdo em permanecer residindo na area
programética ap6s o parto, |G, diagnostico de DNCT ou doengas sexualmente
transmissiveis, uso de medicamentos para tratamento de doenca psiquiatrica, interesse em
amamentar, peso pré-gestacional e telefone de contato.

Um contato telefénico para agendamento de um encontro era realizado com todas
as gestantes que se enquadravam nos critérios de elegibilidade. As gestantes elegiveis que
tiveram interesse foram convidadas a participar do estudo. Todas as gestantes assinaram

0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

6.3 Critérios de elegibilidade
As gestantes que atenderam aos seguintes critérios de elegibilidade, no momento
de recrutamento, foram convidadas a participar do estudo:
o Ter idade entre 18 e 40 anos;
o Realizar o acompanhamento pré-natal no local de estudo;
o Apresentar I1G entre 28 e 35 semanas;
o Estar livre de DNCT (exceto obesidade, IMC > 30 kg/m?), e de doencas
infecciosas;
o Nao apresentar gestacdo gemelar;
o Desejar amamentar;
o N&o fazer uso de medicamento psiquiatrico;
o Residir na area geografica de cobertura da Clinica da Famila Assis

Valente.

6.4 Critérios de exclusao

Para a amostra final, foram excluidas:
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o As gestantes que desenvolverem alguma alteracdo da saude durante a
gestacdo, como pré-eclampsia ou diabetes gestacional,

o As mulheres que fizerem uso de medicacdo antidepressiva ou outra
medicacdo psiquiatrica;

o Mulheres que apresentaram historia obstétrica de parto prematuro;

o Criangas nascidas pré-termo;

o Criangas que fizeram uso de antibi6tico.

6.5 Variaveis do estudo
6.5.1 Coleta de dados
A coleta de dados ocorreu entre Outubro de 2016 a Janeiro de 2020 por meio de
entrevistas com coletadores treinados. A coleta de dados foi realizada a partir do Research
Eletronic Data Capture (REDCap), software que permite a geracao e gerenciamento do
banco de dados em sua plataforma online. Os questionarios foram aplicados em um tablet,
de forma offline e enviados diariamente para a plataforma online. O controle de qualidade

na coleta de dados era feito diariamente por meio da revisao dos questionarios aplicados.

6.5.2 Antropometria materna

O peso pré-gestacional, aferido até a 132 semana gestacional ou auto-referido, foi
coletado da caderneta de acompanhamento pré-natal. A estatura foi medida com o auxilio
do Estadidmetro Alturexata® (Belo Horizonte, Brasil), com escala bilateral em milimetros
e campo de uso de 0,35 até 2,13 m, durante a segunda onda de seguimento (um més pds-
parto). A afericdo da estatura foi realizada por um pesquisador treinado e de acordo com
o0 protocolo proposto por LOHMAN et al., (1988).

O calculo do IMC pré-gestacional foi realizado por meio da divisdo do peso (em
quilogramas) pela estatura ao quadrado (em metros) (IMC=peso/estatura?). O estado
nutricional pre-gestacional foi classificado usando as categorias de IMC pré-gestacional,
segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) (OMS, 1995). Para as analises, optou-
se por categorizar o IMC em adequado (<25,0 kg/m?) e sobrepeso/obesidade (> 25,0
kg/m?), uma vez que na amostra apenas uma participante se enquadrava na categoria de

baixo-peso pré-gestacional.
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6.5.3 Ganho de peso gestacional

O GPG foi calculado por meio da subtracéo do peso na ultima consulta pré-natal
(recuperado da caderneta de acompanhamento pré-natal) do peso pré-gestacional (auto-
referido ou recuperado da caderneta de acompanhamento pré-natal). A classificacdo do
GPG foi realizada de acordo com a recomendacdo do Institute of Medicine (I0OM)
(INSTITUTE OF MEDICINE, 2009). A recomendacdo do IOM determina um intervalo
de GPG de acordo com o IMC pré-gestacional, com descrito no Quadro 2. O GPG
insuficiente foi definido como um valor abaixo do intervalo apropriado para cada
categoria de IMC pré-gestacional. O GPG excessivo, foi definido como um valor acima
do intervalo apropriado, e 0 GPG adequado como um valor dentro do intervalo
apropriado. A adequacdo do GPG foi dicotomizada como adequada (GPG insuficiente e

adequado combinado) e excessiva (GPG excessivo).

Quadro 2. Classificacdo do estado nutricional pré-gestacional materno e recomendacéo
de ganho de peso gestacional.

IMC pré-gestacional (kg/m?) Classificacéo Ganho de peso total (kg)
<18,5 Baixo peso 12,5-18,0
18,5-24,9 Eutrofia 11,5-16,0
25,0 -29,9 Sobrepeso 70-115
>30,0 Obesidade 50-9,0

Fonte: IOM, 2009.

6.5.4 Coleta de amostra de fezes

A coleta de fezes das criancas foi realizada em todas as ondas de seguimento do
pos-parto. A puérpera recebeu um tubo coletor de fezes com pa coletadora (Globe s screw
cap container), um saco com fecho hermético, uma caixa térmica e gelo reutilizavel rigido
(gelox®). A puérpera e/ou o cuidador eram orientados a observar atentamente a crianga,
e ao sinal de evacuacéo, realizar a coleta das fezes o mais rapido possivel, conforme as
orientagdes da equipe de pesquisadores. A mée também era orientada para que as fezes
fossem coletadas no dia da consulta ou no maximo 48 horas antes, e que fossem
armazenadas no tubo com pa coletadora, dentro do saco hermético e acondicionadas no
congelador. O transporte até a unidade de saude era realizado na caixa térmica juntamente

com o gelox (Figura 4).
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Todas as amostras de fezes foram congeladas imediatamente apds o recebimento
a-20°C e, posteriormente, mantidas a -80°C em biorrepositorio até o envio das amostras,
para processamento e analise na Universidade de Columbia, em Nova lorque, Estados
Unidos, local em que as anélises foram realizadas em parceria com o Center for Infection
and Immunity e em colaboracdo com o professor Brent Willians (parceiro do programa

de pos-graduagdo em Nutricdo da UFRJ).

& ® ®
Troca da fralda Coleta no tubo com pa Armazenamento dentro do
coletora saco hermético

\:———“"

Armazenamento
no congelador

Satde da Familia

® @ ®

Clinica da Familia Uso do gelox e da caixa
Assis Valente térmica para o transporte

Figura 4. Fluxo de coleta e armazenamento das amostras de fezes infantil.

6.5.5 Anélise de microbiota intestinal infantil

As amostras de fezes congeladas das criangas foram enviadas, periodicamente, em
gelo seco, com controle e manutencao da temperatura em -80 °C, para a Universidade de
Columbia (Nova lorque/Estados Unidos), local em que as analises foram realizadas. A
determinacdo da MI no primeiro més de vida foi feita de acordo com o protocolo 16S
Illumina Amplicon. O protocolo compreende a utilizagdo do 4&cido ribonucleico
ribossémico (RNAr) como material genético para o sequenciamento, por se tratar do em
melhor nivel de conservacdo em relacdo as modificagdes genéticas, comum entre as
bactérias (CAPORASO et al., 2012). A extracdo do RNAr da amostra, foi realizada
utilizado primers (segmentos de acidos nucléicos, necessarios para o inicio da replicacdo

do material genético) especificos para a area V4 do gene 16S do RNAr bacteriano.
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Posteriormente foi feita amplificacdo em triplicata. A regido V4 foi escolhida, por ser a
regido de melhor conservacéo, e fornecer precisdo préxima a do sequenciamento de todo
0 gene 16S (YANG, B. et al., 2016). A identificagdo da classificacdo taxondmica presente
na Ml foi realizada por sequenciamento na plataforma MiSeq e HiSeq Illumina, de acordo
com 0 protocolo padrdo do Projeto Microbioma Terra
(http://www.earthmicrobiome.org/emp-standard-protocols/16s/), conforme CAPORASO
et al., (2012). As analises do sequenciamento do RNAr 16S foram realizadas no
Quantitative Insights Into Microbial Ecology 2 (QUIIME2) (CAPORASO et al., 2010;
KUCZYNSKI et al., 2011).

6.5.6 Aleitamento materno

Os dados sobre o tipo de AM com um més de vida foram obtidos a partir de
questionario estruturado, em que a participante era questionada se ofereceu algum
alimento, &gua, suco ou ché para a crian¢a (Anexo 1). Posteriormente, o tipo de AM foi
classificado de acordo com a recomendacao da OMS (2007), adaptada pelo Ministério da
Saude (2009) (BRASIL, 2009; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007).
Considerando o pequeno tamanho da amostra, optou-se por categorizar o AM em AME
quando a crianca recebeu apenas leite materno e em predominante/complementar (APC),

quando além do leite materno foram consumidos outros liquidos ou alimentos.

Quadro 3. Definicdo de tipo de aleitamento materno.

Tipo de AM Definicdo
AM exclusivo N&o h& a introducdo de nenhum tipo de alimento além do leite
materno.

AM predominante A crianca recebe o leite materno, agua e/ou bebidas a base de
agua, como os chas.

AM misto A crianca recebe o leite materno complementado com outros
tipos de leite como as formulas infantis.

AM complementado A crianca recebe além do leite materno, qualquer alimento
solido ou semissolido.

Auséncia de AM A crianca ndo recebe leite materno.

Fonte: Ministério da Saude (2009).

6.5.7 Variaveis combinadas segundo IMC, GPG e AM
Conjuntos de variaveis combinadas de IMC pré-gestacional e status de AM e

adequacao de GPG e status de AM com o objetivo de capturar uma possivel modificacdo
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de efeito da amamentacdo na relacdo de adequacdo de IMC ou GWG pré-gravidez na

microbiota intestinal infantil. As categorias resultantes estdo apresentadas no Quadro 4.

Quadro 4. Definicdo das varidveis combinadas de IMC pré-gestacional e GPG com o
AM.

IMC pré-gestacional EI\BIO <8 Variavél combinada

Adequado (<25 kg/m?) AME IMC adequado e AME
Sobrepeso/obesidade (=25 kg/m?) APC IMC sobrepeso/obesidade e APC
GPG EI\BIO <8 Variavél combinada

Adequado AME GPG adequado e AME
Excessivo APC GPG excessico e APC

Nota: IMC: indice de massa corporal; AM: aleitamento materno; GPG: ganho de peso
gestacional. O GPG foi definido de acordo com o IMC pré-gestacional e classificado em
adequado quando abaixo ou dentro da faixa de GPG total recomendado, e em excessivo
quando acima da faixa de recomendacdo. AME: Aleitamento materno exclusivo. APC:
aleitamento materno predominante/ complementado.

6.5.8 Covariaveis
Um questionario padronizado foi utilizado para obtencdo de dados socio-
demogréficos, histdria reprodutiva e de estilo de vida (Anexo 2 e 3). Uma série de
informacBes foram coletadas por meio de questionarios padronizados e/ou validados,
entre elas: idade, estado civil, tipo de parto, paridade, ocupacdo materna, nivel de
escolaridade, renda familiar per capita, doencas e uso de medicamentos durante e apds a

gestacao.

6.6 Analise estatistica

Para a avaliacdo da normalidade das variaveis foram utilizados histogramas,
gréaficos de dispersdo e os testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. A descricao
dos dados foi feita por meio de medidas de tendéncia central e dispersdo (mediana e
intervalo interquartilico), para variaveis continuas, e frequéncia absoluta e relativa, para
variaveis categoricas. A comparacao das variaveis categoricas foi realizada por meio do
teste qui-quadrado ou teste exato de Fisher, e das varidveis continuas por meio do teste t
de Student ou teste Wilcoxon-Mann-Whitney.

O célculo de alfa-diversidade foi realizado por meio do indice de Shannon
(SPELLERBERG; FEDOR, 2003), para a diversidade filogenética foi usada o indice de
Faith (FAITH, 2007) e o de beta-diversidade foi calculado de acordo com a

41



dissimilaridade de Bray-Curtis, o Unifranc weight and unweight (BRAY; CURTIS,
1957). A abundancia, diversidade filogenética e alfa-diversidade foram analisadas por
meio de mediana e intervalo interquartilar e graficos de blox-plot. A comparacdo desses
parametros de acordo com as categorias de interesse foi feita por meio do teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney. A beta-diversidade foi avaliada por meio de graficos de
rarefacdo de analise de coordenadas principais (PCoA, do inglés, Principal Coordinates
Analysis), método que permite a exploracdo e visualizacdo das diferencas e similaridades
entre os dados. Também foi utilizada a Analise Multivariada Permutacional de Variancia
(PERMANOVA, do inglés, Permutational Multivariate Analysis of Variance) para
avaliar a diferenca de beta-diversidade entre os grupos estudados. Além disso, regressdes
lineares multiplas ajustadas para fatores de confusdo foram utilizadas para testar a
associacdo entre o IMC pré-gestacional e 0 GPG com a diversidade de Ml e a analise de
tamanho do efeito da analise discriminante linear (do inglés, Linear Discriminant
Analysis Effect Size - LEfSe) foi utilizada para avaliar a diferenciacdo da MI presente nos
diferentes grupos segundo o IMC pré gestacional, 0 GPG e AM.

As anélises estatisticas foram realizadas no software estatistico R, verséo 3.5.2 e

no Stata versdo 15. O nivel de significancia adotado foi p < 0,05.

6.7 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da Maternidade-
Escola da Universidade Federal do Rio de Janeiro (parecer n°49218115.0.0000.5275) e
da Secretaria Municipal de Saude do Rio de Janeiro (parecer n® 49218115.0.3001.5279)
e estd em acordo com 0s principios éticos de ndo maleficéncia, beneficéncia, justica e
autonomia, contidos na resolucdo 510/2016 do Conselho Nacional de Saude (CNS). A
participacdo na pesquisa se dava de forma voluntaria, mediante assinatura de duas vias
do TCLE.

6.8 Participacéo do autor

A discente e autora desta dissertacdo participou de todas as etapas do estudo em
que esse trabalho estd inserido. Desde a eloboracdo e planejamento da coleta de dados,
ainda como aluna de inciacdo cientifica, passando pela coleta de dados, inicialmente
como entrevistadora e depois como coordenadora de campo, e finalmente, analisando os

dados coletados para elaboracéo dos resultados aqui apresentados.
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7. Resultados

COSTA, Nathalia Cristina de Freitas et al., Relationship between maternal pre-
pregnancy body mass index and gestational weight gain with infant gut microbiome:

Results from a prospective birth cohort
(Relacéo entre o indice de massa corporal pré-gestacional e o ganho de peso gestacional

com a microbiota intestinal infantil: Resultados de uma coorte prospectiva de

nascimento)
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Abstract

Background: Maternal obesity may change maternal microbiota during pregnancy and
this altered microbiota can be transmitted to the infant. Moreover, infant feeding mode
can also affect the infant gut microbiota. Objective: To evaluate the association of pre-
pregnancy excessive body mass index (BMI) and gestational weight gain (GWG)
adequacy on infant gut microbiota and the role of breastfeeding on this association.
Methods: Prospective cohort conducted in Rio de Janeiro, Brazil. Maternal pre-
pregnancy BMI (<25; > 25 kg/m?, normal/excessive) and GWG adequacy (adequate;
excessive) were the exposures and breastfeeding practice status (exclusively
breastfeeding EBF; predominant/complementary feeding PCF) was analyzed as an effect
modifier. Infant stool samples were collected for 56 infants between 26-45 days. Samples
were sequenced using 16S rRNA gene sequencing (MiSeq). Analysis included alpha
diversity indices, beta diversity metrics and Wilcoxon-Mann-Whitney Test, linear
regression, permutational multivariate analysis of variance and linear discriminant
analysis effect size. Results: Microbiota composition presented higher abundance of
Bifidobacterium, Veillonella and Escherichia and an increase of Escherichia and decrease
of Streptococcus among pre-pregnancy excessive BMI and excessive GWG women. A
higher median alpha diversity in infants born from mothers with excessive GWG was
observed, and excessive GWG was positively associated with alpha diversity. The
microbiota of infants born from mothers with excessive pre-pregnancy BMI were
enriched with Dialister genus and Lactobacillus ruminis, Haemophilus parainfluenzae
and Veillonella parvula species and those born from mothers with excessive GWG had
higher abundance of Staphylocococcus genus, Staphylococcaceae family, Bacillales
order and Bacilli class. PCF status decreased the abundance of Bifidobacterium only
among excessive BMI/GWG. Excessive GWG and PCF practice were associated with
high infant gut microbiota alpha diversity. Conclusion: Maternal overweight modified
infant gut microbiota abundance. The PCF seems to modify the effect of excessive GWG
and pre-pregnancy BMI on infant gut microbiota.

Key-words: Pre-pregnancy body mass index; Gestational weight gain; Breastfeeding;

gastrointestinal microbiome; Infant.
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Introduction

The human gut microbiota is composed of millions of microorganisms (1).
During early childhood, i.e. first six years of life, these microorganisms are responsible
to perform essential functions for adequate development, including the homeostasis of
the immune system, growth and differentiation of intestinal epithelial cells and maturation
of the central nervous system (2-5).

Research on the microbiome has increased over the past 10 years and gut
microbiome have been investigated in relation to a wide range of health disorders
including cancer (6), cardiovascular disease (7), inflammatory bowel disease (8), and
obesity (9). According to the World Health Organization (WHO), overweight prevalence
has increased worldwide among children, adolescents and adults and it is considered now-
days one of the most important public health burden (10). Maternal overweight is well
documented as a risk factor for obstetric complications and chronic disease development
in the offspring on the long-term (11). One of the mechanisms suggested in the literature
Is the transfer of an obesogenic microbiota to the offspring (12).

Although the intestinal epithelial barrier prevents bacterial entry into the
bloodstream, dendritic cells appear to be able to actively penetrate the intestinal
epithelium, transporting bacteria in the lumen to the lymphatic circulation. Thus, these
bacteria reach other organs such as the placenta, uterus and mammary glands (13). This
mechanism seems to occur independently of pregnancy status. However, some authors
suggest that the bacterial translocation happens more easily during pregnancy due to
increased progesterone that increases intestinal permeability (14).

According to the above-referenced mechanism, maternal overweight can change
maternal microbiota during pregnancy (15-18), and this altered microbiota can be passed
to the infant. Some studies have already evaluated the effect of maternal overweight on
infant gut microbiota (19-24). However, according to a recent systematic literature review
the results are still inconclusive (25).

Infant feeding mode may also affect infant gut microbiota. Breastfeeding is very
important in the first months of life, as for feeding and as for infant development and is
capable of shaping infant gut microbiota. A meta-analysis including American, Canadian,
Haitian, South-Africans and Bangladeshi studies showed differences in diversity and
composition of infant gut microbiota in the first six months of life. Gut microbiota of non-
exclusive breastfeeding infants has increased relative abundances of Bacteroides,
Eubacterium, Veillonella, and Megasphaera (26).
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In contrast, studies evaluating maternal overweight combined with breastfeeding
are lacking in the literature. Thus, the aim of this study is to evaluate the association of
pre-pregnancy body mass index (BMI) and gestational weight gain (GWG) with infant
gut microbiota in the first month of life and to evaluate the role of breastfeeding as an
effect modifier in this association.

Methods

The study design comprised a prospective cohort conducted in a public health
care center in Rio de Janeiro, Brazil. Pregnant women were invited to participate if were
between 18-40 years old, with no chronic disease (except obesity) or infectious disease
and with 28-35 gestational weeks at the study baseline. The recruitment period lasted
from January 2017 to April 2019. Pairs of mothers-infants were followed up at seven
days, one, three, six, and 12 months post-partum. Pregnant women and infants were
excluded if had any complications during pregnancy, (preeclampsia or diabetes) or at
childbirth (hypoxia), or if infants used antibiotics from birth until stool sample collection.

Self-reported pre-pregnancy weight or the weight retrieved from the prenatal
care booklet was used. Maternal height was measured in duplicate with a stadiometer
(Altura Exata, Minas Gerais, BR) at one month postpartum. Pre-pregnancy BMI was
calculated using pre-pregnancy weight in kilograms divided by the square of maternal
height. Pre-pregnancy BMI was categorized as normal (<25.0 kg/m? — underweight and
normal) and excessive (> 25.0 kg/m?— overweight and obesity).

GWG was obtained subtracting weight at the last prenatal visit from pre-
pregnancy weight (self-reported or retrieved from the prenatal care booklet). The
classification of GWG adequacy was performed according the Institute of Medicine
(IOM) recommendations (27). The IOM guideline recommends that women should gain
weight according to their pre-pregnancy BMI. Pregnant woman that is underweight (BMI
< 18.5 kg/m?), normal weight (BMI = 18.5-24.9 kg/m?), overweight (BMI = 25.0-29.9
kg/m?), or obese (BMI > 30.0 kg/m?) should gain between 12.5 and 18.0, between 11.5
and 16.0, between 7.0 and 11.5, and between 5 and 9 kg, respectively. Insufficient GWG
was defined as a value below the appropriate interval for each pre-pregnancy BMI
category. Excessive GWG was defined as a value above the appropriate interval, and
adequate GWG as a value within the appropriate interval. GWG adequacy was
dichotomized as adequate (insufficient plus adequate GWG) and excessive.

Data on breastfeeding practice status at one month was collected using a
structured questionnaire where the mother was asked about the intake of breast milk and
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other beverages and foods, such as water, juice, teas, soups, cow's milk and infant
formula. Breastfeeding practice status was classified as exclusively breastfeeding (EBF)
when the infant received only breast milk and in some cases medicines, or
predominant/complementary feeding (PCF), when in addition to breast milk, other liquids
or foods were consumed (28).

Two sets of combined variables of maternal pre-pregnancy BMI and
breastfeeding practice status and GWG adequacy and breastfeeding practice status were
created aiming to capture a possible effect modification of breastfeeding on the
relationship of pre-pregnancy BMI or GWG adequacy on infant gut microbiota. The
following categories resulted for pre-pregnancy BMI and breastfeeding practice status:
normal BMI and EBF; normal BMI and PCF; excessive BMI and EBF and excessive BMI
and PCF. Regarding GWG adequacy and breastfeeding, the resulting categories were as
follow: adequate GWG and EBF; adequate GWG and PCF; excessive GWG and EBF and
excessive GWG and PCF.

Stool samples were collected from 56 infants at approximately at one month
postpartum (26-45 days). The infant caregiver was responsible for the stool collection no
later than 48 hours prior to the interview. The collection was performed using the Globe's
screw cap container (Globe Scientific, Mahwah, USA) and the stool was stored in an
airtight bag at the household freezer after collection. The infant stool sample was
transported from the household to the public health care unit by the participant using a
thermal box with reusable ice. After receipt, the samples were stored at -80°C at the Rio
de Janeiro Federal University laboratory facilities. The samples were then sent to
Columbia University, where microbiota sequencing was performed at the Center of
Immunity and Infection. Ribosomal RNA (rRNA) extraction was performed using kit
QIAmp DNA Stool Mini Kit (Qiagen Inc; Valencia CA, USA), followed by amplification
using primers for the V4 region of 16S rRNA. The identification of the taxonomic
classification present in the infant gut microbiota was performed by sequencing on the
MiSeq Illumina platform (llumina, California, USA), according to Caporaso et al. (2012)
(29). 16S rRNA sequencing analyses were performed on QUIIMEZ2 (Quantitative Insights
into Microbial Ecology 2).

The variables were described using medians and interquartile range. Chi-square
test or Fisher's exact test and Wilcoxon-Mann-Whitney tests or t test were used to evaluate
the difference between participants with and without infant stool samples and between
pre-pregnancy BMI and GWG groups. The Shannon index and Faith index were used to
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calculate alpha and phylogenetic diversity (PD), respectively. The Wilcoxon-Mann-
Whitney test was used to compare the observed species, Shannon index and Faith index
were used to test differences between the pre-pregnancy BMI and GWG groups. Linear
regression was used to test the association between maternal pre-pregnancy BMI status
and GWG adequacy and alpha diversity. The possible confounders and the adjustments
of the models were based on the scientific and biological plausibility of the associations.
The following co-variables used were: maternal age, number of children, type of delivery
and birth weight. Beta diversity was calculated according the Bray-Curtis dissimilarity
index, Unifrac and Weight Unifrac distances matrices. Principal coordinate analysis was
used to visualize beta-diversity and Permutational analysis of variance (PERMANOVA)
was used to assess the difference between pre-pregnancy BMI status and GWG adequacy.
The linear discriminant analysis effect size (LEfSe) algorithm was used to identify
significant differences in relative abundance of bacterial taxonomy. Statistical analyzes
were performed using STATA statistical software version 15.0 and R software version
3.5.2 using the Phyloseq package (30).

The study was approved by the Research and Ethics Committee of the Maternity
Hospital of Federal University of Rio de Janeiro (protocol no. 49218115.0.0000.5275)
and the Municipal Secretariat of Health and Civil Defense of the State of Rio de Janeiro
(protocol no. 49218115.0.3001.5279) located in Rio de Janeiro, Brazil.

Results

The distribution of co-variables for infants with and without stool samples
revealed that those born vaginally were more likely to have stool collected. Maternal
median age was 27.2 years and most participants presented excessive pre-pregnancy BMI
(51.8%) and gained adequate gestational weight (64.3%). Most infants were born through
vaginal delivery (73.2%) and were EBF at one month postpartum (55.4%) (Table 1).

Women with excessive pre-pregnancy BMI and PCF had highest median
maternal age and infant had highest birth weight, in comparison with other pre-pregnancy
BMI and breastfeeding status categories (Table S1). Pre-pregnancy weight and birth
weight were higher for those with excessive GWG and PCF, in comparison with other
GWG adequacy and breastfeeding status categories (Table S2).

Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, and Proteobacteria were represented
in the infant stool, accounting for ~99% of the microbial content in each sample.
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Bifidobacterium, Veillonella and Escherichia were the most abundant genus for all
children. Infants born from overweight mothers (both pre-pregnancy BMI and GWG)
presented a higher proportion of Escherichia abundancy and small of Streptococcus
abundancy when compared to infants born from mothers with normal pre-pregnancy BMI
and adequate GWG (Figure 1).

Infants born from mothers with excessive pre-pregnancy BMI and PCF practice
status have presented higher proportions of Veillonella, Bifidobacterium and
Streptococcus, in order of abundance, in comparison with other pre-pregnancy BMI and
breastfeeding groups. Infants born from mothers with excessive GWG and PCF status
presented more abundancy of Streptococcus, Veillonella and Bifidobacterium, in order of
abundance, in comparison with other three GWG and breastfeeding groups.
Bifidobacterium was the bacterial genus found in higher proportion in other groups
(Figure S1).

Infant stool alpha-diversity was different according to maternal GWG (p-
value=0.005) (Figure 3-A). GWG adequacy was significantly associated with alpha
diversity even after adjustment for confounders (=0.351; SE=0.146; p-value=0.020)
(results not shown). The alpha diversity was significantly different when adequate GWG
and EBF and excessive GWG and PCF groups were compared (p-value= 0.036) (Table
S3 and Figure S3-A). A significant association between excessive GWG and PCF and
alpha diversity was found (p-value=0.017) (Table S4).

Alpha diversity, phylogenetic diversity, number of observed species and beta
diversity did not differ according to pre-pregnancy maternal BMI (Figure 2 and Figure
4), according to the combined categories of pre-pregnancy BMI and breastfeeding
(Figure S2 and Figure S4), for GWG categories (Figure 3-B e C and Figure 5), nor for
combined categories of GWG and breastfeeding (Figure S3 and Figure S5).

Infants born from overweight mothers were enriched in bacterial genus Dialister
and bacterial species ruminis, parainfluenzae and parvula. Infants born from mothers
with excessive GWG had major abundance bacterial at class Bacilli, order Lactobacillales
and Bacillales, family Staphylococcaceae, genus Staphylocococcus and Actinobacillus
and species caccae (Figure 6). No differences were found in LEfSe for the combined
categories of pre-pregnancy BMI and breastfeeding status and GWG and breastfeeding

(results not shown).
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Discussion

The excessive BMI and GWG were associated with distinct infant microbial
community structure. Excessive GWG was positively associated with alpha diversity
after adjustment for confounders such as maternal age, number of children, type of
delivery and birth weight. Breastfeeding practice status has modified infant gut
microbiota composition. PCF status decreased the abundance of Bifidobacterium among
women with excessive pre-pregnancy BMI or excessive GWG. Excessive GWG and PCF
practice were associated with high infant gut microbiota alpha diversity at one month
postpartum. No differences were found for none of the diversity measures according pre-
pregnancy BMI or the combined pre-pregnancy BMI and breastfeeding groups.

Only three studies have evaluated healthy infant gut microbiota in Brazil (22,
31, 32). A unique feature of the current investigation is that for the first time the role of
breastfeeding as an effect modifier on infant gut microbiota was assessed for categories
of pre-pregnancy BMI and GWG. Another differential is the sophisticated statistical
techniques used to assess the infant gut microbiota. Our sample contains ~99% of the
main phyla of bacteria found in the human gut microbiota, a result that agrees with
Mueller et al. (2016) on a sample of 74 infants at 2 days (22). Our findings also agrees
with Taliro et al. (2017) that observed more abundance of Bifidobacterium on a sample
of 12 infants at one month postpartum (31) and with more abundance of Escherichia for
10 infants studied by Brandt et al. (2012) at on one month (32).

Distinct patterns of infant gut microbiota composition were observed according
to pre-pregnancy BMI and GWG adequacy. The gut microbiota of infants born from
overweight mothers was increased with Escherichia and decreased with Streptococcus.
A previous study with 50 Spanish mothers has shown that maternal pre-pregnancy
overweight (<25 kg/m?) was related to increased Escherichia coli maternal gut microbiota
at the third gestational trimester (17). This is an important finding, since maternal
microbiota is a factor that can modify the infant microbiota (33). Our findings agree with
two American studies (34, 35). The first has also shown increment of Escherichia in gut
microbiota at first six months for infants born from mothers with excessive GWG
according the IOM (35). Our results also agrees with the finding of less abundance of
Streptococcus at one week for infants born from mothers with excessive pre-pregnancy
BMI (15).

In our sample the alpha, beta and phylogenetic diversity, and number of observed

species revealed no difference between infants born from pre-pregnancy normal or
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excessive BMI mothers. One study from the USA showed an increment of alpha diversity
in microbiota at two years on infants born from overweight mothers (20). On the other
hand, several studies did not find statistically significant differences for alpha diversity
when normal and overweight mothers were compared at different timings (one day, one
week and two years) (15, 22, 23). Pre-pregnancy overweight does not seem to have an
impact on infant gut microbiota diversity, but only on microbiota composition. This
behavior seems to be also observed on maternal gut microbiota (17, 18, 36). Excessive
GWG was directly associated with infant gut microbiota alpha diversity on our results.
Few studies have evaluated this relationship (35, 37, 38) and only one has evaluated the
diversity of infant gut microbiota (35). Robinson et al. (2017) observed that North-
American infants born from mothers with insufficient GWG presented high Shannon
index (35). GWG inadequacy (excessive or insufficient) has a negative impact on child
health (39, 40), and it appears that one of the effects is on the increased infant gut
microbiota diversity that has been linked to adverse childhood outcomes (37, 38).

Our study has shown that excessive pre-pregnancy BMI was positively
associated with the bacterial genus Dialister and species Haemophilus parainfluenzae
and Veillonella parvula. Those bacterial genus and species have been observed in
inflammation states, e.g. in obesity (34), spondylarthritis (41), orthodontic infections (42-
45) and urinary tract infections (46). During pregnancy, the inflammation state is
physiological and important for adequate fetal development. However, this process may
be exacerbated for women with obesity and this can affect maternal and infant gut
microbiota. Dialister was found on obesity subjects. In pre-pregnancy overweight
maternal gut microbiota at the third trimester in a study with 50 Spanish (34). A similar
result was found for gut microbiota of infants born from overweight pre-pregnancy
mother at two years in a study with 79 North-Americans, in comparison with pre-
pregnancy normal BMI (20). In addition, Haemophilus parainfluenzae has been related
to urinary tract infections and this type of colonization favors vertical transmission to the
infant during the intrapartum period (46). Finally, Veillonella parvula is a commensal
bacterial found in the mouth (47-49) and has been associated with periodontitis (50),
which is more prevalent in high pre-pregnancy BMI (51). Thus, the inflammatory state
seems to modulate the maternal gut microbiota, which in turn affects the infant gut
microbiota. This demonstrates that the altered maternal gut microbiota probably can be

transferred to the infants.
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Excessive pre-pregnancy BMI also showed association with Lactobacillus
ruminis, that it is often observed in adult gut microbiota. Nagpal et al. (2016) has shown
an increment of this species between three days and six months, only in infants born from
vaginal delivery on a sample of 151 Japanese infants (52). A study in Malawi rural area,
also found this species in infant gut microbiota at six months (53). Our study is the first
to highlight this species in the gut microbiota of Brazilians infants. There is little evidence
regarding the presence of this species of bacteria in the infant intestinal microbiota. It is
important to be reported, as microbiota is affect for geographic (54).

Some studies observed the presence of Staphylocococcus aureus in infant and
maternal microbiota of mothers with pre-pregnancy overweight (17-19). Excessive GWG
was positively associated with Staphylocococcus genus, Staphylococcaceae family,
Bacillales order and Bacilli class. However, due to the reduced number of studies
conducted within this topic, this finding has not been documented in the gut microbiota
of infants born from mothers with excessive GWG.

Our results revealed that PCF status decreased the abundance of Bifidobacterium
on gut microbiota of infants born from mothers with excessive BMI/GWG. Only one
North-American study with 43 infants has evaluated a combined effect of maternal pre-
pregnancy BMI and breastfeeding on the infant gut microbiota at one week. This study
observed higher abundance of Megasphaera, Akkermansia and Klebsiella and lower
Verrucomicrobia genus in infants born from mother with pre-pregnancy obesity (15). A
Finnish study with 42 pairs mothers-infants observed a decreased abundance of bacterial
genus Bifidobacterium in maternal overweight children (19), a result that agrees with our
findings when we considered the combined effect of excessive pre-pregnancy BMI and
PCF group, but not for the EBF group. A recent meta-analysis has shown that infants that
were PCF significantly increased abundance of Veillonellacae family and decreased
Bifidobacteriaceae family (26), a result that agrees with our findings. Excessive GWG
and PCF group was associated with alpha diversity, and the same meta-analysis also
observed a positive association between non-exclusive breastfeeding and alpha diversity
(26). Breastfeeding may modulate the association between maternal overweight and the
infant gut microbiota. To the best of our knowledge, this is the first study that has shown
the effect of breastfeeding on the association between maternal overweight and the infant
gut microbiota. Breast milk is a route for maternal bacteria transmission for infants (55).
The presence of human milk oligosaccharides helps modulating the infant microbiota,
serving as substrate for some intestinal bacteria (56). Thus, it demonstrates the protective
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effect of exclusive breastfeeding on the association of overweight maternal and the
composition of the infant gut microbiota.

There are some limitations pertaining to this study. Maternal pre-pregnancy
weight was self-reported at the third trimester, thus there is a possibility of recall bias,
although the use of self-reported weight has been reported to be valid (57). In our study,
we excluded infants that used antibiotics from birth until stool sample collection.
However, some studies have discussed the effect of maternal antibiotic use during
pregnancy in mother and infant microbiota (58). We did not exclude mothers that have
taken antibiotic during pregnancy because there is evidence that most species return to
normal abundance a month after antibiotic use (59). The strengths of this study include
the assessment of infant gut microbiota using sequencing method and the fact this is the
first time a study has documented the effect modification of breastfeeding on the
association between maternal overweight and the infant gut microbiota.

In conclusion, excessive BMI and GWG were positively associated with infant
gut microbial abundance. Alpha diversity was higher for infants born from mother with
excessive GWG compared with adequate GWG. PCF practices seem to modify the effect
of excessive GWG and BMI on infant gut microbiota decreasing the abundance of
Bifidobacterium. Furthermore, large prospective cohort studies are needed to examine
this association at long term, including other infant feeding modes, as breastfeeding
indicators suggested by WHO.
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Table 1. Characteristics of mother-child pairs followed in Rio de Janeiro, Brazil, 2016-2019.

Without infant stool

All participants With infant stool sample
sample
Continuous variables (N=101) (N= 56) (N= 45)
Median IQR Median IQR Median IQR p-value
Maternal age (years) 26.5 22.5-31.6 27.2 22.9-31.9 26.5 22.4-31.1 0.567*
Years of study (years) 12 9-12 12 9-12 12 9-12 0.895!
Pre-pregnancy weight (kg) 61.5 55.0-71.0 63.7 56.0-71.0 61.5 55.0-71.0 0.5641
Pre-pregnancy BMI (kg/m?) 24.3 21.1-28.4 25.2 21.9-28.3 24.3 21.6-29.2 0.553%
Gestational weight gain (kg) 12.3 9.0-15.7 11.8 9.5-16.0 12.3 8.5-15.7 0.824?
Birth weight () 3,260 3,005-3,600 3,275 3,020-3,530 3,260 2,990-3,670 0.980!
All participants With infant stool sample LT s e,
sample
Categorical variable W= N= 9 (N=45)
Frequency (%) Frequency (%) Frequency (%) p-value
Pre-pregnancy BMI (kg/ m?2)
Normal (< 25.0) 56 (55.4) 27 (48.2) 29 (64.4) 0.124°
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Excessive (=25.0)
Gestational weight gain adequacy
Adequate
Excessive
Child sex
Male
Female
Mode of delivery
Vaginal
Cesarean section
Number of children
0
>1
Gestational age at birth (weeks)
<37

37-41

45 (44.6)

68 (67.3)

33 (32.7)

52 (51.5)

49 (48.5)

64 (63.4)

37 (36.6)

57 (56.4)

44 (43.6)

6 (5.9)

93 (92.1)

29 (51.8)

36 (64.3)

20 (35.7)

28 (50.0)

28 (50.0)

41 (73.2)

15 (26.8)

30 (53.6)

26 (46.4)

2 (3.6)

53 (94.6)

16 (35.6)

32 (71.1)

13 (28.9)

24 (53.3)

21 (46.7)

23 (51.1)

22 (48.9)

27 (60.0)

18 (40.0)

4 (8.9)

40 (88.9)

0.4673

0.7393

0.0223

0.5173

0.522*
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>42 2 (2.0) 1(1.8) 1(2.2)

Type of breastfeeding at 28-45days

Exclusive 55 (54.5) 31 (55.4) 24 (53.3)
0.9643

Predominant/complementary 46 (45.5) 25 (44.6) 21 (46.7)

Notes: IQR: Interquartile range; BMI: body mass index; GWG: gestational weight gain. * Wilcoxon Mann-Whitney test; ? t-test; 3Chi square test; 4 Fisher's exact
test. GWG categories according to pre-pregnancy BMI categories (IOM guidelines - 2009): Underweight, normal-weight, overweight and obese women should
gain between 12.5 and 18.0, between 11.5 and 16.0, between 7.0 and 11.5, and between 5.0 and 9.0 kg, respectively. We categorized values above these intervals

as excessive, and below and within these values as normal GWG.
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Infant gut microbiota at 1 month
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Figure 1. Infant gut microbiota composition at genus level at one month.

Each bar represents relative abundance of each genus of gut microbiota. (A) Relative abundance by maternal pre-
pregnancy BMI categories and (B) by maternal GWG categories. Notes: BMI: body mass index; GWG:
Gestational weight gain. Maternal pre-pregnancy BMI categories: Normal BMI (<25.0 kg /m?) and Excessive
BMI (= 25.0 kg / m?). GWG categories according to pre-pregnancy BMI categories (IOM guidelines - 2009):
Underweight, normal-weight, overweight and obese women should gain between 12.5 and 18.0, between 11.5
and 16.0, between 7.0 and 11.5, and between 5.0 and 9.0 kg, respectively. We categorized values above these
intervals as excessive, and below and within these values as normal GWG.
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Figure 2. Infant gut microbiome (A) alfa-diversity (Shannon index), (B) observed species and (C) Faith index -
phylogenetic diversity (PD) according to pre-pregnancy BMI.

(Wilcoxon Mann-Whitney test - p-value: Shannon index =0.464, observed OTUs = 0.241, Faith-PD = 0.370).
Notes: BMI — Body mass index; Maternal pre-pregnancy BMI categories: Normal BMI (<25.0 kg/m?) and
Excessive BMI (> 25.0 kg/m?).
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Figure 3. Infant gut microbiome (A) alfa-diversity (Shannon index), (B) observed species and (C) Faith index -
phylogenetic diversity (PD) according to gestational weight gain.

(Wilcoxon Mann-Whitney test - p-value: Shannon index = 0.005, observed OTUs = 0.644, Faith-PD = 0.439).
Notes: Gestational weight gain (GWG) categories according to pre-pregnancy BMI categories (IOM guidelines
- 2009): Underweight, normal-weight, overweight and obese women should gain between 12.5 and 18.0, between
11.5 and 16.0, between 7.0 and 11.5, and between 5.0 and 9.0 kg, respectively. We categorized values above
these intervals as excessive, and below and within these values as normal GWG.
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Bray-Curtis dissimilarity
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Figure 4. Principal coordinate analysis according to pre-pregnancy BMI for (A) Bray-Curtis dissimilarity, (B)

Unweight UniFrac and (C) Weight UniFrac.
Notes: BMI: body mass index; Maternal pre-pregnancy BMI categories: Normal BMI (<25.0 kg/m?) and

Excessive BMI (> 25.0 kg/m?). PERMANOVA was used to test dissimilarity between groups. We found no
statistical differences.
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Figure 5. Principal coordinate analysis according to gestational weight gain adequacy for (A) Bray-Curtis
dissimilarity, (B) Unweight UniFrac and (C) Weight UniFrac.
Notes: GWG: gestational weight gain. GWG categories according to pre-pregnancy BMI categories (IOM
guidelines - 2009): Underweight, normal-weight, overweight and obese women should gain between 12.5 and
18.0, between 11.5 and 16.0, between 7.0 and 11.5, and between 5.0 and 9.0 kg, respectively. We categorized
values above these intervals as excessive, and below and within these values as normal GWG. PERMANOVA
was used to test dissimilarity between groups. We found no statistical differences.
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A LDA Effect Size (LEfSe) analysis
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Figure 6. Linear discriminant analysis effect size according to (A) pre-pregnancy BMI and (B) GWG.

No differences were found for normal BMI and excessive GWG categories. Notes: BMI: body mass index; GWG:
Gestational weight gain. Maternal pre-pregnancy BMI categories: Normal BMI (<25.0 kg/m?) and Excessive
BMI (> 25.0 kg/m?). GWG categories according to pre-pregnancy BMI categories (IOM guidelines - 2009):
Underweight, normal-weight, overweight and obese women should gain between 12.5 and 18.0, between 11.5
and 16.0, between 7.0 and 11.5, and between 5.0 and 9.0 kg, respectively. We categorized values above these
intervals as excessive, and below and within these values as normal GWG.
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Supplementary data

Table S1. Characteristics of mother-child pairs according to combined categories of pre-pregnancy body mass index and breastfeeding.

Pre-pregnancy body mass index and breastfeeding

Normal BMI and EBF

Normal BMI and PCF

Excessive BMI and PCF

) ) Excessive BMI and EBF p-
Continuous variable (N=14)
(N:16) (N:].l) (N:15) - value
Median IQOR Median IQOR Median IQR Median IQR
Maternal age (years) 23.9% 21.2-28.7 23.6° 21.2-28.5 21.7 22.9-31.6 32.5% 28.3-35.8 0.003!
Years of study (years) 12 10-12 11 9-12 12 11-12 11 6-12 0.337%
Gestational weight gain (kg) 14.4 11.4-16.5 10.4 8.7-12.3 11.8 8.6-14.4 11.8 8.5-19 0.5072
Birth weight (g) 3,245% 3,055-3,405 2,9373 2,530-3,250 3,150 2,955-3530  3,792.5°®  3405-3,930  0.001!
: : P-
Categorical variable Frequency (%)
value
Child sex
Male 6 (37.5) 4 (36.4) 8 (53.3) 10 (71.4)
0.392*
Female 10 (62.5) 7 (63.6) 7 (46.7) 4 (28.6)
Mode of delivery
Vaginal 14 (87.5) 10 (90.9) 10 (66.7) 7 (50.0) 0.064*

69



Cesarean section 2 (12.5) 1(9.1) 5(33.3) 7 (50.0)

Number of children

0 8 (50.0) 10 (90.9) 9 (60.0) 4 (28.6)
0.005%
>1 8 (50.0) 1(9.1) 6 (40.0) 11 (71.4)
Gestational age at birth
(weeks)
<37 0 (0.0) 1(9.0) 1(6.7) 0(0.0)
37-41 16 (100.0) 10 (90.9) 14 (93.3) 13 (92.9) 0.436%
>42 0 (0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(7.2)

Notes: IQR: Interquartile range; BMI: body mass index. EBF: exclusive breastfeeding. PCF: predominant/complementary feeding. * Wilcoxon Mann-Whitney
test; 2 t test; 3Chi square test; * Fisher's exact test. Maternal pre-pregnancy BMI categories: Normal BMI (<25.0 kg/m?) and Excessive BMI (> 25.0 kg/m?).
Breastfeeding categories: Exclusive breastfeeding (the infant received only breast milk and medicines) and predominant or complementary feeding (the infant
received in addition to breast milk, other beverages or foods).
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Table S2. Characteristics of mother-child pairs according to combined categories of gestational weight gain adequacy and breastfeeding.

Gestational weight gain adequacy and breastfeeding

Adequate GWG and EBF  Adequate GWG and PCF  Excessive GWG and EBF  Excessive GWG and PCF p-
Continuous variable

(N=20) (N=16) (N=11) (N=9) value
Median IQR Median IQOR Median IQR Median IQR
Maternal age (years) 26.5 21.4-29.9 25.7 23.3-30.9 24.0 22.2-31.6 321 28.5-33.1 0.154%
Years of study (years) 12 10-12 10 7.5-12 12 11-12 12 11-12 0.327*
Pre-pregnancy weight (kg) 59 53.5-65.7 61° 55.5-65 712 55-74 730 66-75 0.037*
Pre-pregnancy BMI (kg/m?) 23.7 21.3-26.9 24.7 20.1-25.8 26.6 22.2-29.2 27.9 25.3-31.9 0.137%
Birth weight (g) 3,2052 3,047-3,405 3,160P 2,560-3,460 3,220°¢ 2,930-3,530 3,775%¢ 3,510-3,850  0.0141
: : P-
Categorical variable Frequency (%)
value
Child sex
Male 9 (45.0) 7 (43.8) 5 (45.5) 7 (77.8)
0.425*
Female 11 (55.0) 9 (56.3) 6 (54.5) 2 (22.2)
Mode of delivery
Vaginal 16 (80.0) 12 (75.0) 8 (72.7) 5 (55.6) 0.595*
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Cesarean section 4 (20.0)
Number of children

0 10 (50.0)

>1 10 (50.0)

Gestational age at birth

(weeks)
<37 1(5.0)
37-41 19 (95.0)
>42 0(0.0)

4 (25.0)

9 (56.3)

7 (43.8)

1(6.2)
15 (93.8)

0(0.0)

3 (27.3)

7 (63.6)

4 (36.4)

0(0.0)
11 (100.0)

0(0.0)

4 (44.4)

4 (44.4)

5 (55.6)

0(0.0)
8 (88.9)

1(11.1)

0.858*

0.573*

Notes: IQR: Interquartile range; GWG: Gestational weight gain. EBF: exclusive breastfeeding. PCF: predominant/complementary feeding. * Wilcoxon Mann-
Whitney test; 2 t test; *Chi square test; 4 Fisher's exact test. GWG categories according to pre-pregnancy BMI categories (IOM guidelines - 2009): Underweight,
normal-weight, overweight and obese women should gain between 12.5 and 18.0, between 11.5 and 16.0, between 7.0 and 11.5, and between 5.0 and 9.0 kg,
respectively. We categorized values above these intervals as excessive, and below and within these values as normal GWG. Breastfeeding categories: Exclusive
breastfeeding (the infant received only breast milk and medicines) and Predominant/ complementary feeding (the infant received in addition to breast milk, other

beverages or foods).

72



Table S3. Differences between infant gut microbiota alfa-diversity (Shannon Index) according to gestational weight gain adequacy and breastfeeding.

Mann-Whitney test — Gestational weight gain and breastfeeding

Compared groups P-value
Adequate GWG and EBF — Adequate GWG and PCF 0.514
Adequate GWG and EBF — Excessive GWG and EBF 0.299
Adequate GWG and EBF — Excessive GWG and PCF 0.036
Adequate GWG and PCF — Excessive GWG and EBF 0.723
Adequate GWG and PCF — Excessive GWG and PCF 0.155
Excessive GWG and EBF — Excessive GWG and PCF 0.666

Notes: GWG: Gestational weight gain. EBF: exclusive breastfeeding. PCF: predominant/complementary feeding. GWG categories according to pre-pregnancy
BMI categories (IOM guidelines - 2009): Underweight, normal-weight, overweight and obese women should gain between 12.5 and 18.0, between 11.5 and 16.0,
between 7.0 and 11.5, and between 5.0 and 9.0 kg, respectively. We categorized values above these intervals as excessive, and below and within these values as
normal GWG. Breastfeeding categories: Exclusive breastfeeding (the infant received only breast milk and medicines) and Predominant/ complementary feeding
(the infant received in addition to breast milk, other beverages or foods).
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Table S4. Regression of alpha-diversity with combined variable including gestational weigh gain and breastfeeding status.
Infant gut microbiota alpha-diversity

Unadjusted Adjusted
B SE p-value B SE p-value
Adequate GWG and PCF 0.147 0.161 0.367 0.179 0.171 0.302
Excessive GWG and EBF 0.363 0.183 0.051 0.361 0.192 0.066
Excessive GWG and PCF 0.560 0.196 0.006 0.529 0.214 0.017

Notes: B: Coefficients of linear regression; SE: Standard Error. GWG: gestational weight gain. EBF: exclusive breastfeeding. PCF: predominant/complementary
feeding. GWG categories according to pre-pregnancy BMI categories (IOM guidelines - 2009): Underweight, normal-weight, overweight and obese women
should gain between 12.5 and 18.0, between 11.5 and 16.0, between 7.0 and 11.5, and between 5.0 and 9.0 kg, respectively. We categorized values above these
intervals as excessive, and below and within these values as normal GWG. Breastfeeding categories: Exclusive breastfeeding (the infant received only breast
milk and medicines) and Predominant/ complementary feeding (the infant received in addition to breast milk, other beverages or foods).
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A Infant gut microbiota at 1 month
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Figure S1. Infant gut microbiota composition at 1 month by (A) maternal pre-pregnancy BMI and breastfeeding
status and by (B) GWG and breastfeeding status.

Notes: BMI: body mass index; GWG: Gestational weight gain. EBF: Exclusive breastfeeding. PCF: Predominant/
complementary feeding. Maternal pre-pregnancy BMI categories: Normal BMI (<25.0 kg/m?) and Excessive
BMI (> 25.0 kg/m?). GWG categories according to pre-pregnancy BMI categories (IOM guidelines - 2009):
Underweight, normal-weight, overweight and obese women should gain between 12.5 and 18.0, between 11.5
and 16.0, between 7.0 and 11.5, and between 5.0 and 9.0 kg, respectively. We categorized values above these
intervals as excessive, and below and within these values as normal GWG. Breastfeeding categories: Exclusive
breastfeeding (the infant received only breast milk and medicines) and Predominant/ complementary feeding (the
infant received in addition to breast milk, other beverages or foods).
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Figure S2. Infant gut microbiome (A) alfa-diversity (Shannon index), (B) observed species and (C) Faith index
- phylogenetic diversity (PD) according to pre-pregnancy BMI and breastfeeding status.

Notes: BMI — Body mass index; Maternal pre-pregnancy BMI categories: Normal BMI (<25.0 kg/m?) and
Excessive BMI (> 25.0 kg/m?). Breastfeeding categories: Exclusive breastfeeding (the infant received only breast
milk and medicines) and Predominant/ complementary feeding (the infant received in addition to breast milk,
other beverages or foods). Wilcoxon Mann-Whitney test was used to test differences of median between groups,
we did not find statistical differences.
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Figure S3. . Infant gut microbiome (A) alfa-diversity (Shannon index), (B) observed species and (C) Faith index
- phylogenetic diversity (PD) according to GWG and breastfeeding status.

Notes: GWG categories according to pre-pregnancy BMI categories (IOM guidelines - 2009): Underweight,
normal-weight, overweight and obese women should gain between 12.5 and 18.0, between 11.5 and 16.0, between
7.0 and 11.5, and between 5.0 and 9.0 kg, respectively. We categorized values above these intervals as excessive,
and below and within these values as normal GWG. Breastfeeding categories: Exclusive breastfeeding (the infant
received only breast milk and medicines) and Predominant/ complementary feeding (the infant received in
addition to breast milk, other beverages or foods). Wilcoxon Mann-Whitney test was used to test differences of
median between groups, we did not find statistical differences.
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Figure S4. Principal coordinate analysis according to pre-pregnancy BMI and breastfeeding for (A) Bray-Curtis dissimilarity, (B) Unweight UniFrac and
(C) Weight UniFrac.

Notes: BMI — Body mass index; Maternal pre-pregnancy BMI categories: Normal BMI (<25.0 kg/m?) and Excessive BMI (> 25.0 kg/m?). Breastfeeding
categories: Exclusive breastfeeding (the infant received only breast milk and medicines) and Predominant/ complementary feeding (the infant received in
addition to breast milk, other beverages or foods). PERMANOVA was used to test dissimilarity between groups, we did not find statistical differences.
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Figure S5. Principal coordinate analysis according to GWG and breastfeeding for (A) Bray-Curtis dissimilarity, (B) Unweight Unifranc and (C) Weight
Unifranc.
Notes: GWG categories according to pre-pregnancy BMI categories (IOM guidelines - 2009): Underweight, normal-weight, overweight and obese women
should gain between 12.5 and 18.0, between 11.5 and 16.0, between 7.0 and 11.5, and between 5.0 and 9.0 kg, respectively. We categorized values above
these intervals as excessive, and below and within these values as normal GWG. Breastfeeding categories: Exclusive breastfeeding (the infant received
only breast milk and medicines) and Predominant/ complementary feeding (the infant received in addition to breast milk, other beverages or foods).
PERMANOVA was used to test dissimilarity between groups, we did not find statistical differences.
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8. Consideracdes finais

A presente dissertacdo analisou a associagdo entre 0 excesso de peso materno pré-
gestacional e a adequacao do GPG com a Ml infantil no primeiro més de vida.

O IMC pré-gestacional e o GPG materno foram relacionados com a abundéancia e
diversidade da MI infantil. Filhos de maes com IMC pré-gestacional de
sobrepeso/obesidade e/ou GPG excessivo apresentaram composicao de Ml diferente. O
GPG excessivo foi diretamente associado a alfa diversidade da MI infantil. Esses
resultados demostram, que o0 excesso de peso materno é capaz de modular a Ml infantil,
especialmente a abundancia. A Ml de filhos de mdes com IMC pré-gestacional de
sobrepeso/obesidade e/ou GPG excessivo foi constituida por bactérias relacionadas
principalmente com a inflamacdo. O estado de inflamagdo é fisioldgico, durante a
gestacdo. Entretanto esse processo pode ser exacerbado pelo excesso de peso, e com isso,
afetar a MI materna e infantil.

Observou-se que o tipo de AM modificou a composic¢do da MI infantil nos filhos
de mées com IMC pré-gestacional de sobrepeso/obesidade e/ou GPG excessivo. O
excesso de peso materno associado ao APC levou a diminuicdo do género das
Bifidobacterium. Esse resultado era esperado, uma vez que esse género de bactéria tem
como substrato os OLH presentes no leite materno. Entretanto, esse mesmo efeito nao foi
observado entre os lactentes em APC e filhos de maes com IMC pré-gestacional e GPG
adequado.

Dessa forma, a hipotese inicial de que a abundancia e a diversidade da MI infantil
é diferente para filhos de maes com IMC pré-gestacional de sobrepeso/obesidade e GPG
excessivo foi confirmada. Demostrou-se também que o tipo de AM pode modificar essa
relacdo.

Adicionalmente, os resultados desse trabalho foram importantes para gerar
evidéncia sobre a Ml infantil de criancas brasileiras, topico ainda pouco estudado na
literatura Brasileira. Assim, mais estudos prospectivos e com maior tamanho amostral sdo

necessarios para descrever melhor a M1 de criancgas brasileiras.
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AnNexos

Anexo 1 — Questionario de aleitamento e alimentacéao infantil

Confidential
Compostos Bipativas do Leite ONDA 1 D¥a 1 - ESTUDO.] teste
Page 1 of 4
Amamentacao Complementar
Record ID
1 Vocé esta amamentando atualmente? O Sim
(O Nao
2. Por qué vocé nao estd amamentando? [] eu nao quis
[_] bebé ndo quis
ENTREVISTADOR: Pode marcar mais de uma opcao. [ seio sem bico
[ ndo tenho leite
[[] bebé doentefinternado
[_] bebé prematuro
[71 dor, rachadura, infecgdo no seic
[l recomendagio médica
[ outro
3. Se outro motivo, qual?
4. Vocé chegou a dar de mamar? O Sim
(O Nao
5. Com quantos dias o (a) parcu de mamar leite do
peito?
6. Vocé estd tendojteve alguma dificuldade para dar O Sim
de mamar? () Nao
7. Qual dificuldade? (O Dor
() Pouco leite
(O Fissuras/rachaduras
(O Outros
8. Se outra dificuldade de amamentar, qual?
9. Vocé da de mamar sempre que o (a) pede ou com (O hora centa
hora certa? (O quando pede/chora
10. De guanto em quanto tempo? O Ulh
O 2/2h
O 33h
O > 3/3h
11. Qual é a duragao média de cada mamada?
ENTREVISTADOR: Colocar duragao em minutos,
11.1 Em média, quantas vezes ao dia o{a) costuma
mamar?
12. Quando o (a) dorme no peito, vocé o (a} acorda O sim
para continuar amamentando? () nao
() as vezes
(O nao se aplica
13. Nao maloria das vezes, em cada mamada, o (a) O em um s6
mama nos dois seios ou em um sé? (O nos dois
14. 0 (A) esvazia um seio antes de pegar no outro? O Sim
(O Nao
15. Na préxima mamada vocé o(a) coloca para mamar O Sim
no mesmao seio que mamou da ultima vez? (O Nao
0410212019 13:02 www projectredcap.org REDCap‘
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16.1 Vocé toma algum tipo de cuidado com as suas
mamas?

16. Quais cuidados vocé tem com a sua mama apos a
mamada?

17. Se outro cuidado, qual?

ENTREVISTADOR NAO LER, APENAS MARCAR A ALTERNATIVA
18. Atualmente a mae esta dando somente o leite do

peito, sem aqua ou cha?

19. Por qué vocé ndo estd dando somente o peito
ao(a)?

20. Se outro motivo para vocé ndo estd dando
somente o leite do peito, qual?

21. Ha algum alimento que o (a) tenha ingerido
alguma vez mas que nao seja habitual?

22. Qual {is) alimentol(s)?

23. Quantas vezes o (a) consumiu cada alimento?

Page 2 0f 4

O Sim
O Nao

] Lava sempre a mama

[ Aplica pomada ou creme

] Espreme algumas gotinhas de leite, espalha no
mamilo e 3 sua volta e deixa secar

[] Exposicao ao sol

[_] OQutro

[ Nenhum

O Sim
O Nao

O O leite é fraco/bebé sente fome
(O Tenho pouco leite

() Bebé sente sede

(O Bebé sente cdlica

O outro

24, Agora eu gostaria que vocé me falasse sobre os alimentos que que vocé oferece

habitualmente pra crianca

Agua

Cha

Suco

Leite de vaca, saco ou em pd
Férmula infantil (nan, Aptamil)
Sopa/Caldo

Café

Outro Alimento

00000000C%

24.1 Se outro alimento, gual?

Com qual idade o {2a) consumiu &gua pela primeira
vez?

Qual o volume/quantidade?

04/02/2019 13:02

=
an
=]

O0000QO0O0

(ENTREVISTADOR: Colocar o volume em ml (
mililitro))

REDCap
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Com que frequéncia?

Com qual idade o {a) consumiu ché pela primeira
vez?

Qual o volume/quantidade?

Com que frequéncia?

Com qual idade o {(a) consumiu suco pela primeira
vez?

Qual o volume/quantidade?

Com que frequéncia?

Com qual idade o {a) consumiu leite de vaca (em
saco/caixa/pd) pela primeira vez?

Qual o volume/quantidade?

Com que frequéncia?

Com qual idade o {a) consumiu férmula infantil pela
primeira vez?

Qual o volume/quantidade?

Com que frequéncia?

Com qual idade o {a) consumiu sopa ou caldo pela
primeira vez?

Qual o volume/quantidade?

Com que frequéncia?

04/02/2019 13:02

Page 3of 4

O 1vez/ dia

O 2 vezes/ dia

O 3 vezes/ dia

() 4 vezes ou mais/dia

(ENTREVISTADOR: Colecar o volume em mi {
mililitro))

O 1vez/ dia

O 2 vezes/ dia

O 3 vezes/ dia

O 4 vezes ou mais/dia

(ENTREVISTADOR: Colecar o volume em mi {
mililitro))

O 1vez/ dia

(O 2 vezes/ dia

(O 3 vezes/ dia

O 4 vezes ou mais/dia

(ENTREVISTADOR: Colocar o volume em ml {
mililitro))

O 1vez/ dia

(O 2 vezes/ dia

O 3 vezes/ dia

(O 4 vezes ou mais/dia

(ENTREVISTADOR: Colocar o volume em mi {
mililitro))

O 1vez/ dia

QO 2 vezes/ dia

() 3 vezes/ dia

() 4 vezes ou mais/dia

(ENTREVISTADOR: Colocar o volume em mi {
mililitro))

O 1vez/ dia

() 2 vezes/ dia

() 3 vezes/ dia

QO 4 vezes ou mais/dia

www_projectredcap.org
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Com qual idade o {a) consumiu cafe pela primeira vez?

Qual o volume/quantidade?

(ENTREVISTADOR: Colocar o volume em ml {
mililitro))

Com que frequéncia? O 1vez/ dia
(O 2 vezes/ dia

(O 3 vezes/ dia
() 4 vezes ou mais/dia

Com qual idade o (a) consumiu outro alimento pela
primeira vez?

Qual o volume/quantidade?

(ENTREVISTADOR: Colocar o volume em ml {

mililitro))
Com que frequéncia? O 1vez/ dia
() 2 vezes/ dia
(O 3 vezes/ dia
(O 4 vezes ou mais/dia
25.1 0 (a) utiliza mamadeira ou copinho? O Sim
O Nao
25.2 Vocé costuma colocar na mamadeira/copinho dofa) ] Engrossante (farinha/maizena/arrozina/trigo}
alguns desse itens? ] Aglcar
[ Mel
ENTREVISTADOR: LER AS OPCOES [ nenhum
04/02/2019 13:02 www.projectredcap.org *E DCa p
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Compostos Bicativos do Leite ONDA 1 Dia 1 - ESTUDO.1 teste

Tipo de amamentacao e

Record ID

ENTREVISTADOR: Essa questao deve ser marcada, nao O Aleitamento materno misto ou parcial (leite
deve ser lida para a gestante, materno e outros tipos de leite)
() Aleitamento materno predominante (leite materno,
26. Tipo de Aleitamento materno: agua ou bebidas a base de agua (agua
adocicada, chas, infusdes, sucos de frutas)

O Aleitamento materno exclusivo (somente leite
materno, direto ou ordenhado, ou leite humano de
outra fonte, com excecao de gotas ou xaropes
contendo vitaminas, sais de reidratacao oral,
suplementos minerais ou medicamentos)

(O Aleitamento materno complementado (leite materno,
qualquer alimento sdlido ou semissdlido com a
finalidade de complementa-lo)

O Nao esta amamentando

0410212019 13.02 www_projectredcap.org fE DCap
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Anexo 2 — Questionarios de histdria obstétrica, salde maternal e estilo de
vida
Confidential

Historia Obstetrica

Record 1D

Compostos Bloativos do Lefte ONDA 1 Dia 1 - ESTUDO.1 teste
Page 1of3

"Vamos agora conversar um pouco sobre alguns aspectos relacionados a gestacao, partos e

filhos..."

Data da consulta

1 Antes de engravidar a Sra. estava utilizando algum
método para evitar esta gravidez?

2 Qual método a Sra. estava usando?
ENTREVISTADOR: Nao ler as opgoes. Somente marcar

a que a entrevistada referir. Se relatado pela
gestante, marcar mais de uma opgao.

3 Se outro método contraceptive, qual?
4 Quando ficou gravida, a Sra.:
ENTREVISTADOR: Ler todas as op¢des

5 E o pai da crianga, quando soube que a Sra. estava
gravida:

ENTREVISTADOR: Ler todas as opcoes

6 Qual a data da sua ultima menstruagao?

ENTREVISTADOR: Quando a gestante nao souber informar

a data ver no cartdo,
N3&o perguntar a gestante.
7 Calcular a IG atual (DUM)

ENTREVISTADOR: Usar o gestograma para calcular a IG
atual pela DUM,

8 Com quantas semanas de gravidez a Sra. come¢ou o
pré-natal?

ENTREVISTADOR: Nao ler as opcoes, Confirmar essa
informagao no cartdo da gestante.

11/04/2018 07:20

00
55

camisinha

pilula

tabela

coito interrompido
horménio injetavel
DIL

Outro

0 [
~N O LT B N

Queria engravidar
Queria esperar mais um tempo
Nao queria engravidar

LB e

Ele queria gue vocé estivesse gravida
Ele queria esperar mais um tempo
Ele ndo queria que vocé estivesse gravida

o000 000

(ENTREVISTADOR: anotar em semanas gestacionais)

() 1 més/ 1 a4 semanas

() 2 meses/ 5 a 8 semanas

) 3 meses/ 9 a 12 semanas

() 4 meses/ 13 a 16 semanas

() Mais de 4 meses ou 16 semanas

www projectredcanp.org
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Page20f 3
9 Por qué nao comegou o pré-natal mais cedo? (O Dificuldade de acesso (tentou, mas nao conseguiu
consulta antes)
ENTREVISTADOR: Nao ler as opcdes O Dificuldades familiares (no tinha com guem

deixar os filhos, ndo tinha quem a acompanhasse)

() Dificuldade financeira (nao tinha dinheiro para o
transporte)

O Questdes pessoais (ndo tinha certeza se queria
manter esta gravidez/ ndo achava importante)

() Dificuldades relacionadas ao trabalho/escola
(falta de tempo para ir as consultas)

(O Nao sabia que estava gravida

O Outro
10 Qual outro motivo influenciou o inicio tardio?
11 A Sra. fez alguma ultrassonografia? O Sim
(O Nao

ENTREVISTADOR: Atencao para as informacoes da proxima questao! Caso na primeira
ultrassom nao esteja relatada a presenca e as dimensdes do embrido, solicitar a segunda
ultrassom.

12 Qual foi a data da realizagdo da 19
ultrassonografia?

ENTREVISTADOR: solicitar que a gestante mostre a
primeira ultrassonografia.

Nao perguntar a gestante,

(ENTREVISTADOR: anotar em semanas gestacionais)
13 Verificar com gue 1G a gestante estava quando fez
a primeira ultrassonografia e anotar
ENTREVISTADOR: Semente para conferir e anotar.

14.1 Diferenga de datas

14.2 |dade gestacional atual calculada

N&o perguntar a gestante,

({ENTREVISTADOR: anotar em semanas gestacionais )
14 Calcular a Idade Gestacional ATUAL de acordo com a
primeira ultrassenografia

ENTREVISTADOR: Usar o gestograma para calcular a IG
atual pela USG.

15 Antes desta gravidez, quantas vezes a Sra. ficou
gravida contando com algum aborto ou perda que (ENTREVISTADOR: colocar 00 se nenhuma}
vocé tenha tido?

16 Com que idade a Sra. engravidou pela 12 vez?

(ENTREVISTADOR: anotar a idade em anos)

17 A Sra. ja teve algum aborto ou perda com menos de QO Sim
5 meses de gravidez? QO Nao

18 Quantos desses abortos/perdas foram espontaneos?

(ENTREVISTADOR: colocar 00 se nenhum)
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19 Quantos partos a Sra. ja teve?

(ENTREVISTADOR: colocar 00 se nenhum)

20 Qual for a data do seu dltimo parto?

(ENTREVISTADOR: atencao para o formato -

DD/MM/AAAA)
21 Quantos filhos nasceram vivos?
22 A Sra. teve algum filho prematuro ? O Sim

O Nao

(ENTREVISTADOR: Se necessario, definir prematuro
- que nasceu antes de 37 semanas de gestacao)

23 Quantos?

24 A Sra. teve algum filho que nasceu com menos de de O Sim

2,5kg? O Nao

25 Quantos?

26 A Sra. teve algum filho que nasceu com mais de 4,0 O Sim

kg? () Nao

27 Quantos?

28 A Sra. tentou interromper esta gravidez usando O Sim

alguma medicacao ou algum outro método? O Nao
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Compostos Bicativos do Leite ONDA 1 Dia 1 - ESTUDO.1 teste

Saude Materna e Intercorrencias Antes e Durante a

Gestacao

Record ID

Page 1 of 20

Vamos conversar agora sobre a sua saude ANTES da Sra. engravidar. Queremos saber se a

Sra. teve alguma dessas doencas diagnosticada pelo médico?

Sim
Pressio alta (fora da gestagdo, O
tendo sido prescrito remédio
para uso continuado)

O

Anemia grave (fora da gestacao,
ou outra doenga no sangue)

Asma/bronquite
Lupus ou outra doenca

BRI Tireside

Diabetes {acucar alto no sangue
fora da gestacdo, confirmado por
médico especialista)

O0COO0

O

Doenga renal (nos rins e
confirmada por médico
especialista que precisa de
tratamento)

Epilepsia/convulsdo (antes da
gestacao)

AVC/derrame

Doenga do figado (confirmada
por médico especialista que
precisa de tratamento)

C O

HIV

Doenga sexualmente
transmissivel (sifilis, gonorreia...)

Depressao
Transtorno psiquidtrico
Qutra doenca

OO OO0

11/04/2018 07:20
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"Agora gostaria de saber como foi a sua gestacao até o momento. Queremos saber se a Sra.
teve alguns desses problemas ou doencas DURANTE a gestacao...”

1 Infec¢do urinaria? Q Sim
O Nao
2 Em que trimestre da gestacao a Sra. estava? ] Primeiro Trimestre
) ] Sequndo Trimestre
ENTREVISTADOR: E possivel marcar mais de uma [ Terceiro Trimestre
opcao,

3.1 Quantas vezes no primeiro trimestre?

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

3.2 Quantas vezes no segundo trimestre?

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

3.3 Quantas vezes no terceiro trimestre?

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

4 Gripe ou resfriado? O Sim
O Nao
5 Em que trimestre da gestacao a Sra. estava? "1 Primeiro Trimestre
. ] Segundo Trimestre
ENTREVISTADOR: E possivel marcar mais de uma [ Terceiro Trimestre
opcao.

6.1 Quantas vezes no primeiro trimestre?

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

6.2 Quantas vezes no segundo trimestre?

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

6.3 Quantas vezes no terceiro trimestre?

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

7 Inflamacao na garganta? QO Sim
(O Nao
8 Em que trimestre da gestacao a Sra. estava? [ Primeiro Trimestre
. [T Segundo Trimestre
ENTREVISTADOR: E possivel marcar mais de uma ] Terceiro Trimestre
0pgao.

9.1 Quantas vezes no Primeiro Trimestre?

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

9.2 Quantas vezes no Sequndo Trimestre?

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

9.3 Quantas vezes no Terceiro Trimestre?

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

10 Outra inflamacao ou infecgao? O Sim
O Nao

10.1 Se outra inflamagao ou infecgao, qual?
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Page 3of 10
11 Em que trimestre da gestagao a Sra. estava? [ Primeiro Trimestre
(| Segundo Trimestre
ENTREVISTADOR: E possivel marcar mais de uma [l Terceiro Trimestre
opcao.

12.1 Quantas vezes no Primeiro Trimestre?

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

12.2 Quantas vezes no Segundo Trimestre?

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

12.3 Quantas vezes no Terceiro Trimestre?

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

13 Virose ou intoxicagao alimentar? QO Sim
O Nao
14 Em que trimestre da gestacao a Sra. estava? ] Primeiro Trimestre
[T Segundo Trimestre
ENTREVISTADOR: E possivel marcar mais de uma [Tl Terceiro Trimestre
opcao.

15.1 Quantas vezes no Primeiro Trimestre?

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

15.2 Quantas vezes no SegundoTrimestre?

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

15.3 Quantas vezes no Terceiro Trimestre?

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

16 A Sra. precisou ser hospitalizada ou procurou a O Sim

emergéncia desde o inicio da gestagao até o O Nao

momento?

17 Em que trimestre da gestagaoc a Sra. foi ] Primeiro Trimestre
hospitalizada? [ Segundo Trimestre

[ Terceiro Trimestre
ENTREVISTADOR: E possivel marcar mais de uma
opcao.

18 Quantas vezes no Primeiro Trimestre?

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

19 Por qual {quais) mative (s) a Sra. foi internada
no primeiro trimestre?

20 Quantas vezes no Segundo Trimestre?

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

21 Por qual {quais) motivo (s) a Sra. foi internada
no sequndo trimestre?

22 Quantas vezes no Terceiro Trimestre?

(ENTREVISTADOR: Em ndmero (ex.: 5, 3, 7))

23 Por qual (quais) motivo (s) a Sra. foi internada
no terceiro trimestre?

24 Apresentou aumento da pressao? QO Sim
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24.1 Em que trimestre da gestacao a Sra. teve
aumento da pressao?

24.1.1 Quantas vezes no primeiro trimestre?
24.1.2 Quantas vezes no segundo trimestre?
24.1.3 Quantas vezes no terceiro trimestre?

25 Teve diabetes ou actcar no sangue elevado?
26 Teve diarreia (fezes liquidas de forma frequente
- varias vezes)?

26.1 Quantas vezes?

26.2 Ha quantos dias comegou o Ultimo episédio de
diarreia?

26.3 Quantos dias durou?

Pagedof10

[T Primeiro trimestre
(] Segundo trimestre
[T] Terceiro trimestre

O Sim
O Nao
O Sim
O Nao

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

Agora vamos falar sobre vitaminas e suplementos! Preciso que a senhora me fale das
vitaminas e suplementos que a Sra usou desde o inicio da gestacao, como ferro, acido félico,
etc, incluindo os que foram uma tnica vez e aqueles continua usando até agora.

27 A Sra. usou ou esta usando alguma vitamina,
acido fdlico ou outro suplemento desde que ficou
gravida?

O Sim
O Nao

28 Dos suplementos que falarei agora gostaria que a Sra. me dissesse se esta tomando
atualmente, se ja tomou alguma vez, ou se nunca tomou,

Esta tomando

Ferro (sulfato ferroso) O
Acido félico O
Multivitaminica O
Vitamina C O
Outros O

28.1 Vocé sabe a dosagem desse ferro que a Sra.
tomava ou toma ou a Sra. trouxe a caixa do
suplemento?

11/04/2018 07:20

Tomou alguma vez Nunca tomou
O O
O O
O O
@) O
O O

() A Sra. lembra a dosagem

() O ferro que a Sra. tomaftomava éfera fornecido
pela Unidade

(O A Sra. nao lembra/nao sabe informar

(ENTREVISTADOR: Ler as opcdes para a gestante.)
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28.1.1 Qual a dosagem do comprimido?
ENTREVISTADOR: Se a gestante tiver trazido a caixa do
suplemento, verificar e confirmar a dosagem descrita
na embalagem.

28.1.1 a) Quantos comprimidos por dia a Sra.
toma/tomava?

Ex.: dois comprimidos antes do almogo e dois antes
do jantar. Anotar 4

28.1.2 Desde quando a Sra. estd tomando?

ENTREVISTADOR: Se a entrevistada relatar que nao
recorda o dia exato, padronizar na sequinte forma:

- Inicio do més = Colocar dia 05
- Meio do més = Colocar dia 15
- Final do més = Colocar dia 25

28.1.3 Em que perfodo da gestacdo a Sra, estava
quando tomou?

28.1.4 Por quanto tempo a Sra. tomou?

28.2 Voceé sabe a dosagem desse acido folico que a
Sra. tomava ou toma ou a Sra, trouxe a caixa do
suplemento?

28.2.1 Qual a dosagem do comprimido?
ENTREVISTADOR: Se a gestante tiver trazido a caixa do

suplemento, verificar e confirmar a dosagem descrita
na embalagem.

28.2.1 a) Quantos comprimidos por dia a Sra.
tomaftomava?

Ex.: dois comprimidos antes do almogo e dois antes
do jantar. Anotar 4

28.2.2 Desde quando a Sra. estd tomando?

ENTREVISTADOR: Se a entrevistada reiatar que nao
recorda o dia exato, padronizar na seguinte forma:

- Inicio do més = Colocar dia 05
- Meio do més = Colocar dia 15
- Final do més = Colocar dia 25

28.2.3 Em que perfodo da gestacdo a Sra. estava
quando tomou?

11/04/2018 07:20
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(ENTREVISTADOR: anotar em mg (miligrama))

(ENTREVISTADOR: Anotar a quantidade total de
comprimidos ingeridos por dia. )

(DD-MM-AAAA)

[ Primeiro Trimestre
(] Segundo Trimestre
7] Terceiro Tnmestre

(ENTREVISTADOR: Anotar tempo em dias)

() A Sra. lembra a dosagem

) O acido félico que a Sra. toma/tomava éfera
fornecido pela Unidade

(O A Sra. nao lembra/ndo sabe informar

(ENTREVISTADOR: Ler as opcoes para a gestante.)

(ENTREVISTADOR: anotar em mcg (micrograma))

(ENTREVISTADOR: Anotar a quantidade total de
comprimidos ingeridos por dia. )

(DD-MM-AAAA)

[7] Primeiro Trimestre
] Segundo Trimestre
] Terceiro Trimestre

REDCap
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28.2.4 Por guanto tempo a Sra, tomou?

28.3 Vocé sabe a dosagem desse multivitaminico que
a Sra. tomava ou toma ou a Sra. trouxe a caixa do
suplemento?

28.3.1 Qual o nome e a dosagem do multivitaminico
que a senhora esta tomando?

ENTREVISTADOR: Se a gestante tiver trazido a caixa do

suplemento, verificar e confirmar 0 nome na
embalagem.

28.3.1 a) Quantos comprimidos por dia a Sra.
tomaftomava?

Ex.: dois comprimidos antes do almogo e dois antes
do jantar, Anotar 4

28.3.2 Desde quando a Sra. esta tomando?

ENTREVISTADOR: Se a entrevistada relatar que nao
recorda o dia exato, padronizar na sequinte forma:

- Inicio do més = Colocar dia 05
- Meio do més = Colocar dia 15
- Final do més = Colocar dia 25

28.3.3 Em que periodo da gestac3do a Sra. estava
guando tomou?

28.3.4 Por quanto tempo a Sra, tomou?

28.4 Vocé sabe a dosagem dessa Vitamina C que a Sra.
tomava ou toma ou a Sra. trouxe a caixa do
suplemento?

28.4.1 Qual a dosagem do comprimido?
ENTREVISTADOR: Se a gestante tiver trazido a caixa do

suplemento, verificar e confirmar a dosagem descrita
na embalagem.

28.4.1 a) Quantos comprimidos por dia a Sra.
toma/tomava?

Ex.: dois comprimidos antes do almogo e dois antes
do jantar. Anotar 4

11/04/2018 07:20

Page 6of 10

(ENTREVISTADOR: Anotar tempo em dias)

() A Sra. lembra a dosagem

© O multivitaminico que a Sra. toma/tomava éfera
fornecido pela Unidade

(O A Sra. ndo lembra/ndo sabe informar

(ENTREVISTADOR: Ler as opcdes para a gestante.)

(ENTREVISTADOR: Anotar a quantidade total de
comprimidos ingeridos por dia. )

(DD-MM-AAAA)

[ Primeiro Trimestre
] Segundo Trimestre
[ Terceiro Trimestre

(ENTREVISTADOR: Anotar tempo em dias)

(O A Sra. lembra a dosagem

(O 0 Vitamina C que a Sra. tomaftomava é/era
fornecido pela Unidade

(O A Sra. nao lembra/nao sabe informar

(ENTREVISTADOR: Ler as opcdes para a gestante.)

(ENTREVISTADOR: anotar em g (grama))

(ENTREVISTADOR: Anotar a quantidade total de
comprimidos ingeridos por dia. )
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28.4.2 Desde quando a Sra. esta tomando?

ENTREVISTADOR: Se a entrevistada relatar que nao
recorda o dia exato, padronizar na seguinte forma:

- Inicio do més = Colocar dia 05

- Meio do més = Colocar dia 15

- Final do més = Colocar dia 25

28.4.3 Em que periodo da gestacao a Sra. estava
quando tomou?

28.4.4 Por quanto tempo a Sra. tomou?

28.5.0 Qual o outro suplemento?
28.5 Vocé sabe a dosagem desse outro suplemento que

a Sra. tomava ou toma ou a Sra. trouxe a caixa do
suplemento?

28.5.1 Qual a dosagem do comprimida?
ENTREVISTADOR: Se a gestante tiver trazido a caixa do

suplemento, verificar e confirmar a dosagem descrita
na embalagem.

28.5.1 a) Quantos comprimidos por dia a Sra.
tomaftomava?

Ex.: dois comprimidos antes do almogo e dois antes
do jantar, Anotar 4

28.5.2 Desde quando a Sra. esta tomando?

ENTREVISTADOR: Se a entrevistada relatar que nao
recorda o dia exato, padronizar na seguinte forma:

- Inicio do més = Colocar dia 05

- Meio do més = Colocar dia 15

- Final do més = Colocar dia 25

28.5.3 Em que periodo da gestacao a Sra. estava
quando tomou?

28.5.4 Por quanto tempo a Sra. tomou?

11/04/2018 07:20

Page 7 of 10

(DD-MM-AAAA)

[ Primeiro Trimestre
[ Segundo Trimestre
[7] Terceiro Trimestre

(ENTREVISTADOR: Anotar tempo em dias)

O A Sra. lembra a dosagem

(O 0O outro suplemento que a Sra. tomaftomava éfera
fornecido pela Unidade

(O A Sra. ndo lembra/nado sabe informar

(ENTREVISTADOR: Ler as opgdes para a gestante.)

(ENTREVISTADOR: Exemplo 200mg / 100g / 1000mcg)

(ENTREVISTADOR: Anotar a quantidade total de
comprimidos ingeridos por dia. )

(DD-MM-AAAA)

] Primeiro Trimestre
1 Sequndo Trimestre
[C] Terceiro Trimestre

(ENTREVISTADOR: Anotar tempo em dias)
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Agora vamos falar sobre medicamentos! Preciso que a senhora me fale de todos os remédios
usados desde o inicio da gestacao até hoje. Conte com aqueles que foram usados uma unica
vez e os continuam sendo usandos. Nao se esqueca de pilulas, pomada, creme, xarope ou
daqueles remédios usados para enjoo, azia, dor, tratamento de infeccao urinaria, ou outra

infeccao, pressao alta ou diabetes.

29 A Sra. usou ou esta usando atualmente algum
remédio?

30 Quantos remédios?

31 Qual o nome do Remédic 01?2 A Sra. trouxe a caixa
do Remédio 17

32.1 A senhora tomou/usou ou esta tomando/usando o
remédio 1?7

32.2 Vocé sabe a dosagem do Remédio 17

ENTREVISTADOR: Ler as opgoes para a gestante.

32.3 Qual a dosagem do Remédio 17
ENTREVISTADOR: Se a gestante tiver trazido a caixa do

remédio, verificar e confirmar a dosagem descrita
na embalagem.

32.4 Quantos comprimidos/dose por dia a Sra.
toma/tomava ou usa/usava?

Ex.: dois comprimidos antes do almogo e dois antes
do jantar. Anotar 4

32.5 Desde quando a Sra. esta tomando/usando?

ENTREVISTADOR: Se a entrevistada relatar que nao
recorda o dia exato, padronizar na sequinte forma:

- Inicio do més = Colocar dia 05

- Meio do més = Colocar dia 15
- Final do més = Colocar dia 25

32.6 Em que periodo da gestagao a Sra. estava
quando tomoufusou?

32.7 Par quanto tempo a Sra. tomou/usou?

ENTREVISTADOR: Anotar tempo em dias

33.1 Qual o nome do Remédio 27 A Sra. trouxe a caixa
do Remédio 27

11/04/2018 07:20

QO Sim

O Nao

(O 1 Remédia
O 2 Remédios
O 3 Remédios

(O 4 Remédios ou mais
(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

O Tomou
O Esta tomando

(O A Sra. lembra a dosagem
(O E/foi fornecido pela Unidade
(O A Sra. nao lembra/nao sabe informar

{(EXEMPLO: 1 g; 200 mg; 100 ml)

(ENTREVISTADOR: Anotar a quantidade total de
comprimidos/doses por dia. )

(O Primeiro Trimestre
O Segundo Trimestre
() Terceiro Trimestre
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33.1 a) A senhora tomou/usou ou esta tomando/usando
o remédio 27

33.2 Vocé sabe a dosagem do Remeédio 27
ENTREVISTADOR: Ler as opgdes para a gestante.

33.3 Qual a dosagem do Remédio 27
ENTREVISTADOR: Se a gestante tiver trazido a caixa do

remédio, verificar e confirmar a dosagem descrita
na embalagem.

33.4 Quantos comprimidos/dose por dia a Sra.
tomaftomava ou usajusava?

Ex.: dois comprimidos antes do almogo e dois antes
do jantar. Anotar 4

33.5 Desde quando a Sra. esta tomando/usando?

ENTREVISTADOR: Se a entrevistada relatar que nao
recorda o dia exato, padronizar na seguinte forma:

- Inicio do més = Colocar dia 05

- Meio do més = Colocar dia 15
- Final do més = Colocar dia 25

33.6 Em que periodo da gestagao a Sra. estava
quando tomoufusou?

33.7 Por quanto tempo a Sra. tomou/usou?
ENTREVISTADOR: Anotar tempo em dias

34.1 Qual o nome do Remédio 37 A Sra. trouxe a caixa
do Remédio 37

34.1 a) A senhora tomou/usou ou esta tomando/usando
o remédio 37

34.2 Vocé sabe a dosagem do Remédio 37
ENTREVISTADOR: Ler as opgdes para a gestante.

34.3 Qual a dosagem do Remédio 37

ENTREVISTADOR: Se a gestante tiver trazido a caixa do
remédio, verificar e confirmar a dosagem descrita

na embalagem.

34.4 Quantos comprimidos por dia a Sra. toma/tomava?

Ex.: dois comprimidos antes do almaogo e dois antes
do jantar. Anotar 4

11/04/2018 07:20
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O Tomou
(O Esta tomande

(O A Sra. lembra a dosagem
() E/foi fornecido pela Unidade
(O A Sra. ndo lembra/ndo sabe informar

{EXEMPLO: 1 g; 200 mg; 100 ml)

(ENTREVISTADOR: Anotar a quantidade total de
comprimidos/doses por dia. )

) Primeiro Trimestre
() Segundo Trimestre
() Terceiro Tnmestre

{ Tomou
(O Esta tomando

() A Sra. lembra a dosagem
(O E/fol fornecido pela Unidade
() A Sra. ndo lembra/nao sabe informar

(EXEMPLO: 1 g; 200 mg; 100 ml)

(ENTREVISTADOR: Anotar a quantidade total de
comprimidos/doses por dia. )
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34.5 Desde quando a Sra. esta tomando/usando?

ENTREVISTADOR: Se a entrevistada relatar que nao
recorda o dia exato, padronizar na seguinte forma:

- Inicio do més = Colocar dia 05

- Meio do més = Colocar dia 15
- Final do més = Colocar dia 25

34.6 Em que periodo da gestagao a Sra. estava
quando tomou/usou?

34.7 Por quanto tempo a Sra. tomou/usou?
ENTREVISTADOR: Anotar tempo em dias

35.1 Qual o nome do Remédio 47 A Sra. trouxe a caixa
do Remédio 47

35.1 a) A senhora tomou/usou ou esta tomando/usando
o remédio 47

35.2 Vocé sabe a dosagem do Remeédio 47
ENTREVISTADOR: Ler as opcoes para a gestante.

35.3 Qual a dosagem do Remédio 4?
ENTREVISTADOR: Se a gestante tiver trazido a caixa do

remédio, verificar e confirmar & dosagem descrita
na embalagem.

35.4 Quantos comprimidos/doses por dia a Sra.
toma/tomava ou usajusava?

Ex.: dois comprimidos antes do almogo e dois antes
do jantar. Anotar 4

35.5 Desde quando a Sra. esta tomando/usando?

ENTREVISTADOR: Se a entrevistada relatar que ndo
recorda o dia exato, padronizar na seguinte forma:

- Inicio do més = Colocar dia 05

- Meio do més = Colocar dia 15
- Final do més = Colocar dia 25

35.6 Em que periodo da gestagao a Sra, estava
quando tomou/usou?

35.7 Por quanto tempo a Sra. tomou/usou?

ENTREVISTADOR: Anotar tempo em dias

11/04/2018 07:20

Page 10 0f 10

() Primeiro Trimestre
(O Segundo Trimestre
() Terceiro Trimestre

(O Tomou
() Esta tomando

(O A Sra. lembra a dosagem
(O Effoi fornecido pela Unidade
() A Sra. ndo lembra/nao sabe informar

{EXEMPLO: 1 g; 200 mg; 100 mi)

(ENTREVISTADOR: Anotar a quantidade total de
comprimidos/doses por dia. )

O Primeiro Trimestre
O Segundo Trimestre
() Terceiro Tnmestre
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Compostos Bicativos do Leite ONDA 1 Dia 1 - ESTUDO.1 teste

Estilo De Vida Atividade Fsica PRE P Lar

Record ID

Nos estamos interessados em saber que tipo de atividade fisica a Sra. fazia como parte do seu
dia a dia antes de estar gravida, ou seja, o que a Sra, HABITUALMENTE fazia. As perguntas
incluem as atividades que a Sra. fazia por lazer, por esporte ou por exercicio. Suas respostas
sao MUITO importantes.

ATENCAO: Considerar somente as atividades que a Sra. NORMALMENTE realizava.

1 A Sra. praticava alguma atividade fisica QO Sim
regularmente antes da gestagao? () Nao
2 Antes da gestacao a Sra. fazia caminhada no seu O Sim
tempo livre, por recreacao, esporte, exercicio ou O Nao
lazer por pelo menos 10 minutos continuos ? (O Nao sabe/ nao informou

ENTREVISTADOR: Caso a gestante ndo compreenda
perguntar; A Sra, realizava caminhadas que duravam
dez minutos ou mais?

3 Antes da gestacao, em quantos dias da semana a
Sra. habitualmente caminhava por pelo menos 10
minutos continuos no seu tempo livre por
recreacao, esporte, exercicio ou lazer?

ENTREVISTADOR: Esclarecer se necessario: Quantos
dias na semana a senhora fazia caminhadas que
duravam 10 minutos ou mais, como exercicio ou

lazer?

4 Nos dias em que a Sra. caminhava no seu tempo

livre, quanto tempo a Sra. normalmente gastava por (ENTREVISTADOR: preencher o tempo em minutos e 99

dia? se a gestante nao souber informar - 1 hora = 60
minutos)

ENTREVISTADOR: Esclarecer se necessario: Nesses dias
que a senhora falou que caminhava, essas caminhadas
duravam quanto tempo mais ou menos?

Para responder as proximas questdes considere que:

[] Atividade fisica VIGOROSA é aquela que precisa de um grande esforco fisico e que faz a Sra.
respirar MUITO mais forte que o normal.

[] Atividade fisica MODERADA é aquela que precisa de algum esforgo fisico e que faz a Sra.
respirar UM POUCO mais forte que o normal.

5 Antes da gestacao a Sra. fazia atividades O Sim
fisicas moderadas no seu tempe livre por pelo menos O Nao
10 minutes continuos, comoe pedalar ou nadar a () Nao sabe/ ndo informou

velocidade regular, jogar bola, musculagao,
ginastica, volei ou basquete?
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6 Se sim, quantas foram estas atividades?

7 Qual era a atividade 1?

7.1 Em quantos dias da semana normalmente a Sra.
fazia a Atividade 1 no seu tempo livre antes de
estar gravida?

7.2 Nos dias em que a Sra, fazia a Atividade 1,
quanto tempo no total a Sra. gastava por dia?

8 Qual era a atividade 27

8.1 Em quantos dias da semana normalmente a Sra.
fazia a Atividade 2 no seu tempo livre antes de
estar gravida?

8.2 Nos dias em que a Sra, fazia a Atividade 2,
quanto tempo no total a Sra. gastava por dia?

9 Qual era a atividade 37

9.1 Em quantos dias da semana, normalmente a Sra.
fazia a Atividade 3 no seu tempo livre antes de
estar gravida?

9.2 Nos dias em que a Sra. fazia a Atividade 3,
quanto tempo no total a Sra. gastava por dia?

10 Antes da gestacao a Sra. fazia atividades
fisicas vigorosas ro seu tempo livre por pelo
menos

10 minutes continuos como correr, nadar rapido,
pedalar rapido?

11 Se sim, quantas foram estas atividades?

12 Qual era a atividade 1?7

12.1 Em quantos dias da semana, normalmente a Sra.
fazia a Atividade 1 no seu tempo livre antes de

estar gravida?

12.2 Nos dias em que a Sra. fazia a Atividade 1,
quanto tempo no total a Sra. gastava por dia?

13 Qual era a atividade 27
13.1 Em quantos dias da semana normalmente a Sra.

fazia a Atividade 2 no seu tempo livre antes de
estar gravida?

11/04/2018 07:20

Page 2 0f 3

O 1 atividade
O 2 atividades
O 3 atividades

(ENTREVISTADOR: preencher o tempo em minutos e 99
se a gestante nao souber informar - 1 hora = 60
minutos)

(ENTREVISTADOR: preencher o tempo em minutos e 99
se a gestante nao souber informar - 1 hora = 60
minutos)

(ENTREVISTADOR: preencher o tempo em minutos e 99
se a gestante nao souber informar - 1 hora = 60
minutos)

O Sim
O Nao
() Nao sabe/ ndo informou

(O 1 atividade
(O 2 atividades
O 3 atividades

(ENTREVISTADOR: preencher o tempo em minutos e 99
se a gestante ndo souber informar - 1 hora = 60
minutos)
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13.2 Nos dias em que a Sra. fazia a Atividade 2,
quanto tempo no total a Sra. gastava por dia?

14 Qual era a atividade 3?7

14.1 Em quantos dias da semana normalmente a Sra.

fazia a Atividade 3 no seu tempo livre antes de
estar gravida?

14.2 Nos dias em que a Sra. fazia a Atividade 3,
quanto tempa no total a Sra. gastava por dia?

11/04/2018 07:20

Page 3 of 3

(ENTREVISTADOR: preencher o tempo em minutos e 99
se a gestante nao souber informar - 1 hora = 60
minutos)

(ENTREVISTADOR: preencher o tempo em minutos e 99
se a gestante nao souber informar - 1 hora = 60
minutos)
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Record ID

Data da coleta

Compostos Bicativos do Leite ONDA 1 Dia 1 - ESTUDO.1 teste

Questionario De Atividade Fisica Para Gestantes

Page1of5

QUESTIONARIO DE ATIVIDADE FISICA PARA GESTANTES - QAFG
“E muito importante que voce responda honestamente. Nao ha nenhuma resposta certa ou
errada. Nos estamos querendo saber o que voce fez durante este trimestre.”

1, Qual foi o dia de sua ultima menstruagao?

2, Quando seu bebe vai nascer?

Durante este trimestre, quando voce NAO esta no trabalho, quanto tempo, voce geralmente

passa:

3. Preparando as refeigoes (cozinhando, colocando a
mesa e lavando os pratos).

4. Cuidando de crianga (vestindo, banhando,
alimentando enquanto voce fica SENTADA).

5. Cuidando de crianga (vestindo, banhando,
alimentando enquanto voce fica EM PE),

6. Brincando com crianga enguanto voce esta SENTADA
ou EM PE.

7. Brincando com a crianga enguanto voce esta
caminhando ou correndo,

11/04/2018 07:20

() nenhum

(O menos que 30 minutos por dia
(O de 30 minutos a 1 hora por dia
(O de 1 hora a 2 horas por dia

(O de 2 horas a 3 horas por dia
(O de 3 horas ou mais por dia

O nenhum

() menos que 30 minutos por dia
() de 30 minutos a 1 hora por dia
(O de 1 hera a 2 horas por dia

() de 2 heras a 3 horas por dia
(O de 3 horas ou mais por dia

(O nenhum

(O menos que 30 minutos por dia
(O de 30 minutos a 1 hora por dia
() de 1 hora a 2 horas por dia

(O de 2 horas a 3 horas por dia
(O de 3 horas ou mais por dia

nenhum

menos que 30 minutos por dia
de 30 minutos a 1 hora por dia
de 1 hora a 2 horas por dia

de 2 horas a 3 horas por dia
de 3 horas ou mais por dia

nenhum

menos que 30 minutos por dia
de 30 minutos a 1 hora por dia
de 1 hora a 2 horas por dia

de 2 horas a 3 haoras por dia
de 3 horas ou mais por dia

000000 OOO0CO

www_projectredcap.org

REDCap

113



Confidential

8. Carregando crianca nos bragos.

9. Cuidando de idosofadulto incapacitado.

10. Sentada: usando o computadaor, lendo, escrevendo
ou falando ao telefone (Nao estar trabalhando).

O nenhum

() menos gue 30 minutos por dia
(O de 30 minutos a 1 hera por dia
(O de 1 hora a 2 horas por dia

(O de 2 horas a 3 haoras por dia
() de 3 horas ou mais por dia

(O nenhum

() menos gue 30 minutos por dia
(O de 30 minutos a 1 hora por dia
() de 1 hora a 2 horas por dia

(O de 2 horas a 3 horas por dia
(O de 3 horas ou mais por dia

O nenhum

O menos que 30 minutos por dia
(O de 30 minutos a 1 hora por dia
(O de 1 hora a 2 horas por dia

(O de 2 horas a 3 horas por dia
() de 3 horas ou mais por dia

Page 2 0f 5

Durante este trimestre, quanto tempo, voce geralmente passa:

11. Assistindo TV ou video

12. Brincando com animais de estimagao.

13. Fazendo limpeza leve {arrumar as camas, passar
roupas, levar o lixo para fora).

14, Fazendo compras (roupas, comidas ou outros
objetos).

15. Fazendo limpeza mais pesada {aspirar, varrer,
esfregar o chao, lavar roupas ou lavar janelas)

11/04/2018 07:20

(O nenhum

(O menos gue 30 minutos por dia
() de 30 minutos a 1 hora por dia
(O de 1 hora a 2 horas por dia

(O de 2 horas a 3 horas por dia
(O de 3 horas ou mais por dia

O nenhum

(O menos que 30 minutos por dia
(O de 30 minutos a 1 hora por dia
(O de 1 hora a 2 horas por dia

() de 2 horas a 3 horas por dia
(O de 3 horas ou mais por dia

(O nenhum

O menos que 30 minutos por dia
() de 30 minutos a 1 hora por dia
() de 1 hora a 2 horas por dia

(O de 2 heras a 3 horas por dia
(O de 3 heras ou mais por dia

O nenhum

() menos que 30 minutos por dia
(O de 30 minutos a 1 hora por dia
() de 1 hora a 2 horas por dia

() de 2 horas a 3 horas por dia
() de 3 horas ou mais por dia

de 30 minutos a 1 hora por dia
de 1 hora a 2 horas por dia

de 2 horas a 3 horas por dia
de 3 horas ou mais por dia

www_projectredcap.org
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16. Empurrando cortador de grama, apanhando felhas ou
fazendo trabalho no jardim.

O nenhum

() menos gue 30 minutos por dia
(O de 30 minutos a 1 hera por dia
(O de 1 hora a 2 horas por dia

(O de 2 horas a 3 haoras por dia
(O de 3 horas ou mais por dia

Page 3 of 5

Indo a lugares...(DESLOCAMENTO)

Durante este trimestre, quanto tempo, voce geralmente passa:

17. Caminhando lentamente para {pegar o onibus, ir
para o trabalho ou fazer visitas).

18. Caminhando rapidamente para (pegar o onibus, ir
para o trabalho ou escola)

19. Dirigindo, ou andando de carro ou de onibus.

Para diversao e exerc'icio..;('fEﬁPé LIVRE)

O nenhum

O menos gue 30 minutos por dia
() de 30 minutos a 1 hora por dia
(O de 1 hora a 2 horas por dia

(O de 2 horas a 3 horas por dia
(O de 3 horas ou mais por dia

O nenhum

(O menos gue 30 minutos por dia
(O de 30 minutos a 1 hera por dia
(O de 1 hora a 2 horas por dia

(O de 2 horas a 3 horas por dia
() de 3 horas ou mais por dia

) nenhum

O menos que 30 minutos por dia
(O de 30 minutos a 1 hora por dia
(O de 1 hora a 2 horas por dia

(O de 2 horas a 3 horas por dia
() de 3 horas ou mais por dia

Durante este trimestre, quanto tempo, voce geralmente passa:

20, Caminhando lentamente por divertimento ou
exercicio.

21. Caminhando mais rapido por divertimento ou
exercicio.

22, Caminhando mais rapido, ladeira a cima, por
divertimento ou exercicio.

11/04/2018 07:20

(O nenhum

O menos gue 30 minutos por dia

() de 30 minutos a 1 hora por dia

(O de 1 hora a 2 horas por dia

(O de 2 heras a 3 horas por dia
de 3 horas ou mais por dia

O

() nenhum

(O menos que 30 minutos por dia
() de 30 minutos a 1 hora por dia
(O de 1 hera a 2 horas por dia

() de 2 horas a 3 horas por dia
(O de 3 horas ou mais por dia

O

0O

nenhum

menos que 30 minutos por dia
(O de 30 minutos a 1 hora por dia
(O de 1 hora a 2 horas por dia
(O de 2 horas a 3 horas por dia
() de 3 horas ocu mais por dia
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23. Fazendo "Cooper" (trote ou corrida moderada).

24, Na aula de exercicio pre-natal.

25. Nadando.

26. Dangando

Page 4 of 5

O nenhum

(O menos que 30 minutos por dia
(O de 30 minutos a 1 hera por dia
(O de 1 hora a 2 horas por dia

(O de 2 horas a 3 haoras por dia
(O de 3 horas ou mais por dia

(O nenhum

() menos gue 30 minutos por dia
(O de 30 minutos a 1 hera por dia
() de 1 hora a 2 horas por dia

(O de 2 horas a 3 horas por dia
(O de 3 horas ou mais por dia

O nenhum

O menos que 30 minutos por dia
(O de 30 minutos a 1 hora por dia
(O de 1 hora a 2 horas por dia

(O de 2 horas a 3 horas por dia
(O de 3 horas ou mais por dia

) nenhum

(O menos que 30 minutos por dia
() de 30 minutos a 1 hora por dia
(O de 1 hora a 2 horas por dia

() de 2 horas a 3 horas por dia
(O de 3 horas ou mais por dia

Durante este trimestre, quanto tempo, voce geralmente passa:
Fazendo outras coisas por divertimento ou exercicio? (TEMPO LIVRE). Por favor, relacionar as

atividades:

27. Outra?

27.1 Qual?

27.2 Durante esse trimestre quanto tempo voce
geralmente passa realizando essa atividade?
(ATIVIDADE RELATADA NA QUESTAO 27.1)

28, Outra?

28.1 Qual?

28.2 Durante esse trimestre quanto tempo voce
geralmente passa realizando essa atividade?
(ATIVIDADE RELATADA NA QUESTAO 28.1)

11/04/2018 07:20

O nenhum

(O menos que 30 minutos por dia
() de 30 minutos a 1 hora por dia
(O de 1 hora a 2 horas por dia

O de 2 horas a 3 horas por dia
(O de 3 horas ou mais por dia

QO Sim
O Nao

O nenhum

O menos que 30 minutos por dia
() de 30 minutos a 1 hora por dia
(O de 1 hora a 2 horas por dia

(O de 2 horas a 3 horas por dia
(O de 3 horas ou mais por dia
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PageSof5
TRABALHO OU ESTUDO
Vocé trabalha com remuneracao fixa {assalariada), O Sim
& auténoma, trabalha como voluntaria ou é () Nao
estudante? (Se a resposta for NAO - Encerrar o questionario)

So preencha a proxima etapa se a gestante trabalha por salario, como voluntaria ou se for
estudante. Se for dona de casa, desempregada, ou incapacitada de trabalhar, voce nao
precisa preencher essa etapa. (NAO LER PARA A GESTANTE)

No Trabalho...
Durante este trimestre, quanto tempo, voce geralmente passa:

29, Sentada, trabalhando em sala de aula ou (O nenhum

escritorio. () menos gue 30 minutos por dia
() de 30 minutos a 1 hora por dia
(O de 1 hera a 2 horas por dia
() de 2 horas a 3 horas por dia
(O de 3 horas ou mais por dia

30. Em pe ou caminhando lentamente no trabalho, (O nenhum
carregando objetos (mais pesado que uma garrafa de () menos que 30 minutos por dia
refrigerante de 2 litros). (O de 30 minutos a 1 hora por dia

(O de 1 hora a 2 horas por dia
(O de 2 horas a 3 horas por dia
() de 3 horas ou mais por dia

31. Em pe ou caminhando lentamente no trabalho, nao (O nenhum

carregando nada. (O menos que 30 minutos por dia
(O de 30 minutos a 1 hora por dia
() de 1 hora a 2 horas por dia
(O de 2 horas a 3 horas por dia
() de 3 horas ou mais por dia

32. Caminhando rapidamente no trabaiho, carregando Q nenhum
objetos (mais pesado que uma garrafa de refrigerante () menos gue 30 minutos por dia
de 2 litros). () de 30 minutos a 1 hora por dia

(O de 1 hera a 2 horas por dia
() de 2 horas a 3 horas por dia
(O de 3 horas ou mais por dia

33. Caminhando rapidamente no trabalho, nao (O nenhum

carregando nada. (O menos gue 30 minutos por dia
(O de 30 minutos a 1 hera por dia
(O de 1 hora a 2 horas por dia
(O de 2 horas a 3 horas por dia
() de 3 horas ou mais por dia
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Comportamento Sedentrio

Record ID

Compostos Bicativos do Leite ONDA 1 Dia 1 - ESTUDO.1 teste
Page 1 0f 2

COMPORTAMENTO SEDENTARIO

"Agora eu gostaria que a Sra. pensasse 50 nas atividades que a Sra. faz nos dias de semana,

sem contar sabado e domingo..."

ENTREVISTADOR: Se a gestante referir que realiza duas ou mais atividade ao mesmo tempo,

considere somente uma das atividades.

Ex.: Assisto tv e fico no computador duas horas por dia. Considerar somente duas horas de

uma das duas atividades.

1 A Sra. assiste televisao todos ou quase todos os
dias?

2 Em um dia de semana normal, quanto tempo por dia a
Sra. assiste televisao?

3 A Sra. usa computador na sua casa?

4 Em um dia de semana normal, quanto tempo por dia a
Sra. usa computador na sua casa?

5 A Sra. trabalha fora de casa?

6 Em um dia de semana normal, quanto tempo por dia a
Sra. fica sentada no seu trabalho?

7 A Sra. estuda (colégio, curso técnico, faculdade
ou outro curso)?

8 Em um dia de semana normal, quanto tempo por dia a

Sra. fica sentada estudando? (no seu colégio, curso
técnico, faculdade ou outro curso)

9 A Sra. anda de carro, dnibus ou moto todos ou
quase todos 0s dias?

10 Em um dia de semana normal, quanto tempao por dia a
Sra. fica sentada no carro, 6nibus cu moto?

11/04/2018 07:20

O Sim
() Nao

(ENTREVISTADOR: preencher o tempo EM MINUTOS e 99
se a gestante nao souber informar - 1 hora = 60
minutos)

O Sim
O Nao

(ENTREVISTADOR: preencher o tempo EM MINUTOS e 99
se a gestante nao souber informar - 1 hora = 60
minutas)

O Sim
(O Nao

(ENTREVISTADOR: preencher o tempo EM MINUTOS e 99
se a gestante ndo souber informar - 1 hora = 60
minutos)

O Sim
O Nao

(ENTREVISTADOR: preencher o tempo EM MINUTOS e 99
se a gestante nao souber informar - 1 hora = 60
minutos)

QO Sim
O Nao

(ENTREVISTADOR: preencher o tempo EM MINUTOS e 99
se a gestante nao souber informar - 1 hora = 60
minutos)
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Compostos Bicativos do Leite ONDA 1 Dia 1 - ESTUDO.1 teste

Estilo De Vida Consumo De Alcool Gestante resten

Record ID

“E agora, vou fazer algumas perguntas sobre consumo de bebidas alcodlicas..."

1 A Sra. tomou alguma bebida alcodlica desde que QO Sim

engravidou até hoje, mesmo quando vocé ainda ndo O Nao

sabia que estava gravida?

2 Em qual ou quais trimestres da gestacao a Sra. 1 Primeiro Trimestre
estava quando ingeriu bebida aicodlica? L Segundo Trimestre

[C] Terceiro Trimestre
(ENTREVISTADOR: Se a gestante referir, marcar mais
de uma opcao.)

3 Qual & (era) o tipo de bebida alcodlica? [T] Cerveja/Chopp
1 Vinho
[] Cachaga/Vodka/Uisque
[ Outra
(ENTREVISTADOR: Se a gestante referir, marcar mais
de uma opgao.)

4 Se outra tipo de bebida, qual?

11/04/2018 07:20 wiw.projectredcap.org *EDCap’
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Compostos Bicativos do Leite ONDA 1 Dia 1 - ESTUDO.1 teste

Estilo De Vida Tabagismo Gestante Page ol

Record ID

"Agora, eu vou fazer algumas perguntas sobre o habito de fumar..."

1 A Sra. fuma atualmente? QO Sim
O Nao
2 A Sra. ja fumou? O Sim
O Nao

3 Quantos cigarros a Sra. fuma por dia?

(ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))

4 Ha quanto tempo a Sra, parou de fumar?

(Quantos meses) (Entrevistador: Preencher o tempo em MESES)

5 Alguém costuma fumar no mesmo ambiente em que a O Sim

Sra. esta? O Nao

11/04/2018 07:20 Www._projectredcap.org *EDCa p
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Bloco Sociodemografico

Record ID

Compastos Bioativos do Lelte ONDA 1 Dia 1 - ESTUDO.1 teste
Page1ofd

"Vamos agora conversar sobre alguns dados gerais seus e de sua familia..."

1 Em relacao a sua moradia, a casa em que a Sra.
mora é:

2 Se outro, tipo de moradia, qual?

3 Quantas pessoas moram em sua casa incluindo a Sra.?

4 Quantos comodos ha em sua casa incluindo o
banheiro?

5 Sobre a sua situacao conjugal a Sra.:

6 Como a Sra. classificaria a cor da pele?

7 A Sra. frequentou a escola?

8 Até que grau a Sra, estudou?

9 Até que série/ano a Sra. estudou e concluiu?

10 Até que sériefano a Sra, estudou e concluiu?

11/04/2018 07:20

() Prépria

() Alugada

O Posse

() Emprestada

(O Outra

(ENTREVISTADOR: Ler as opgdes para a gestante.)

(ENTREVISTADOR: Sempre preencher o campo *outro”
em caixa baixa (mindsculo))

(numero de pessoas)

() Mora sem companheiro
(O Mara com companheire

(O branca

(O parda/mulata/morena

O preta

() amarelaforiental

(O Indigena

(ENTREVISTADOR: Ler as opgdes para a gestante.)

QO Sim
(O Nao

() Ens. Fundamental (1% grau)

() Ens. Médio (22 grau)

() Ens. Superior

(O Pés-graduacao (esp., mest. ou dout.)

(O 1° ano/alfabetizagao (1)
(O 29 ano/1? série (2)
(O 3% ano/2? série (3)
(O 49 ano/3? série (4)
(O 59 ano/42 série (5)
() 62 ano/5? série (6)
() 72 ano/62 série (7)
() 82 ano/72 série (8)
() 92 ano/8? série (9)

(O 1°3no (10)

() 2°ano (11)
() 32ano (12)
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11 Até que sériefano a Sra. estudou e concluiu?

12 Até que sériefano a Sra. estudou e concluiu?

13 Anos de estudo (ENTREVISTADOR: NAO PERGUNTAR)

*Fundamental / Médio / Ensino Superior: Valor
apresentado entre parenteses.

*Pos-graduacao: Valor entre parénteses da
graduagao + valor entre parénteses da
pds-graduacao.

14 A Sra. sabe ler e escrever?

15 A Sra. tem alguma ocupacgao remunerada?

16 Que tipo de trabalho a Sra. realiza?

17 Qual a sua renda mensal?

18 A Sra. possui alguma outra fonte de renda?

19 Qual é a outra fonte de renda?

19.1 Se outra fonte de renda, qual?

19.2 Qual o valor dessa outra renda?

20 Em relagao a sua situagao de trabalho a Sra,
possui:

21 Se outra situagao de trabalho, qual?

11/04/2018 07:20

Page 2 0f 4

(O 12 ano ES (Primeiro/segundo perfodo) (13)

() 22 ano ES (Terceiro/quarto periodao) (14)

O 392 ano ES (Quinto/sexto periodo) {15)

() 49 ano ES (Sétimo/eitavo periodo) (16)

() 52 ano ES (Nono/décimo pericdo) {17)

QO 62 ano ES ou + (Décimoe ou Décimo primeiro
periodo) (18)

() Especializagdo ~ 1 ano (1)
(O Mestrado - 2 anos (2)
(O Douterado - 4 anos (4)

O Sim
(O Nao

QO Sim

O Nao

(ENTREVISTADOR: Se necessario explicar que esta
se referindo a trabalho remunerado)

(Valor em R$: Ex.: 2000.00)

O Sim

O Nao

(ENTREVISTADOR: Por exemplo, bolsa familia,
pensdo etc, )

() Bolsa Familia

() Pensao

O Aluguel de Imdvel

(O Outro

(ENTREVISTADOR: Ler as opcdes para a gestante.)

(Valor em R$: Ex.: 2000.00)

O Trabalho remunerado com carteira assinada

O Trabalho remunerado sem carteira assinada

(O Servidora publica (municipal, estadual, federal ,
militar)

O Empregadora /Possui firma ou empresa

O Auténoma

() Cooperativada

O Outro

www.projectredcap.org *E DCa p
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22 Quantas pessoas que maram na sua casa pessuem
alguma fonte de renda mensal, sem contar a Sra.?

23 Qual o grau de parentesco da(s) pessoa(s) que
contribui{fem) com a renda familiar?

23.1 Se cutro parente, qual?

24 Qual a renda desse familiar ou morador
(Contribuinte 1)?

25 Qual a renda desse familiar ou morador

(Contribuinte 2)?

26 Qual a renda desse familiar ou morador
(Contribuinte 3)?

27 Qual a renda desse familiar ou morador
(Contribuinte 4)?

28 Qual a renda desse familiar ou morador
{Contribuinte 5)?

29 Quem € o(a) chefe da familia?

30 Elefela frequentou a escola?

31 Até que grau elefela estudou?

32 Até que série/ano elefela estudou e concluiu?

33 Até que sériefano elefela estudou e concluiu?

11/04/2018 07:20

Page 3of 4

lenhuma
pessoa

ON

O1

02

(O 3 pessoas
O4

() 5 pessoas ou mais

(ENTREVISTADOR: Nao incluir a renda da gestante)

Mae

[ Pai

[ Companheiro

] Pai da Crianca

] Outro y

(ENTREVISTADOR: E possivel marcar mais de uma
0pGao)

O

(Valor em R$: Ex.: 2000.00)

(Valor em R$: Ex.: 2000.00)

(Valor em R$: Ex.: 2000.00)

{Valor em R$: Ex.: 2000.00)

(Valor em R$: Ex.: 2000.00)

(O 1 Vocé (a propria mulher)
() 2 Paida crianga
) 4 Seu pai
() 3 Sua mae
(5 Outra pessoa
6 Nao soube responder

O

O Sim

O Nao

() Ens. Fundamental (12 grau)
(O Ens. Médio (22 grau)

() Ens, Superior
() Pds-graduacao (esp., mest. ou dout.)

O 1° ano/alfabetizagao (1)
() 22 ano/12 série (2)
O 39 ano/2? série (3)
O 4° ano/39 série (4)
() 592 ano/4? série (5)
O 62 ano/52 série (6)
O 72 ano/6? série (7)
(O 8% ano/72 série (B)
() 92 ano/8? série (9)

O 12ano (10)

(O 2%ano (11)
() 32ano(12)

www_projectredcap.org
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34 Até que sériefano elefela estudou e concluiu?

35 Até que séniefano elefela estudou e concluiu?

36 Anos de estudo

37 Elefela sabe ler e escrever?

Pagedof 4

(O 12 ano ES (Primeiro/segundo perfodo) (13)

() 22 ano ES (Terceiro/quarto periodao) (14)

O 392 ano ES (Quinto/sexto periodo) {15)

() 49 ano ES (Sétimo/eitavo periodo) (16)

() 52 ano ES (Nono/décimo pericdo) {17)

QO 62 ano ES ou + (Décimoe ou Décimo primeiro
periodo) (18)

() Especializagdo ~ 1 ano (1)
(O Mestrado - 2 anos (2)
O Doutorado - 4 anos (4)

(ENTREVISTADOR: observar o valor numérico entre
parenteses ao lado da série respondida pela
gestante e preencher, Nao perguntar a
entrevistada. )

QO Sim
(O Nao

ATENCAO ENTREVISTADOR: 0S PROXIMOS CAMPOS DEVEM APENAS SER MARCADOS!

38 Status da gestante

39 Motivo de perda

40 Qual foi 0 outro motivo?

41 Motivo da exclusao

42 Qual o outro motivo?

11/04/2018 07:20

O ativa

O perda

O exclusao

(ENTREVISTADOR: esse campo apenas deve ser
preenchido, nao deve ser lido ou perguntado)

() Faltou a entrevista,

() Nao quis mais participar do estudo

(O Trocou o pré-natal para outra unidade

(O Outro

(ENTREVISTADOR: Campo de uso do entrevistador,
Nao deve ser lido ou perguntado)

(ENTREVISTADOR: Sempre preencher o campo "outro”
em caixa baixa (mindsculo))

() Nao pretende amamentar

(O Uso de antibidtico nos 3 meses anteriores

() Esta esperando gémeos

O Outro

(ENTREVISTADOR: Campo de uso do entrevistador,
Nao deve ser lido ou perguntado)

www._projectredcap.org *E DCap
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infantil e informacgdes do parto

Confidential

Compostos Bloativos do Leite ONDA 1 Dia 1 - ESTUDO.1 teste
Page 1 of 2

Informacoes sobre o nascimento

Record ID

1 Com quantas semanas de gestacao o (a) nasceu?

1.1 Qual a data de nascimento dofa) ?

2 Que horas o (a) nasceu?

3 0 (a) chorou ao nascer?
4 0 médico ievou o (38) logo apds o parto para
ficar com a Sra.?

5 A Sra, amamentou nos primeiros 30 minutos logo
apds o parto?
6 A Sra, e o {a) ficaram em alojamento conjunto?

7 Por que o (a) ndo fol para o guarto junto da
Sra.?

7.1 Qual o outro motivo

B Houve algum destes problemas ou necessidades com o
(a) ao nascer?

8.1 Se outro qual?

9 0 (a) ficou internado apds o parto?

10 Quanto tempo o (a) ficou internado apds o parto?

11 Qual e 0 sexo do {a) ?

12 Qual o peso ao nascer? (ver o cartao da crianga)

04/02/2019 13:18

{ENTREVISTADOR: colocar em semanas de gestagao
(ex.:5,3,7))

{ENTREVISTADOR: atencao para o formato -
DD/MM/AAAA)

{ENTEVISTADOR confirmar essa informacao no
cartao da crianca)

O Sim
O Nao

O Sim
O Nao

O Sim
() Nao

O Sim
(O Ndo

() Fol para o bergario/incubadora/ bergo aquecido
(O Foi para a UlfUTI/bergario patolégico
(O Qutro motivo

[T1 Hipoglicemia/baixa de acucar no sangue
[C] Malformacao congénita (defeito cardiaco)
[] Precisou de oxigénio apds o nascimento
[ O bebé ficou amarelo (ictericia)

] Tomou banho de luz

[ Foi transferido para outro hospital

[[] Teve infecgao

["] Prematuridade

[ HIV+ ou HTLV+

[ Outros

[C] Nenhum

O Sim
{) Nao

(ENTREVISTADOR: colecar o tempo em dias)

(O Masculino
(O Feminino

{ENTREVISTADOR: cologue 0 peso em gramas. )

REDCap
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13 Comprimento ao nascer (ver o cartao da crianga)
(ENTREVISTADOR: coloque ¢ comprimento em

centimetros. )
14 Apgar no primeiro minuto (ver o cartao da
crianga) (ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))
15 Apgar no quinto minuto (ver o cartdo da
crianca) {ENTREVISTADOR: Em numero (ex.: 5, 3, 7))
04)02/2019 13:18 www.projectredcap.org *E DCa p
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Uso medicamento crianca

Record ID

Compostos Bicativos do Leite ONDA 1 Dia 1 - ESTUDO.1 teste
Page1of3

"Agora gostaria de saber seu/sua filho(a) usou algum medicamento desde que nasceu até

hoje..."

29 Alo) usou ou esta usando atualmente algum
remeédio?

30 Quantos remédios?

31 A Qual o nome do Remédio 017 Sra. trouxe a caixa
do Remédio 17

32.1 Alo) tomou/usou ou estd tomando/usando o
remédio 17

32.2 Vocé sabe a dosagem do Remédio 1?
ENTREVISTADOR: Ler as opcoes para a gestante.

32.3 Qual a dosagem do Remédio 17
ENTREVISTADOR: Se a gestante tiver trazido a caixa do

remédio, verificar e confirmar a dosagem descrita
na embalagem.

32.4 Quantos comprimidos/dose por dia alo)
toma/tomava ou usa/usava?

Ex.: dois comprimidos antes do almaogo e dois antes
do jantar. Anotar 4

32.5 Desde quando alo) estd tomando/usando?

ENTREVISTADOR: Se a entrevistada relatar que nao
recorda o dia exato, padronizar na sequinte forma:

- Inicio do més = Colocar dia 05

- Meio do més = Colocar dia 15

- Final do més = Colocar dia 25

32.7 Por quanto tempo a(o) . tomou/fusou?
ENTREVISTADOR: Anotar tempo em dias

33.1 Qual o nome do Remeédio 27 A Sra. trouxe a
caixa do Remédio 27

04/02/2019 12:56

Sim
Nao

1 Remédio

2 Remédios

3 Remédios

(O 4 Remédios ou mais

(ENTREVISTADOR: Em nimero (ex.: 5, 3, 7))

O
O
Q
Q
O

O Tomou
(O Estd tomando

(O A Sra. lembra a dosagem
() Ejfoi fornecido pela Unidade
(O A Sra. ndo lembra/ndo sabe informar

{EXEMPLO: 1 g; 200 mg; 100 ml)

(ENTREVISTADOR: Anotar a quantidade total de
comprimidos/doses por dia. )

www_projectredcap.org %EDCap‘
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33.1 a) Ale) tomou/usou ou esta tomando/usande ©
remédio 2?7

33.2 Vocé sabe a dosagem do Remeédio 27
ENTREVISTADOR: Ler as opgdes para a gestante.

33.3 Qual a dosagem do Remédio 27
ENTREVISTADOR: Se a gestante tiver trazido a caixa do

remédio, verificar e confirmar a dosagem descrita
na embalagem.

33.4 Quantos comprimidos/dese por dia a(o)
tomaftomava ou usajusava?

Ex.: dois comprimidos antes do almogo e dois antes
do jantar. Anotar 4

33.5 Desde quando alo) . esta tomando/usando?

ENTREVISTADOR: Se a entrevistada relatar que nao
recorda o dia exato, padronizar na seguinte forma:

- Inicio do més = Colocar dia 05

- Meio do més = Colocar dia 15

- Final do més = Colocar dia 25

33.7 Por quanto tempo a(o) tomoufusou?
ENTREVISTADOR: Anotar tempo em dias

34.1 Qual o nome do Remédio 37 A Sra. trouxe a caixa

do Remédio 37

34.1 a) Alo) tomou/usou ou estd tomando/usando o
remédio 3?

34.2 Vocé sabe a dosagem do Remédio 37
ENTREVISTADOR: Ler as op¢oes para a gestante.

34.3 Qual a dosagem do Remédio 37

ENTREVISTADOR: Se a gestante tiver trazido a caixa do
remédio, verificar e confirmar a dosagem descrita

na embalagem.

34.4 Quantos comprimidos por dia a(o) tomaftomava?

Ex.: dois comprimidos antes do almogo e dois antes
do jantar. Anotar 4

04/02/2019 12:56

Page 2 0f 3

O Tomou
(O Esta tomande

(O A Sra. lembra a dosagem
() E/foi fornecido pela Unidade
(O A Sra. ndo lembra/ndo sabe informar

{EXEMPLO: 1 g; 200 mg; 100 ml)

(ENTREVISTADOR: Anotar a quantidade total de
comprimidos/doses por dia. )

O Tomou
() Esta tomando

(O A Sra. lembra a dosagem
() Elfoi fornecido pela Unidade
() A Sra. nao lembra/nao sabe informar

{EXEMPLO: 1 g; 200 mg; 100 mi)

(ENTREVISTADOR: Anotar a quantidade total de
comprimidos/doses por dia. )
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34.5 Desde quando alo) esta tomando/usando?

ENTREVISTADOR: Se a entrevistada relatar que nao
recorda o dia exato, padronizar na seguinte forma:

- Inicio do més = Colocar dia 05

- Meio do més = Colocar dia 15
- Final do més = Colocar dia 25

34.7 Por quanto tempo a{o) tomou/usou?

ENTREVISTADOR: Anotar tempo em dias

35.1 Qual 0 nome do Remédio 47 A Sra. trouxe a caixa

do Remédio 47
35.1 a) Alo) tomoufusou ou esta tomando/usando o O Tomou
remédio 47 () Estd tomando
35.2 Vocé sabe a dosagem do Remédio 4? () A Sra. lembra a dosagem
() Ejfoi fornecido pela Unidade
ENTREVISTADOR: Ler as opgdes para a gestante. () A Sra. ndo lembra/nao sabe informar

35.3 Qual a dosagem do Remédio 47

(EXEMPLO: 1 g; 200 mg; 100 ml)
ENTREVISTADOR: Se a gestante tiver trazido a caixa do
remédio, verificar e confirmar a dosagem descrita
na embalagem.

35.4 Quantos comprimidos/doses por dia alo)
toma/tomava ou usa/usava? (ENTREVISTADOR: Anotar a quantidade total de
comprimidos/doses por dia. )

Ex.: dois comprimidos antes do almogo e dois antes
do jantar, Anotar 4

35.5 Desde quando alo) esta tomando/usando?

ENTREVISTADOR: Se a entrevistada relatar que nao
recorda o dia exato, padronizar na sequinte forma:

- Inicio do més = Colocar dia 05

- Meio do més = Colocar dia 15
- Final do més = Colocar dia 25

35.7 Por quanto tempo a{o) tomoufusou?

ENTREVISTADOR: Anotar tempo em dias

04/02/2019 12:56 www.projectredcap.org fE DCap
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Atencao Ao Parto

Record ID

1 O que fez a Sra. achar que estava na hora de
procurar atendimento para o parto?

ENTREVISTADOR: Nac leia as opgoes (marque de
acordo com a resposta da mulher), Caso a mulher
infarme que foi & consulta ou telefonou para o

médico e ele mandou ela vir para a maternidade,
pergunte a razao

1.1 Qual o outro motivo de procurar atendimento para
0 parto?

2 Quanto tempo se passecu desde que a Sra. saiu de
casa até chegar neste hospital/maternidade/casa
onde fez o parto?

3 A Sra. tentou ganhar o (a) em mais de um lugar?

4 Romperam a bolsa depois que a Sra. chegou no
hospital?

5 Qual foi a data de rompimento da bolsa?

6 Vocé lembra a hora que a bolsa rompeu?

7 Qual foi o hordrio?

8 Qual era a cor do liquido quando a bolsa estourou?

9 Vocé entrou em trabalho de parto?
ENTREVISTADOR: Ler as opcdes para a gestante

10 Qual foi o tipo de parto

11 Como foi a cesarea?

04/02/201913:21

Compostos Bicativos do Leite ONDA 1 Dia 1 - ESTUDO.1 teste
Page 1of 2

O Entrou em trabalho de parto

O A bolsa rompeu

() Teve o sinal/perda de tampado mucoso
() Sentia dores/contragdes

() A data da cesariana estava marcada
(O Ful encaminhada pelo pré-natal/PSF
O A inducdo do parto em casa nao funcionou
() Passou mal (pressdo alta, sangrou)

(O O bebé estava passando do tempo

(O O bebé nao estava mexendo

(O O bebé estava em sofrimento

(O Outro motivo

(ENTREVISTADOR: colocar em o tempo em minutos.
Observagdo: 1 hora= 60 minutos. Atengao:
preencher 00 para as que |3 estavam intemadas,

)

O Sim
() Nao
(O Nao soube informar

() Nao, rompeu antes da internacao

() Nao, rompeu sozinha durante a internagao
Sim

(ENTREVISDADOR: leia as opgoes)

O Sim
O Nao
() Nao soube informar

Q Claro

(O Esverdeado/Amarronzado
O Com sanque

(O Amarelado/purulento

(O Nao soube informar

O Sim

() Nao

(O Nao soube informar
(O Foi induzido

O normal

(O forceps
) cesarea
O coécoras

() Marcada com antecedéncia

() Decidida durante o trabalho de parto
(O Outro

REDCap
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Page 20f 2
12 Foi poste no soro algum medicamento para aumentar O Sim
as contracges (ocitocina)? (O Nao estava com soro
O Nao
13 Houve algum problema durante o parto? O Sim
QO Nao

(O Nao soube informar

14 Qual o problema?

15 A Sra. ficou internada? QO Sim
O Nao

16 Quanto tempo a Sra. ficou internada?

(ENTREVISTADOR: colocar o tempo em dias)

04/02/2019 1321 www.projectredcap.org fE DCap
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Anexo 4 — Andlise descritiva da amostra, dofile Stata

FxskAkxkxxk Andlise descritiva — Tabela 1 e Tabela S1 e S2
tab coleta_fezes bb3 enviada

*** |dade materna - ndo parametrica

swilk idade_mae

sum idade_mae, detail

sum idade_mae if coleta_fezes_bb3_enviada==1, detail
sum idade_mae if coleta_fezes bb3_enviada==0, detail

*** sem diferenca entre 0s grupos
ranksum idade_mae, by (coleta_fezes bb3_enviada)

*** paridade - ndo parametrica

swilk n_partos

sum n_partos, detail

sum n_partos if coleta_fezes bb3_enviada==1, detail
sum n_partos if coleta_fezes bb3_enviada==0, detail

tab n_partos

gen n_partos_cat=.

replace n_partos_cat=1 if n_partos==0 & n_partos~=.
replace n_partos_cat=2 if n_partos>=1 & n_partos~=.

tab n_partos_cat
tab n_partos_cat if coleta_fezes_bb3_enviada==1

*** sem diferenca entre 0s grupos
ranksum n_partos, by (coleta_fezes_bb3_enviada)

*** ascolaridade - ndo parametrica

swilk escolaridade

sum escolaridade, detail

sum escolaridade if coleta_fezes bb3_enviada==1, detail
sum escolaridade if coleta_fezes bb3_enviada==0, detail

*** sem diferenca entre 0s grupos
ranksum escolaridade, by (coleta_fezes bb3_enviada)

*** Renda total - ndo parametrica

swilk renda_total

sum renda_total, detail

sum renda_total if coleta_fezes bb3_enviada==1, detail
sum renda_total if coleta_fezes bb3_enviada==0, detail

*** sem diferenca entre 0s grupos
ranksum renda_total, by (coleta_fezes bb3_enviada)

*** renda per-capita - ndo parametrica

swilk renda_percapta

sum renda_percapta, detail

sum renda_percapta if coleta_fezes bb3_enviada==1, detail
sum renda_percapta if coleta_fezes_bb3_enviada==0, detail

*** sem diferenca entre 0s grupos
ranksum renda_percapta, by (coleta_fezes bb3_enviada)
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**% peso pré - ndo parametrica

swilk peso_pre

sum peso_pre, detail

sum peso_pre if coleta_fezes bb3_enviada==1, detail
sum peso_pre if coleta_fezes bb3_enviada==0, detail

*** sem diferenca entre 0s grupos
ranksum peso_pre, by (coleta_fezes bb3_enviada)

*** Estatura materna - parametrica

swilk estatura_m

sum estatura_m, detail

sum estatura_m if coleta_fezes bb3 enviada==1, detail
sum estatura_m if coleta_fezes_bb3_enviada==0, detail

*** sem diferenca entre 0s grupos
ttest estatura_m, by (coleta_fezes bb3_enviada)

*** Estatura use - Parametrica

swilk est_use

sum est_use, detail

sum est_use if coleta_fezes bb3_enviada==1, detail
sum est_use if coleta_fezes bb3_enviada==0, detail

*** sem diferenca entre 0s grupos
ttest est_use, by (coleta_fezes bb3_enviada)

*** IMC pre - ndo parametrica

swilk new_imc_pre

sum new_imc_pre, detail

sum new_imc_pre if coleta_fezes_bb3_enviada==1, detail
sum new_imc_pre if coleta_fezes_bb3 enviada==0, detail

*** sem diferenca entre 0s grupos
ranksum new_imc_pre, by (coleta_fezes_bb3_enviada)

*** GPT - parametrica

swilk new_gpt

sum new_gpt, detail

sum new_gpt if coleta_fezes bb3_enviada==1, detail
sum new_gpt if coleta_fezes bb3_enviada==0, detail

*** sem diferenca entre 0s grupos
ttest new_gpt, by (coleta_fezes bb3_enviada)

** taxa de GPG total - parametrica

swilk taxa_GPG _total

sum taxa_GPG_total, detail

sum taxa_GPG_total if coleta_fezes_bb3_enviada==1, detail
sum taxa_GPG_total if coleta_fezes_bb3_enviada==0, detail

*** sem diferenca entre 0s grupos
ttest taxa_ GPG_total, by (coleta_fezes_bb3_enviada)

*** GP 3 TRI - parametrica

swilk gp3tri

sum gp3tri, detail

sum gp3tri if coleta_fezes bb3_enviada==1, detail
sum gp3tri if coleta_fezes bb3_enviada==0, detail
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*** sem diferenca entre 0s grupos
ttest gp3tri, by (coleta_fezes_bb3_enviada)

** taxa de GPG - parametrica

swilk taxa_GPG

sum taxa_GPG, detail

sum taxa_GPG if coleta_fezes bb3_enviada==1, detail
sum taxa_GPG if coleta_fezes bb3_enviada==0, detail

*** sem diferenca entre 0s grupos
ttest taxa_ GPG, by (coleta_fezes_bb3 enviada)

*** |G parto - parametrica

swilk parto_sem

sum parto_sem, detail

sum parto_sem if coleta_fezes_bb3_enviada==1, detail
sum parto_sem if coleta_fezes_bb3_enviada==0, detail

gen ig_parto_cat=.

replace ig_parto_cat=1 if parto_sem>=37 & parto_sem<42
replace ig_parto_cat=2 if parto_sem<37 & parto_sem~=.
replace ig_parto_cat=3 if parto_sem>=42 & parto_sem~=.

tab ig_parto_cat if coleta_fezes bb3_enviada==1

*** sem diferenca entre 0s grupos
ttest parto_sem, by (coleta_fezes_bb3_enviada)

*** PN - ndo parametrica

swilk pn

sum pn, detail

sum pn if coleta_fezes bb3_enviada==1, detail
sum pn if coleta_fezes bb3_enviada==0, detail

*** sem diferencga entre 0s grupos
ranksum pn, by (coleta_fezes bb3_enviada)

*** Comprimento ao nascer - ndo parametrica

swilk compm_nasc

sum compm_nasc, detail

sum compm_nasc if coleta_fezes_bb3_enviada==1, detail
sum compm_nasc if coleta_fezes_bb3_enviada==0, detail

*** sem diferenca entre 0s grupos
ranksum compm_nasc, by (coleta_fezes bb3_enviada)

*** Apgar 1 minuto - ndo parametrico

swilk apgar_1min

sum apgar_1min, detail

sum apgar_1min if coleta_fezes_bb3_enviada==1, detail
sum apgar_1min if coleta_fezes_bb3_enviada==0, detail

*** sem diferenca entre 0s grupos
ranksum apgar_1min, by (coleta_fezes_bb3_enviada)

*** Apgar 5 minuto - ndo parametrico

swilk apgar_5min

sum apgar_5min, detail

sum apgar_5min if coleta_fezes_bb3_enviada==1, detail
sum apgar_5min if coleta_fezes_bb3_enviada==0, detail
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*** sem diferenca entre 0s grupos
ranksum apgar_5min, by (coleta_fezes_bb3_enviada)

*** imc pré cat
tab imc_pre_2_cat coleta_fezes_bb3_enviada
tab imc_pre_2 cat coleta_fezes bb3_enviada, exact

*** IMC quartil
tab imc_quartil coleta_fezes bb3_enviada

*** sem diferenca entre 0s grupos
tab imc_quartil coleta_fezes bb3_enviada, chi2

*** desejo de engravidar materno
tab desejo_mae coleta_fezes bb3 enviada

*** sem diferenca entre 0s grupos
tab desejo_mae coleta_fezes _bb3_enviada, chi2

*** desejo do pai
tab desejo_pai coleta_fezes_bb3 enviada

*** sem diferenca entre 0s grupos
tab desejo_pai coleta_fezes bb3 enviada, chi2

*** sexo do bb
tab sexo_bebe if coleta_fezes_bb3_enviada==1
tab sexo_bebe coleta_fezes_bb3_enviada

*** sem diferenca entre 0s grupos
tab sexo_bebe coleta_fezes bb3_enviada, chi2

*** tipo de parto
tab tipo_parto if coleta_fezes bb3_enviada==1
tab tipo_parto coleta_fezes bb3 enviada

*** sem diferenca entre os grupos - TENDENCIA
tab tipo_parto coleta_fezes bb3_enviada, chi2

*** AM no parto
tab AM_parto coleta_fezes_bb3_enviada

*** sem diferenca entre 0s grupos
tab AM_parto coleta_fezes_bb3_enviada, chi2

*** tipo de AM <5
tab tipo_AM coleta_fezes bb3_enviada

*** teste exato de fischer - sem diferenca entre os grupos
tab tipo_AM coleta_fezes bb3_enviada, exact

*** tipo de AM - new_AM
tab new_AM coleta_fezes bb3_enviada

*** teste exato de fischer - sem diferenca entre os grupos
tab new_AM coleta_fezes bb3_enviada, exact
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Anexo 5 — Andlise da composicéo e diversidade de M, script software R
#H Script andlises dissertacéo

### Graficos de abundancia
# amostra geral (resultado ndo mostrado)
mdf%>%
group_by(Sample, Genus )%>%
summarise(total = sum(Abundance))%>%
mutate(total= round(prop.table(total),3))%>%
select(Sample,Genus ,total)%>%
mutate(Genus=factor(Genus, labels = ¢("f_Enterobacteriaceae", "Others", "Unclassified", "Others",
"Others", "Others","Others", "Others", "Others","Others", "Others",
"0_Clostridiales”,"Others" ,"Others", "f_Enterobacteriaceae",
"f_Erysipelotrichaceae", "Others", "Eubacterium"”, "Prevotella”,
"Ruminococcus", "Others", "Acidaminococcus", "Acinetobacter", "Others",
"Actinomyces", "Aggregatibacter”, "Others", "Others", "Others", "Others",
"Others" ,"Others" ,"Others" , "Bacteroides", "Bifidobacterium", "Bilophila",
"Blautia", "Others", "Others”, "Others" ,"Others", "Catenibacterium",
"Others", "Others", "Others", "Citrobacter"”, "Clostridium™, "Collinsella",
"Others", "Coprobacillus", "Coprococcus", "Others", "Others", "Others",
"Dialister”, "Dorea", "Dysgonomonas”, "Others", "Others", "Others",
"Enterococcus”, "Others", "Escherichia”, "Others", "Others", "Others",
"Others™, "Others", "Others”,"Others" ,"Haemophilus™ ,"Others",
"Lactobacillus" ,"Lactococcus" ,"Others", "Others", "Megasphaera"”, "Others",
"Morganella","Others","Others","Oscillospira", "Parabacteroides" ,"Others",
"Others", "Others", "Others","Phascolarctobacterium™, "Prevotella", "Others",
"Proteus”, "Others", "Pseudoramibacter","Others", "Others", "Others",
"Others", "Ruminococcus”, "Others", "Serratia", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Staphylococcus" ,"Others", "Streptococcus”, "Others",
"Others", "Sutterella”, "Trabulsiella” , "Others", "Others", "Veillonella",
"Others", "Others", "Others", "f_Lachnospiraceae”, "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others","Others", "Others", "f_Peptostreptococcaceae”,
"Others", "Others", "Others", "f_Rikenellaceae", "f_Ruminococcaceae",
"Others™)))%>%
ggplot(aes(x= Sample, y = total, fill = fct_reorder(Genus, total, .desc = T)))+ geom_bar(stat =
'identity")+ theme(axis.text.x = element_text(angle = -90, hjust = 0))+
scale_y continuous(labels=scales::percent)+
scale_fill_manual(values=MyPalette2)+
theme(legend.position="bottom", legend.direction = "horizontal" )+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 14),
legend.text = element_text(family = "Times New Roman", size = 12))+
theme(plot.margin=unit(c(0.5,0.1,1,0.1),"cm™))+
labs(title = "Infant Gut Microbiota at 1 month™,

x=""
y = "Relative frequency (%)",
fill = "Genus")

A Figura 1
# para IMC adequado
mdf_0%>%
group_by(Sample, Genus )%>%
summarise(total = sum(Abundance))%>%
mutate(total= round(prop.table(total),3))%>%
select(Sample,Genus ,total)%>%
mutate(Genus=factor(Genus, labels = c¢("f_Enterobacteriaceae", "Others", "Unclassified", "Others",
"Others", "Others","Others", "Others", "Others","Others", "Others",
"o0_Clostridiales”,"Others" ,"Others", "f_Enterobacteriaceae",
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"f_Erysipelotrichaceae", "Others", "Eubacterium", "Prevotella",
"Ruminococcus”, "Others", "Acidaminococcus", "Acinetobacter", "Others",
"Actinomyces", "Aggregatibacter”, "Others", "Others", "Others", "Others",
"Others" ,"Others" ,"Others" , "Bacteroides", "Bifidobacterium”, "Bilophila"”,
"Blautia", "Others", "Others”, "Others" ,"Others", "Catenibacterium",
"Others", "Others", "Others", "Citrobacter", "Clostridium", "Collinsella",
"Others", "Coprobacillus”, "Coprococcus”, "Others", "Others", "Others",
"Dialister”, "Dorea", "Dysgonomonas”, "Others", "Others", "Others",
"Enterococcus", "Others", "Escherichia", "Others", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others”,"Others" ,"Haemophilus" ,"Others",
"Lactobacillus" ,"Lactococcus" ,"Others", "Others", "Megasphaera"”, "Others",
"Morganella","Others","Others","Oscillospira", "Parabacteroides" ,"Others",
"Others", "Others", "Others","Phascolarctobacterium”, "Prevotella", "Others",
"Proteus”, "Others", "Pseudoramibacter","Others", "Others", "Others",
"Others", "Ruminococcus”, "Others", "Serratia”, "Others", "Others",
"Others™, "Others", "Staphylococcus™ ,"Others", "Streptococcus”, "Others",
"Others", "Sutterella™, "Trabulsiella™ , "Others", "Others", "Veillonella",
"Others™, "Others", "Others", "f_Lachnospiraceae”, "Others", "Others",
"Others™, "Others", "Others","Others", "Others", "f_Peptostreptococcaceae™,
"Others™, "Others", "Others", "f_Rikenellaceae", "f Ruminococcaceae”,
"Others")))%>%
ggplot(aes(x= Sample, y = total, fill = fct_reorder(Genus, total, .desc = T)))+ geom_bar(stat =
'identity")+ theme(axis.text.x = element_text(angle = -90, hjust = 0))+
scale_y continuous(labels=scales::percent)+
theme(axis.text.x = element_text(angle = -90, hjust = 0))+
scale_fill_manual(values=MyPalette2)+
theme(legend.position="bottom", legend.direction = "horizontal" )+
theme(plot.margin=unit(c(0.5,0.1,1,0.1),"cm"))+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 14),
legend.text = element_text(family = "Times New Roman", size = 12))+
labs(title = "Infant gut microbiota at 1 month",
X = "Normal BMI",
y = "Relative frequency",
fill = "Genus")

# para IMC excessive

mdf_1%>%

group_by(Sample, Genus )%>%

summarise(total = sum(Abundance))%>%

mutate(total= round(prop.table(total),3))%>%

select(Sample,Genus ,total)%>%

mutate(Genus=factor(Genus, labels = c¢("f_Enterobacteriaceae", "Others", "Unclassified", "Others",

"Others", "Others","Others", "Others", "Others","Others", "Others",
"0_Clostridiales”,"Others" ,"Others", "f_Enterobacteriaceae",

"f_Erysipelotrichaceae", "Others", "Eubacterium", "Prevotella",
"Ruminococcus", "Others", "Acidaminococcus”, "Acinetobacter", "Others",
"Actinomyces", "Aggregatibacter”, "Others", "Others", "Others", "Others",
"Others" ,"Others" ,"Others" , "Bacteroides", "Bifidobacterium™, "Bilophila”,
"Blautia", "Others", "Others”, "Others" ,"Others", "Catenibacterium",
"Others", "Others", "Others", "Citrobacter"”, "Clostridium", "Collinsella",
"Others", "Coprobacillus”, "Coprococcus", "Others", "Others", "Others",
"Dialister”, "Dorea", "Dysgonomonas", "Others", "Others", "Others",
"Enterococcus”, "Others", "Escherichia", "Others", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others”,"Others" ,"Haemophilus" ,"Others",
"Lactobacillus" ,"Lactococcus"” ,"Others", "Others", "Megasphaera"”, "Others",
"Morganella","Others","Others","Oscillospira", "Parabacteroides" ,"Others",
"Others", "Others", "Others","Phascolarctobacterium", "Prevotella", "Others",
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"Proteus”, "Others", "Pseudoramibacter"”,"Others", "Others", "Others",
"Others", "Ruminococcus”, "Others", "Serratia”, "Others", "Others",
"Others", "Others", "Staphylococcus" ,"Others", "Streptococcus”, "Others",
"Others", "Sutterella”, "Trabulsiella" , "Others", "Others", "Veillonella",
"Others", "Others", "Others", "f_Lachnospiraceae", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others","Others", "Others", "f_Peptostreptococcaceae”,
"Others", "Others", "Others", "f Rikenellaceae", "f_Ruminococcaceae",
"Others")))%>%
ggplot(aes(x= Sample, y = total, fill = fct_reorder(Genus, total, .desc = T)))+ geom_bar(stat =
'identity’)+ theme(axis.text.x = element_text(angle = -90, hjust = 0))+
scale_y_continuous(labels=scales::percent)+
theme(axis.text.x = element_text(angle = -90, hjust = 0))+
scale_fill_manual(values=MyPalette2)+
theme(legend.position="bottom", legend.direction = "horizontal" )+
theme(plot.margin=unit(c(0.5,0.1,1,0.1),"cm"))+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 14),
legend.text = element_text(family = "Times New Roman", size = 12))+
labs(title = "Infant gut microbiota at 1 month",
x = "Above normal BMI",
y = "Relative frequency",
fill = "Genus")

A Figura S1
# IMC normal e AM exclusiva

mdf__1%>%
group_by(Sample, Genus )%>%
summarise(total = sum(Abundance))%>%
mutate(total= round(prop.table(total),3))%>%
select(Sample,Genus ,total)%>%
mutate(Genus=factor(Genus, labels = c¢("f_Enterobacteriaceae", "Others", "Unclassified", "Others",
"Others", "Others","Others", "Others", "Others","Others", "Others",
"0_Clostridiales”,"Others" ,"Others", "f_Enterobacteriaceae",
"f_Erysipelotrichaceae", "Others", "Eubacterium", "Prevotella",
"Ruminococcus", "Others", "Acidaminococcus", "Acinetobacter", "Others",
"Actinomyces", "Aggregatibacter”, "Others", "Others", "Others", "Others",
"Others™ ,"Others" ,"Others" , "Bacteroides"”, "Bifidobacterium”, "Bilophila"”,
"Blautia", "Others", "Others”, "Others" ,"Others", "Catenibacterium",
"Others", "Others", "Others", "Citrobacter"”, "Clostridium™, "Collinsella",
"Others", "Coprobacillus", "Coprococcus", "Others", "Others", "Others",
"Dialister”, "Dorea", "Dysgonomonas", "Others", "Others", "Others",
"Enterococcus", "Others", "Escherichia", "Others", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others”,"Others" ,"Haemophilus" ,"Others",
"Lactobacillus" ,"Lactococcus" ,"Others", "Others", "Megasphaera", "Others",
"Morganella","Others","Others","Oscillospira", "Parabacteroides" ,"Others",
"Others", "Others", "Others","Phascolarctobacterium”, "Prevotella"”, "Others",
"Proteus", "Others", "Pseudoramibacter","Others", "Others", "Others",
"Others", "Ruminococcus”, "Others", "Serratia", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Staphylococcus" ,"Others", "Streptococcus”, "Others",
"Others", "Sutterella", "Trabulsiella" , "Others", "Others", "Veillonella",
"Others", "Others", "Others", "f_Lachnospiraceae", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others","Others", "Others", "f_Peptostreptococcaceae”,
"Others", "Others", "Others", "f Rikenellaceae", "f Ruminococcaceae",
"Others")))%>%
ggplot(aes(x= Sample, y = total, fill = fct_reorder(Genus, total, .desc = T)))+
geom_bar(stat = 'identity")+
scale_y continuous(labels=scales::percent)+
theme(axis.text.x = element_text(angle = -90, hjust = 0))+
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scale_fill_manual(values=MyPalette_ 1)+
theme(legend.position="bottom", legend.direction = "horizontal" )+
theme(plot.margin=unit(c(0.5,0.1,1,0.1),"cm"))+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 14),
legend.text = element_text(family = "Times New Roman", size = 12))+
labs(title = "Infant gut microbiota at 1 month",
x ="Normal BMI & Exclusive breastfeed",
y = "Relative frequency",
fill = "Genus")

# IMC normal e AM predominante e complementado

mdf__2%>%
group_by(Sample, Genus )%>%
summarise(total = sum(Abundance))%>%
mutate(total= round(prop.table(total),3))%>%
select(Sample,Genus ,total)%>%
mutate(Genus=factor(Genus, labels = ¢("f_Enterobacteriaceae", "Others", "Unclassified", "Others",
"Others", "Others","Others", "Others", "Others","Others", "Others",
"0_Clostridiales”,"Others" ,"Others", "f_Enterobacteriaceae",
"f_Erysipelotrichaceae", "Others", "Eubacterium", "Prevotella",
"Ruminococcus", "Others", "Acidaminococcus", "Acinetobacter", "Others",
"Actinomyces”, "Aggregatibacter”, "Others", "Others", "Others", "Others",
"Others™ ,"Others" ,"Others" , "Bacteroides"”, "Bifidobacterium”, "Bilophila”,
"Blautia", "Others", "Others”, "Others" ,"Others", "Catenibacterium",
"Others", "Others", "Others", "Citrobacter"”, "Clostridium™, "Collinsella",
"Others", "Coprobacillus", "Coprococcus", "Others", "Others", "Others",
"Dialister", "Dorea", "Dysgonomonas”, "Others", "Others", "Others",
"Enterococcus", "Others", "Escherichia", "Others", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others”,"Others" ,"Haemophilus" ,"Others",
"Lactobacillus" ,"Lactococcus" ,"Others", "Others", "Megasphaera"”, "Others",
"Morganella","Others","Others","Oscillospira", "Parabacteroides" ,"Others",
"Others", "Others", "Others","Phascolarctobacterium™, "Prevotella", "Others",
"Proteus”, "Others", "Pseudoramibacter","Others", "Others", "Others",
"Others", "Ruminococcus”, "Others", "Serratia”, "Others", "Others",
"Others", "Others", "Staphylococcus™ ,"Others", "Streptococcus”, "Others",
"Others", "Sutterella”, "Trabulsiella” , "Others", "Others", "Veillonella",
"Others", "Others", "Others", "f_Lachnospiraceae", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others","Others", "Others", "f_Peptostreptococcaceae”,
"Others", "Others", "Others", "f Rikenellaceae", "f Ruminococcaceae",
"Others")))%>%
ggplot(aes(x= Sample, y = total, fill = fct_reorder(Genus, total, .desc = T)))+
geom_bar(stat = 'identity")+
scale_y continuous(labels=scales::percent)+
theme(axis.text.x = element_text(angle = -90, hjust = 0))+
scale_fill_manual(values=MyPalette _ 2)+
theme(legend.position="bottom", legend.direction = "horizontal" )+
theme(plot.margin=unit(c(0.5,0.1,1,0.1),"cm"))+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 14),
legend.text = element_text(family = "Times New Roman", size = 12))+
labs(title = "Infant gut microbiota at 1 month",
x ="Normal BMI & No exclusive breastfeed",
y = "Relative frequency",
fill = "Genus")
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# IMC excessive e AM exclusivo

mdf__3%>%
group_by(Sample, Genus )%>%
summarise(total = sum(Abundance))%>%
mutate(total= round(prop.table(total),3))%>%
select(Sample,Genus ,total)%>%
mutate(Genus=factor(Genus, labels = c¢("f_Enterobacteriaceae", "Others", "Unclassified", "Others",
"Others", "Others","Others", "Others", "Others","Others", "Others",
"0_Clostridiales”,"Others" ,"Others", "f_Enterobacteriaceae",
"f_Erysipelotrichaceae", "Others", "Eubacterium", "Prevotella",
"Ruminococcus”, "Others", "Acidaminococcus", "Acinetobacter", "Others",
"Actinomyces", "Aggregatibacter”, "Others", "Others", "Others", "Others",
"Others™ ,"Others" ,"Others" , "Bacteroides"”, "Bifidobacterium”, "Bilophila”,
"Blautia", "Others", "Others”, "Others" ,"Others", "Catenibacterium",
"Others", "Others", "Others", "Citrobacter"”, "Clostridium™, "Collinsella",
"Others", "Coprobacillus", "Coprococcus", "Others", "Others", "Others",
"Dialister”, "Dorea", "Dysgonomonas”, "Others", "Others", "Others",
"Enterococcus”, "Others", "Escherichia”, "Others", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others”,"Others" ,"Haemophilus" ,"Others",
"Lactobacillus" ,"Lactococcus" ,"Others", "Others", "Megasphaera"”, "Others",
"Morganella","Others","Others","Oscillospira", "Parabacteroides" ,"Others",
"Others", "Others", "Others","Phascolarctobacterium™, "Prevotella", "Others",
"Proteus”, "Others", "Pseudoramibacter","Others", "Others", "Others",
"Others", "Ruminococcus”, "Others", "Serratia”, "Others", "Others",
"Others™, "Others", "Staphylococcus™ ,"Others", "Streptococcus”, "Others™,
"Others", "Sutterella™, "Trabulsiella™ , "Others", "Others", "Veillonella",
"Others™, "Others", "Others", "f_Lachnospiraceae”, "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others","Others", "Others", "f_Peptostreptococcaceae”,
"Others", "Others", "Others", "f_Rikenellaceae", "f Ruminococcaceae",
"Others")))%>%
ggplot(aes(x= Sample, y = total, fill = fct_reorder(Genus, total, .desc = T)))+
geom_bar(stat = 'identity")+
scale_y continuous(labels=scales::percent)+
theme(axis.text.x = element_text(angle = -90, hjust = 0))+
scale_fill_manual(values=MyPalette _ 3)+
theme(legend.position="bottom", legend.direction = "horizontal" )+
theme(plot.margin=unit(c(0.5,0.1,1,0.1),"cm"))+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 14),
legend.text = element_text(family = "Times New Roman", size = 12))+
labs(title = "Infant gut microbiota at 1 month",
x = "Above normal BMI & Exclusive breastfeed",
y = "Relative frequency",
fill = "Genus")

# IMC excessivo e AM predominante e complementar

mdf__4%>%

group_by(Sample, Genus )%>%

summarise(total = sum(Abundance))%>%

mutate(total= round(prop.table(total),3))%>%

select(Sample,Genus ,total)%>%

mutate(Genus=factor(Genus, labels = ¢("f_Enterobacteriaceae", "Others", "Unclassified", "Others",
"Others", "Others","Others", "Others", "Others","Others", "Others",
"o0_Clostridiales”,"Others" ,"Others", "f_Enterobacteriaceae",
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"f_Erysipelotrichaceae", "Others", "Eubacterium", "Prevotella",
"Ruminococcus”, "Others", "Acidaminococcus", "Acinetobacter", "Others",
"Actinomyces", "Aggregatibacter”, "Others", "Others", "Others", "Others",
"Others" ,"Others" ,"Others" , "Bacteroides", "Bifidobacterium”, "Bilophila"”,
"Blautia", "Others", "Others”, "Others" ,"Others", "Catenibacterium",
"Others", "Others", "Others", "Citrobacter", "Clostridium", "Collinsella",
"Others", "Coprobacillus”, "Coprococcus”, "Others", "Others", "Others",
"Dialister”, "Dorea", "Dysgonomonas”, "Others", "Others", "Others",
"Enterococcus", "Others", "Escherichia", "Others", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others”,"Others" ,"Haemophilus" ,"Others",
"Lactobacillus" ,"Lactococcus" ,"Others", "Others", "Megasphaera"”, "Others",
"Morganella","Others","Others","Oscillospira", "Parabacteroides" ,"Others",
"Others", "Others", "Others","Phascolarctobacterium”, "Prevotella", "Others",
"Proteus”, "Others", "Pseudoramibacter","Others", "Others", "Others",
"Others", "Ruminococcus”, "Others", "Serratia”, "Others", "Others",
"Others™, "Others", "Staphylococcus™ ,"Others", "Streptococcus”, "Others",
"Others", "Sutterella™, "Trabulsiella™ , "Others", "Others", "Veillonella",
"Others™, "Others", "Others", "f_Lachnospiraceae”, "Others", "Others",
"Others™, "Others", "Others","Others", "Others", "f_Peptostreptococcaceae™,
"Others™, "Others", "Others", "f_Rikenellaceae", "f Ruminococcaceae”,
"Others")))%>%
ggplot(aes(x= Sample, y = total, fill = fct_reorder(Genus, total, .desc = T)))+
geom_bar(stat = 'identity")+
scale_y continuous(labels=scales::percent)+
theme(axis.text.x = element_text(angle = -90, hjust = 0))+
scale_fill_manual(values=MyPalette__4)+
theme(legend.position="bottom", legend.direction = "horizontal" )+
theme(plot.margin=unit(c(0.5,0.1,1,0.1),"cm"))+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 14),
legend.text = element_text(family = "Times New Roman", size = 12))+
labs(title = "Infant gut microbiota at 1 month",
x = "Above normal BMI & No exclusive breastfeed",
y = "Relative frequency",
fill = "Genus")

### Figura 1
# GP adequado

mdf_gp_0%>%

group_by(Sample, Genus )%>%

summarise(total = sum(Abundance))%>%

mutate(total= round(prop.table(total),3))%>%

select(Sample,Genus ,total)%>%

mutate(Genus=factor(Genus, labels = c("f_Enterobacteriaceae", "Others", "Unclassified", "Others",

"Others", "Others","Others", "Others", "Others","Others", "Others",
"0_Clostridiales”,"Others" ,"Others", "f_Enterobacteriaceae",

"f_Erysipelotrichaceae", "Others", "Eubacterium”, "Prevotella",
"Ruminococcus", "Others", "Acidaminococcus”, "Acinetobacter"”, "Others",
"Actinomyces", "Aggregatibacter”, "Others", "Others", "Others", "Others",
"Others" ,"Others" ,"Others" , "Bacteroides", "Bifidobacterium", "Bilophila",
"Blautia", "Others", "Others”, "Others" ,"Others", "Catenibacterium",
"Others", "Others", "Others", "Citrobacter", "Clostridium", "Collinsella",
"Others", "Coprobacillus", "Coprococcus”, "Others", "Others", "Others",
"Dialister”, "Dorea", "Dysgonomonas", "Others", "Others", "Others",
"Enterococcus", "Others", "Escherichia", "Others", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others”,"Others" ,"Haemophilus" ,"Others",
"Lactobacillus" ,"Lactococcus” ,"Others", "Others", "Megasphaera”, "Others",
"Morganella","Others","Others","Oscillospira", "Parabacteroides" ,"Others",
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"Others", "Others", "Others","Phascolarctobacterium”, "Prevotella"”, "Others",
"Proteus”, "Others", "Pseudoramibacter","Others", "Others", "Others",
"Others", "Ruminococcus”, "Others", "Serratia”, "Others", "Others",
"Others", "Others", "Staphylococcus" ,"Others", "Streptococcus”, "Others",
"Others", "Sutterella”, "Trabulsiella" , "Others", "Others", "Veillonella",
"Others", "Others", "Others", "f_Lachnospiraceae", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others","Others", "Others", "f_Peptostreptococcaceae",
"Others", "Others", "Others", "f Rikenellaceae", "f _Ruminococcaceae",
"Others")))%>%
ggplot(aes(x= Sample, y = total, fill = fct_reorder(Genus, total, .desc = T)))+
geom_bar(stat = 'identity’)+
scale_y_continuous(labels=scales::percent)+
theme(axis.text.x = element_text(angle = -90, hjust = 0))+
scale_fill_manual(values=MyPalette2)+
theme(legend.position="bottom", legend.direction = "horizontal" )+
theme(plot.margin=unit(c(0.5,0.1,1,0.1),"cm™))+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 14),
legend.text = element_text(family = "Times New Roman", size = 12))+
labs(title = "Infant gut microbiota at 1 month",
x = "Adequate GWG",
y = "Relative frequency",
fill = "Genus")

# GP excessivo

mdf_gp_1%>%
group_by(Sample, Genus )%>%
summarise(total = sum(Abundance))%>%
mutate(total= round(prop.table(total),3))%>%
select(Sample,Genus ,total)%>%
mutate(Genus=factor(Genus, labels = ¢("f_Enterobacteriaceae", "Others", "Unclassified", "Others",
"Others", "Others","Others", "Others", "Others","Others", "Others",
"0_Clostridiales”,"Others" ,"Others", "f_Enterobacteriaceae",
"f_Erysipelotrichaceae", "Others", "Eubacterium", "Prevotella",
"Ruminococcus”, "Others", "Acidaminococcus”, "Acinetobacter", "Others",
"Actinomyces", "Aggregatibacter”, "Others", "Others", "Others", "Others",
"Others™ ,"Others" ,"Others" , "Bacteroides"”, "Bifidobacterium”, "Bilophila"”,
"Blautia", "Others", "Others”, "Others" ,"Others", "Catenibacterium",
"Others", "Others", "Others", "Citrobacter"”, "Clostridium™, "Collinsella",
"Others", "Coprobacillus", "Coprococcus", "Others", "Others", "Others",
"Dialister”, "Dorea", "Dysgonomonas", "Others", "Others", "Others",
"Enterococcus”, "Others", "Escherichia", "Others", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others”,"Others" ,"Haemophilus" ,"Others",
"Lactobacillus" ,"Lactococcus"” ,"Others", "Others", "Megasphaera"”, "Others",
"Morganella","Others","Others","Oscillospira", "Parabacteroides" ,"Others",
"Others", "Others", "Others","Phascolarctobacterium™, "Prevotella”, "Others",
"Proteus", "Others", "Pseudoramibacter","Others", "Others", "Others",
"Others", "Ruminococcus”, "Others", "Serratia", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Staphylococcus" ,"Others", "Streptococcus”, "Others",
"Others", "Sutterella", "Trabulsiella" , "Others", "Others", "Veillonella",
"Others", "Others", "Others", "f_Lachnospiraceae", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others","Others", "Others", "f_Peptostreptococcaceae",
"Others", "Others", "Others", "f Rikenellaceae", "f Ruminococcaceae",
"Others")))%>%
ggplot(aes(x= Sample, y = total, fill = fct_reorder(Genus, total, .desc = T)))+
geom_bar(stat = 'identity")+
scale_y continuous(labels=scales::percent)+
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theme(axis.text.x = element_text(angle = -90, hjust = 0))+
scale_fill_manual(values=MyPalette_gp_1)+
theme(legend.position="bottom", legend.direction = "horizontal" )+
theme(plot.margin=unit(c(0.5,0.1,1,0.1),"cm"))+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 14),
legend.text = element_text(family = "Times New Roman", size = 12))+
labs(title = "Infant gut microbiota at 1 month",
x = "Excessive GWG",
y = "Relative frequency",
fill = "Genus")

#i#H#H# Figura S1
# GP adequado e AM exclusivo

mdf_gp_ 1%>%
group_by(Sample, Genus )%>%
summarise(total = sum(Abundance))%>%
mutate(total= round(prop.table(total),3))%>%
select(Sample,Genus ,total)%>%
mutate(Genus=factor(Genus, labels = ¢("f_Enterobacteriaceae", "Others", "Unclassified", "Others",
"Others", "Others","Others", "Others", "Others","Others", "Others",
"0_Clostridiales”,"Others" ,"Others", "f_Enterobacteriaceae",
"f_Erysipelotrichaceae”, "Others", "Eubacterium”, "Prevotella™,
"Ruminococcus”, "Others", "Acidaminococcus”, "Acinetobacter", "Others",
"Actinomyces", "Aggregatibacter”, "Others", "Others", "Others", "Others",
"Others™ ,"Others" ,"Others" , "Bacteroides"”, "Bifidobacterium”, "Bilophila”,
"Blautia", "Others", "Others”, "Others" ,"Others", "Catenibacterium",
"Others", "Others", "Others", "Citrobacter"”, "Clostridium™, "Collinsella",
"Others", "Coprobacillus", "Coprococcus", "Others", "Others", "Others",
"Dialister”, "Dorea", "Dysgonomonas", "Others", "Others", "Others",
"Enterococcus", "Others", "Escherichia", "Others", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others”,"Others" ,"Haemophilus" ,"Others",
"Lactobacillus" ,"Lactococcus" ,"Others", "Others", "Megasphaera”, "Others",
"Morganella","Others","Others","Oscillospira", "Parabacteroides" ,"Others",
"Others", "Others", "Others","Phascolarctobacterium™, "Prevotella”, "Others",
"Proteus”, "Others", "Pseudoramibacter","Others", "Others", "Others",
"Others", "Ruminococcus”, "Others", "Serratia”, "Others", "Others",
"Others", "Others", "Staphylococcus™ ,"Others", "Streptococcus”, "Others",
"Others", "Sutterella”, "Trabulsiella” , "Others", "Others", "Veillonella",
"Others", "Others", "Others", "f_Lachnospiraceae", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others","Others", "Others", "f_Peptostreptococcaceae”,
"Others", "Others", "Others", "f Rikenellaceae", "f Ruminococcaceae",
"Others")))%>%
ggplot(aes(x= Sample, y = total, fill = fct_reorder(Genus, total, .desc = T)))+
geom_bar(stat = 'identity")+
scale_y_continuous(labels=scales::percent)+
theme(axis.text.x = element_text(angle = -90, hjust = 0))+
scale_fill_manual(values=MyPalette2)+
theme(legend.position="bottom", legend.direction = "horizontal" )+
theme(plot.margin=unit(c(0.5,0.1,1,0.1),"cm"))+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 14),
legend.text = element_text(family = "Times New Roman", size = 12))+
labs(title = "Infant gut microbiota at 1 month",
x = "Adequate GWG & Exclusive breastfeed",
y = "Relative frequency",
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fill = "Genus")
# GP adequado e AM predominante e complementado

mdf_gp_ 2%>%
group_by(Sample, Genus )%>%
summarise(total = sum(Abundance))%>%
mutate(total= round(prop.table(total),3))%>%
select(Sample,Genus ,total)%>%
mutate(Genus=factor(Genus, labels = c¢("f_Enterobacteriaceae", "Others", "Unclassified", "Others",
"Others", "Others","Others", "Others", "Others","Others", "Others",
"0_Clostridiales”,"Others" ,"Others", "f_Enterobacteriaceae",
"f_Erysipelotrichaceae", "Others", "Eubacterium", "Prevotella",
"Ruminococcus”, "Others", "Acidaminococcus", "Acinetobacter", "Others",
"Actinomyces”, "Aggregatibacter”, "Others", "Others", "Others", "Others",
"Others™ ,"Others" ,"Others" , "Bacteroides"”, "Bifidobacterium”, "Bilophila”,
"Blautia", "Others", "Others”, "Others" ,"Others", "Catenibacterium",
"Others", "Others", "Others", "Citrobacter"”, "Clostridium™, "Collinsella",
"Others", "Coprobacillus", "Coprococcus", "Others", "Others", "Others",
"Dialister”, "Dorea", "Dysgonomonas”, "Others", "Others", "Others",
"Enterococcus", "Others", "Escherichia", "Others", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others”,"Others" ,"Haemophilus" ,"Others",
"Lactobacillus" ,"Lactococcus" ,"Others", "Others", "Megasphaera"”, "Others",
"Morganella","Others","Others","Oscillospira", "Parabacteroides" ,"Others",
"Others", "Others", "Others","Phascolarctobacterium™, "Prevotella", "Others",
"Proteus”, "Others", "Pseudoramibacter”,"Others", "Others", "Others",
"Others", "Ruminococcus”, "Others", "Serratia”, "Others", "Others",
"Others™, "Others", "Staphylococcus™ ,"Others", "Streptococcus”, "Others™,
"Others", "Sutterella™, "Trabulsiella™ , "Others", "Others", "Veillonella",
"Others", "Others", "Others", "f_Lachnospiraceae"”, "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others","Others", "Others", "f_Peptostreptococcaceae”,
"Others", "Others", "Others", "f Rikenellaceae", "f _Ruminococcaceae",
"Others")))%>%
ggplot(aes(x= Sample, y = total, fill = fct_reorder(Genus, total, .desc = T)))+
geom_bar(stat = 'identity")+
scale_y continuous(labels=scales::percent)+
theme(axis.text.x = element_text(angle = -90, hjust = 0))+
scale_fill_manual(values=MyPalette_gp__ 2)+
theme(legend.position="bottom", legend.direction = "horizontal" )+
theme(plot.margin=unit(c(0.5,0.1,1,0.1),"cm"))+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 14),
legend.text = element_text(family = "Times New Roman", size = 12))+
labs(title = "Infant gut microbiota at 1 month",
x = "Adequate GWG & No exclusive breastfeed",
y = "Relative frequency",
fill = "Genus")

# GP excessivo e AM exclusivo

mdf_gp__ 3%>%

group_by(Sample, Genus )%>%

summarise(total = sum(Abundance))%>%

mutate(total= round(prop.table(total),3))%>%

select(Sample,Genus ,total)%>%

mutate(Genus=factor(Genus, labels = ¢("f_Enterobacteriaceae", "Others", "Unclassified", "Others",
"Others", "Others","Others", "Others", "Others","Others", "Others",
"o0_Clostridiales”,"Others" ,"Others", "f_Enterobacteriaceae",
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"f_Erysipelotrichaceae", "Others", "Eubacterium", "Prevotella",
"Ruminococcus”, "Others", "Acidaminococcus", "Acinetobacter", "Others",
"Actinomyces", "Aggregatibacter”, "Others", "Others", "Others", "Others",
"Others" ,"Others" ,"Others" , "Bacteroides", "Bifidobacterium”, "Bilophila"”,
"Blautia", "Others", "Others”, "Others" ,"Others", "Catenibacterium",
"Others", "Others", "Others", "Citrobacter", "Clostridium", "Collinsella",
"Others", "Coprobacillus”, "Coprococcus”, "Others", "Others", "Others",
"Dialister”, "Dorea", "Dysgonomonas”, "Others", "Others", "Others",
"Enterococcus", "Others", "Escherichia", "Others", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others”,"Others" ,"Haemophilus" ,"Others",
"Lactobacillus" ,"Lactococcus" ,"Others", "Others", "Megasphaera"”, "Others",
"Morganella","Others","Others","Oscillospira", "Parabacteroides" ,"Others",
"Others", "Others", "Others","Phascolarctobacterium”, "Prevotella", "Others",
"Proteus”, "Others", "Pseudoramibacter","Others", "Others", "Others",
"Others", "Ruminococcus”, "Others", "Serratia”, "Others", "Others",
"Others™, "Others", "Staphylococcus™ ,"Others", "Streptococcus”, "Others",
"Others", "Sutterella™, "Trabulsiella™ , "Others", "Others", "Veillonella",
"Others™, "Others", "Others", "f_Lachnospiraceae”, "Others", "Others",
"Others™, "Others", "Others","Others", "Others", "f_Peptostreptococcaceae™,
"Others™, "Others", "Others", "f_Rikenellaceae", "f Ruminococcaceae”,
"Others")))%>%
ggplot(aes(x= Sample, y = total, fill = fct_reorder(Genus, total, .desc = T)))+
geom_bar(stat = 'identity")+
scale_y continuous(labels=scales::percent)+
theme(axis.text.x = element_text(angle = -90, hjust = 0))+
scale_fill_manual(values=MyPalette_gp__ 3)+
theme(legend.position="bottom", legend.direction = "horizontal" )+
theme(plot.margin=unit(c(0.5,0.1,1,0.1),"cm"))+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 14),
legend.text = element_text(family = "Times New Roman", size = 12))+
labs(title = "Infant gut microbiota at 1 month",
x = "Excessive GWG & Exclusive breastfeed",
y = "Relative frequency",
fill = "Genus")

# GP excessivo e AM predominante e complementado

mdf_gp_ 4%>%

group_by(Sample, Genus )%>%

summarise(total = sum(Abundance))%>%

mutate(total= round(prop.table(total),3))%>%

select(Sample,Genus ,total)%>%

mutate(Genus=factor(Genus, labels = ¢("f_Enterobacteriaceae", "Others", "Unclassified", "Others",

"Others", "Others","Others", "Others", "Others","Others", "Others",
"0_Clostridiales”,"Others" ,"Others", "f_Enterobacteriaceae",

"f_Erysipelotrichaceae", "Others", "Eubacterium", "Prevotella",
"Ruminococcus", "Others", "Acidaminococcus”, "Acinetobacter", "Others",
"Actinomyces", "Aggregatibacter”, "Others", "Others", "Others", "Others",
"Others" ,"Others" ,"Others" , "Bacteroides", "Bifidobacterium™, "Bilophila”,
"Blautia", "Others", "Others”, "Others" ,"Others", "Catenibacterium",
"Others", "Others", "Others", "Citrobacter"”, "Clostridium", "Collinsella",
"Others", "Coprobacillus”, "Coprococcus", "Others", "Others", "Others",
"Dialister”, "Dorea", "Dysgonomonas", "Others", "Others", "Others",
"Enterococcus”, "Others", "Escherichia", "Others", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Others”,"Others" ,"Haemophilus" ,"Others",
"Lactobacillus" ,"Lactococcus"” ,"Others", "Others", "Megasphaera"”, "Others",
"Morganella","Others","Others","Oscillospira", "Parabacteroides" ,"Others",
"Others", "Others", "Others","Phascolarctobacterium", "Prevotella", "Others",

145



"Proteus”, "Others", "Pseudoramibacter”,"Others", "Others", "Others",
"Others", "Ruminococcus", "Others", "Serratia", "Others", "Others",
"Others", "Others", "Staphylococcus” ,"Others", "Streptococcus”, "Others",
"Others", "Sutterella™, "Trabulsiella™ , "Others", "Others", "Veillonella",
"Others", "Others", "Others", "f_Lachnospiraceae", "Others", "Others",

"Others", "Others", "Others","Others", "Others", "f_Peptostreptococcaceae”,

"Others", "Others", "Others", "f Rikenellaceae", "f_Ruminococcaceae",
"Others")))%>%

ggplot(aes(x= Sample, y = total, fill = fct_reorder(Genus, total, .desc = T)))+
geom_bar(stat = 'identity’)+
scale_y_continuous(labels=scales::percent)+
theme(axis.text.x = element_text(angle = -90, hjust = 0))+
scale_fill_manual(values=MyPalette_gp__4)+
theme(legend.position="bottom", legend.direction = "horizontal" )+
theme(plot.margin=unit(c(0.5,0.1,1,0.1),"cm"))+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),

axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 14),

title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 14),

legend.text = element_text(family = "Times New Roman", size = 12))+
labs(title = "Infant gut microbiota at 1 month",

x = "Excessive GWG & No exclusive breastfeed",

y = "Relative frequency",

fill = "Genus")

##H## alfa e beta diversidade
microbiota_infant <- physeq

## arvore filogenetica - apenas para seguir 0s passos
library(ape)

phy_tree = rtree(ntaxa(microbiota_infant), rooted=TRUE, tip.label=taxa_names(microbiota_infant))

library(phytools)
plotTree(phy_tree,ftype="i" fsize=0.6,Iwd=.5)

microbiota_infant <- merge_phyloseg(microbiota_infant, phy_tree)

#### adicionar co varaiaveis do banco

# antes salvar o banco ordenado

library(haven)

banco <- read_dta(""banco completo com dieta_151(28 10 19).dta")

## separar s as 57
banco <- banco[c(2,6,8,14,15,16,19,21,22,26,27,30,31,33,35,36,38,39,41,42,43,44,46,48,49,50,52,
55,56,57,58,62,66,67,69,71,74,76,79,81,82,85,86,87,88,89,94,96,98,99,102,104,107,108,112,113), ]

view(colnames(banco))

sampledata = sample_data(data.frame(
ID = factor(banco$record_id),
Idade=banco$idade_mae,
anos_estudo= banco$escolaridade,
pn= banco$pn,
paridade = factor (banco$n_partos_cat, labels = c("0", ">=1")),
GPT=banco$new_gpt,
"Weight gain adequate" = factor(banco$gp_excessivo, labels = c("Adequate", "Excessive™)),
AM_parto = banco$AM_parto,
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tipo_parto = factor (bancoS$tipo_parto, labels = c("normal”, "cesariana")),

antib_bb =banco$antib_bb,

peso_pre= banco$new_peso_pre,

IMC_pre = banco$new_imc_pre,

IMC_pre_cat=factor(banco$cat_new_imc_pre, labels = c(""baixo peso", "eutrofia”, “sobrepeso”,
"obesidade")),

“Prepregnacy BMI™ = factor(banco$imc_pre_2_cat, labels = ¢("Normal”, "Excessive")),

“Type of breastfeeding = factor(banco$AM_exclusivo, labels = c("Exclusive", "Predominant or
complementary")),

"BMI & Breastfeeding" = factor(banco$imc_AM, labels = c("Normal BMI & Exclusive Breastfeeding",
"Normal BMI & No Exclusive Breastfeeding”, "Above normal BMI & Exclusive Breastfeeding", "Above
normal BMI & No Exclusive Breastfeeding™)),

"Weight gain and Breastfeeding"= factor(banco$gp_AM, labels = c("Weight gain adequate & Exclusive
Breastfeeding”, "Weight gain adequate & No Exclusive Breastfeeding", "Weight gain excessive &
Exclusive Breastfeeding™, "Weight gain excessive & No Exclusive Breastfeeding™)),

row.names=sample_names(physeq),

stringsAsFactors=FALSE))

microbiota_infant <- merge_phyloseq(physeq, sampledata)
HiHHHHAHAAH Alfa diversidade
alfa_diveridade_shan <- estimate_richness(microbiota_infant, measures = "Shannon")

alfa_diveridade_shan$bmi <- factor(microbiota_infant@sam_data[["Prepregnacy.BMI"]])
alfa_diveridade_shan$Breastfeeding <- factor(microbiota_infant@sam_data[["Type.of.breastfeeding"]])
alfa_diveridade_shan$bmi_breast <- factor(microbiota_infant@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]])
alfa_diveridade_shan$wg <- factor(microbiota_infant@sam_data[[""Weight.gain.adequate"]])
alfa_diveridade_shan$wg_breast <-
factor(microbiota_infant@sam_data[["Weight.gain.and.Breastfeeding"]])
alfa_diveridade_shan$wg_num <- microbiota_infant@sam_data[[""Weight.gain.adequate']]
alfa_diveridade_shan$pn <- microbiota_infant@sam_data[["pn"]]

alfa_diveridade_shan$paridade <- microbiota_infant@sam_data[["paridade"]]
alfa_diveridade_shan$tipo_parto <- microbiota_infant@sam_data[["tipo_parto"]]
alfa_diveridade_shan$ldade <- microbiota_infant@sam_data[["ldade"]]
alfa_diveridade_shan$peso_pre <- microbiota_infant@sam_data[["peso_pre"]]
alfa_diveridade_shan$GPT <- microbiota_infant@sam_data[["GPT"]]

#iHH#H Figura 2
alfa_diveridade_shan%>%
ggplot(aes(x= bmi, y= Shannon))+
theme_bw()+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold', size = 30),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 22),
axis.text.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
axis.text.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
geom_boxplot(fill=c("deepskyblue4" "firebrick™))+
labs(title = "Infant Gut Microbiota at 1 month™,
X = "Prepregnancy BMI",
y ="Shannon index")

## Figura S2
alfa_diveridade_shan%>%
ggplot(aes(x= bmi, y= Shannon, fill =Breastfeeding))+
theme_bw()+
scale_color_manual(values = c("deepskyblue4","firebrick™))+
theme_bw()+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
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title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold, size = 22),
axis.text.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
axis.text.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
theme(legend.position = "none™)+
geom_boxplot()+
labs(title = "Infant Gut Microbiota at 1 month",
X = "Prepregnancy BMI",
y = "Shannon index")

### Testar diferenca entre as 2 categorias
wilcox.test(Shannon ~ bmi, data=alfa_diveridade_shan)

### Testar diferenca entre as 4 categorias
# Kruskal wallis
kruskal.test(alfa_diveridade_shan$Shannon~alfa_diveridade_shan$bmi_breast)

## Post-hoc - Dunn test

install.packages("FSA™)

library(FSA)
dunnTest(alfa_diveridade_shan$Shannon~alfa_diveridade_shan$bmi_breast)

### Testar diferenca entre as 4 categorias

shannon_anova <- aov (alfa_diveridade_shan$Shannon~alfa_diveridade_shan$bmi_breast)

summary(shannon_anova)

## Pds-hol - teste tukey
TukeyHSD(shannon_anova)

#it#Ht regressdo para testar a diferenca

summary(Im(alfa_diveridade_shan$Shannon~alfa_diveridade_shan$bmi+
alfa_diveridade_shan$pn + alfa_diveridade_shan$ldade+
alfa_diveridade_shan$paridade + alfa_diveridade_shan$tipo_parto))

summary(Im(alfa_diveridade_shan$Shannon~alfa_diveridade_shan$GPT+
alfa_diveridade_shan$pn + alfa_diveridade_shan$ldade+
alfa_diveridade_shan$paridade + alfa_diveridade_shan$tipo_parto))

#i#Ht regressdo para testar a diferenca

summary(Im(alfa_diveridade_shan$Shannon~alfa_diveridade_shan$bmi_breast+
alfa_diveridade_shan$pn + alfa_diveridade_shan$ldade+
alfa_diveridade_shan$paridade + alfa_diveridade_shan$tipo_parto))

### Figura 3
alfa_diveridade_shan%>%
ggplot(aes(x= wg, y= Shannon))+
theme_bw()+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold', size = 30),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 22),
axis.text.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
axis.text.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
geom_boxplot(fill=c("deepskyblue4","firebrick™))+
labs(title = "Infant Gut Microbiota at 1 month™,
X = "Gestational weight gain",
y = "Shannon index")

#it#H Figura S3
alfa_diveridade_shan%>%
ggplot(aes(x= wg, y= Shannon, fill=Breastfeeding))+
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scale_color_manual(values = c("deepskyblue4","firebrick™))+

theme_bw()+

theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 22),
axis.text.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
axis.text.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+

theme(legend.position = "none™)+

geom_boxplot()+

labs(title = "Infant Gut Microbiota at 1 month",
X = "Gestational weight gain",
y = "Shannon index")

### Testar diferenca entre as 2 categorias
var.test(alfa_diveridade_shan$Shannon~alfa_diveridade_shan$wg)
t.test(alfa_diveridade_shan$Shannon~alfa_diveridade_shan$wg)

## Kruskal wallis
kruskal.test(alfa_diveridade_shan$Shannon~alfa_diveridade_shan$wg_breast)

## Post-hoc - Dunn test
dunnTest(alfa_diveridade_shan$Shannon~alfa_diveridade shan$wg_breast)

### Testar diferenca entre as 4 categorias
shannon_anova <- aov (alfa_diveridade_shan$Shannon~alfa_diveridade_shan$wg_breast)
summary(shannon_anova)

## Pds-hol - teste tukey
TukeyHSD(shannon_anova)

#itHE regressdo para testar a diferenca

summary(Im(alfa_diveridade_shan$Shannon~alfa_diveridade_shan$wg+
alfa_diveridade_shan$peso_pre + alfa_diveridade_shan$pn+
alfa_diveridade_shan$tipo_parto))

#i#H regressdo para testar a diferenca

summary(Im(alfa_diveridade_shan$Shannon~alfa_diveridade_shan$wg_breast +
alfa_diveridade_shan$peso_pre + alfa_diveridade_shan$pn+
alfa_diveridade_shan$tipo_parto))

#it## Beta-diversidade

(bray_matrix <- distance(microbiota_infant, "bray"))
microbiota_ord <- ordinate(microbiota_infant, "PCoA", "bray")

### Figura 4
plot_ordination(microbiota_infant, microbiota_ord, type="sample", color="Prepregnacy.BMI",
title="Bray-Curtis dissimilarity")+
geom_point(size=7)+
scale_color_manual(values = c("deepskyblue4","firebrick™))+
theme_bw()+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 22),
axis.text.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
axis.text.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
theme(legend.position = "none™)+
labs(color="Pre-pregnancy BMI")
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adonis(bray_matrix ~ microbiota_infant@sam_data[["Prepregnacy.BMI"]], parallel = 2)

##t# Figura S4
pl= plot_ordination(microbiota_infant, microbiota_ord, type="sample", color="Type.of.breastfeeding",
title="Bray-Curtis dissimilarity")+
geom_point(size=7)+
scale_color_manual(values = c("turquoise3","tomato™))+
theme_bw()+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold', size = 22),
axis.text.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
axis.text.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
theme(legend.position = "none™)
pl + facet_wrap(~microbiota_infant@sam_data[["Prepregnacy.BMI"]], 3)+
theme(text = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
labs(color="Breastfeeding")

##H#H# Figura 5
plot_ordination(microbiota_infant, microbiota_ord, type="sample", color="Weight.gain.adequate",
title="Bray-Curtis dissimilarity")+
geom_point(size=7)+
scale_color_manual(values = c("deepskyblue4","firebrick™))+
theme_bw()+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 22),
axis.text.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
axis.text.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
theme(legend.position = "none™)+
labs(color="Gestacional weight gain")

adonis(bray_matrix ~ microbiota_infant@sam_data[["Weight.gain.adequate"]], parallel = 2)

## Figura S5
p2= plot_ordination(microbiota_infant, microbiota_ord, type="sample", color="Type.of.breastfeeding",
title="Bray-Curtis dissimilarity")+
geom_point(size=7)+
scale_color_manual(values = c(""turquoise3","tomato™))+
theme_bw()+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold', size = 30),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 22),
axis.text.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
axis.text.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
theme(legend.position = "none™)
p2 + facet_wrap(~microbiota_infant@sam_data[["Weight.gain.adequate"]], 3)+
theme(text = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
labs(color="Breastfeeding™)

unifrac_matrix <- distance(microbiota_infant, "unifrac")

microbiota_ord_unifranc <- ordinate(microbiota_infant, "PCoA", "unifrac™)

### Figura 4

plot_ordination(microbiota_infant, microbiota_ord_unifranc, type="sample", color="Prepregnacy.BMI",
title="Unweighted UniFrac")+

geom_point(size=7)+
scale_color_manual(values = c("deepskyblue4","firebrick™))+
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theme_bw()+

theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 22),
axis.text.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
axis.text.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+

theme(legend.position = "none™)+

labs(color="Pre-pregnancy BMI")

adonis(unifrac_matrix ~ microbiota_infant@sam_data[["Prepregnacy.BMI"]], parallel = 2)

## Figura 5
plot_ordination(microbiota_infant, microbiota_ord_unifranc, type="sample",
color="Weight.gain.adequate",
title="Unweighted UniFrac")+
geom_point(size=7)+
scale_color_manual(values = c("deepskyblue4","firebrick™))+
theme_bw()+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold', size = 30),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 22),
axis.text.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
axis.text.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
theme(legend.position = "none")+
labs(color="Gestacional weight gain")

adonis(unifrac_matrix ~ microbiota_infant@sam_data[[*"Weight.gain.adequate™]], parallel = 2)

##H#H# Figura S4
pl= plot_ordination(microbiota_infant, microbiota_ord_unifranc, type="sample",
color="Type.of.breastfeeding",
title="Unweighted UniFrac")+
geom_point(size=7)+
scale_color_manual(values = c("turquoise3","tomato™))+
theme_bw()+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold', size = 30),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold', size = 30),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 22),
axis.text.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
axis.text.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
theme(legend.position = "none™)
pl + facet_wrap(~microbiota_infant@sam_data[["Prepregnacy.BMI"]], 3)+
theme(text = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
labs(color="Breastfeeding")

#H## Figura S5
p2= plot_ordination(microbiota_infant, microbiota_ord_unifranc, type="sample",
color="Type.of.breastfeeding",
title="Unweighted UniFrac")+
geom_point(size=7)+
scale_color_manual(values = c("turquoise3","tomato™))+
theme_bw()+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 22),
axis.text.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
axis.text.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
theme(legend.position = "none™)
p2 + facet_wrap(~microbiota_infant@sam_data[["Weight.gain.adequate"]], 3)+
theme(text = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
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labs(color="Breastfeeding")
wunifrac_matrix <- distance(microbiota_infant, "wunifrac")
microbiota_ord_Waunifranc <- ordinate(microbiota_infant, "PCoA", "wunifrac")

#it# Figura 4
plot_ordination(microbiota_infant, microbiota_ord_Wunifranc, type="sample",
color="Prepregnacy.BMI",
title="Weighted UniFrac")+
geom_point(size=7)+
scale_color_manual(values = c("deepskyblue4","firebrick™))+
theme_bw()+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold', size = 30),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 22),
axis.text.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
axis.text.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
legend.title = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
legend.text = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
theme(legend.position = "bottom", legend.direction = "vertical")+
labs(color="Pre-pregnancy BMI")

adonis(wunifrac_matrix ~ microbiota_infant@sam_data[["Prepregnacy.BMI"]], parallel = 2)

##H#H# Figura 5
plot_ordination(microbiota_infant, microbiota_ord_Wunifranc, type="sample",
color="Weight.gain.adequate",
title="Weighted UniFrac")+
geom_point(size=7)+
scale_color_manual(values = c("deepskyblue4","firebrick'))+
theme_bw()+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold', size = 30),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 22),
axis.text.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
axis.text.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
legend.title = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
legend.text = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
theme(legend.position = "bottom", legend.direction = "vertical")+
labs(color="Gestacional weight gain™)

adonis(wunifrac_matrix ~ microbiota_infant@sam_data[[""Weight.gain.adequate"]], parallel = 2)

#i## Figuar S4
pl=plot_ordination(microbiota_infant, microbiota_ord_Wunifranc, type="sample",
color="Type.of.breastfeeding",
title="Weighted UniFrac")+
geom_point(size=7)+
scale_color_manual(values = c("turquoise3", "tomato™))+
theme_bw()+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 22),
axis.text.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
axis.text.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))
pl + facet_wrap(~microbiota_infant@sam_data[["Prepregnacy.BMI"]], 3)+
theme(text = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
theme(legend.position = "bottom", legend.direction = "vertical",
legend.text = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
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legend.title = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
labs(color="Breastfeeding")

##t# Figura S5
p2= plot_ordination(microbiota_infant, microbiota_ord Wunifranc, type="sample",
color="Type.of.breastfeeding",
title="Weighted UniFrac")+
geom_point(size=7)+
scale_color_manual(values = c("turquoise3","tomato™))+
theme_bw()+
theme(axis.title.y = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
axis.title.x = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold’, size = 30),
title = element_text(family = "Times New Roman", face = 'bold, size = 22),
axis.text.x = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
axis.text.y = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))
p2 + facet_wrap(~microbiota_infant@sam_data[["Weight.gain.adequate™]], 3)+
theme(text = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
theme(legend.position = "bottom”, legend.direction = "vertical",
legend.text = element_text(family = "Times New Roman", size = 30),
legend.title = element_text(family = "Times New Roman", size = 30))+
labs(color="Breastfeeding")

# PERMANOVA
# IMC e AM — Nao mostrado
#i###Hgrupol

(bray_matrix_1 2 <- distance(microb_inf_1_2, "bray"))
microbiota_ord_1_2 <- ordinate(microb_inf_1 2, "PCoA", "bray")
adonis(bray_matrix_1 2 ~ microb_inf_1 2@sam_data[["BMI...Breastfeeding™]], parallel = 2)

phy_tree = rtree(ntaxa(microb_inf_1 2), rooted=TRUE, tip.label=taxa_names(microb_inf_1 2))
microb_inf_1_2 <- merge_phyloseq(microb_inf_1_2, phy_tree)

wunifrac_matrix_1_2 <- distance(microb_inf_1_2, "wunifrac")

microbiota_ord_Wunifranc_1_2 <- ordinate(microb_inf_1_2, "PCoA", "wunifrac")
adonis(wunifrac_matrix_1_2~microb_inf_1_2@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)
unifrac_matrix_1 2 <- distance(microb_inf_1_2, "unifrac")

microbiota_ord_unifranc_1 2 <- ordinate(microb_inf_1_2, "PCoA", "unifrac")
adonis(unifrac_matrix_1 2 ~ microb_inf_1 2@sam_data[["'BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)
HHHHH#Hgrupo2

(bray_matrix_1 3 <- distance(microb_inf_1_3, "bray"))

microbiota_ord_1 3 <- ordinate(microb_inf_1_3, "PCoA", "bray")

adonis(bray_matrix_1 3 ~ microb_inf 1 3@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)

phy_tree = rtree(ntaxa(microb_inf_1_3), rooted=TRUE, tip.label=taxa_names(microb_inf_1_3))
microb_inf_1_3 <- merge_phyloseq(microb_inf_1_3, phy_tree)

wunifrac_matrix_1_3 <- distance(microb_inf_1_3, "wunifrac")
microbiota_ord_Waunifranc_1_3 <- ordinate(microb_inf_1_3, "PCoA", "wunifrac")
adonis(wunifrac_matrix_1_3~microb_inf_1_3@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)

unifrac_matrix_1_3 <- distance(microb_inf 1 3, "unifrac")
microbiota_ord_unifranc_1_3 <- ordinate(microb_inf 1 3, "PCoA", "unifrac")
adonis(unifrac_matrix_1 3 ~ microb_inf_1 3@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)
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HHHHHQrUpo3

(bray_matrix_1 4 <- distance(microb_inf_1_4, "bray"))

microbiota_ord_1 4 <- ordinate(microb_inf_1_4, "PCoA", "bray")

adonis(bray_matrix_1 4 ~ microb_inf 1 _4@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)

phy_tree = rtree(ntaxa(microb_inf_1_4), rooted=TRUE, tip.label=taxa_names(microb_inf_1_4))
microb_inf_1_4 <- merge_phyloseq(microb_inf_1_4, phy_tree)

wunifrac_matrix_1_4 <- distance(microb_inf_1_4, "wunifrac")

microbiota_ord_Waunifranc_1_4 <- ordinate(microb_inf_1_4, "PCoA", "wunifrac")
adonis(wunifrac_matrix_1_4~microb_inf_1_4@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)
unifrac_matrix_1_4 <- distance(microb_inf_1_4, "unifrac™)

microbiota_ord_unifranc_1 4 <- ordinate(microb_inf_1_4, "PCoA", "unifrac")
adonis(unifrac_matrix_1 4 ~ microb_inf_1 _4@sam_data[["'BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)

#iHHH#grupod

(bray_matrix_2_3 <- distance(microb_inf_2_3, "bray"))

microbiota_ord_2_3 <- ordinate(microb_inf _2_3, "PCoA", "bray")

adonis(bray_matrix_2_3 ~ microb_inf_2_3@sam_data[["BMI...Breastfeeding™]], parallel = 2)

phy_tree = rtree(ntaxa(microb_inf_2_3), rooted=TRUE, tip.label=taxa_names(microb_inf_2_3))
microb_inf_2_3 <- merge_phyloseq(microb_inf_2_3, phy_tree)

wunifrac_matrix_2_3 <- distance(microb_inf_2_3, "wunifrac")

microbiota_ord_Waunifranc_2_3 <- ordinate(microb_inf_2_3, "PCoA", "wunifrac")
adonis(wunifrac_matrix_2_3~microb_inf_2_3@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)
unifrac_matrix_2_3 <- distance(microb_inf_2_3, "unifrac")

microbiota_ord_unifranc_2_3 <- ordinate(microb_inf_2_3, "PCoA", "unifrac")
adonis(unifrac_matrix_2_3 ~ microb_inf_2_3@sam_data[["'BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)
HHHHHQrupo5

(bray_matrix_2_4 <- distance(microb_inf_2_4, "bray"))

microbiota_ord 2 4 <- ordinate(microb_inf 2 4, "PCoA", "bray")

adonis(bray_matrix_2_4 ~ microb_inf_2_4@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)

phy_tree = rtree(ntaxa(microb_inf_2_4), rooted=TRUE, tip.label=taxa_names(microb_inf_2_4))
microb_inf_2_4 <- merge_phyloseq(microb_inf_2_4, phy _tree)

wunifrac_matrix_2_4 <- distance(microb_inf_2_4, "wunifrac")
microbiota_ord_Waunifranc_2_4 <- ordinate(microb_inf_2_4, "PCoA", "wunifrac")
adonis(wunifrac_matrix_2_4~microb_inf_2_4@sam_data[["'BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)

unifrac_matrix_2_4 <- distance(microb_inf 2 4, "unifrac")
microbiota_ord_unifranc_2_4 <- ordinate(microb_inf_2_4, "PCoA", "unifrac")
adonis(unifrac_matrix_2_4 ~ microb_inf_2_4@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)

#HiHHHHEQrUpo6
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(bray_matrix_3_4 <- distance(microb_inf_3_4, "bray"))
microbiota_ord 3 4 <- ordinate(microb_inf_3 4, "PCoA", "bray")
adonis(bray_matrix_3 4 ~ microb_inf 3 4@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)

phy_tree = rtree(ntaxa(microb_inf_3_4), rooted=TRUE, tip.label=taxa_names(microb_inf 3 4))
microb_inf_3_4 <- merge_phyloseq(microb_inf_3_4, phy_tree)

wunifrac_matrix_3_4 <- distance(microb_inf_3_4, "wunifrac")

microbiota_ord_Waunifranc_3_4 <- ordinate(microb_inf_3_4, "PCoA", "wunifrac")
adonis(wunifrac_matrix_3_4~microb_inf_3_4@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)
unifrac_matrix_3_4 <- distance(microb_inf_3_4, "unifrac")

microbiota_ord_unifranc_3 4 <- ordinate(microb_inf_3_4, "PCoA", "unifrac")
adonis(unifrac_matrix_3_4 ~ microb_inf_3_4@sam_data[["'BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)

# GP e AM — Tabela S3

HHHHH#grupol
(bray_matrix_gp_1_2 <- distance(microb_inf_gp_1 2, "bray™))

microbiota_ord_gp_1 2 <- ordinate(microb_inf gp_1 2, "PCoA", "bray")
adonis(bray_matrix_gp_1 2 ~ microb_inf gp_1 2@sam_data[["'BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)

phy_tree = rtree(ntaxa(microb_inf_gp_1 2), rooted=TRUE, tip.label=taxa_names(microb_inf gp_1 2))
microb_inf_gp_1 2 <- merge_phyloseq(microb_inf_gp_1_2, phy_tree)

wunifrac_matrix_gp_1_2 <- distance(microb_inf_gp_1_2, "wunifrac")
microbiota_ord_Wunifranc_gp_1_2 <- ordinate(microb_inf_gp_1_2, "PCoA", "wunifrac")
adonis(wunifrac_matrix_gp_1_2~microb_inf_gp_1 2@sam_data[["'BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)
unifrac_matrix_gp_1_ 2 <- distance(microb_inf gp_1 2, "unifrac")

microbiota_ord_unifranc_gp_1 2 <- ordinate(microb_inf gp_1 2, "PCoA", "unifrac")
adonis(unifrac_matrix_gp_1_2 ~ microb_inf gp_1 2@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)
HHHHH#H grupo2

(bray_matrix_gp_1_3 <- distance(microb_inf gp_1 3, "bray"))

microbiota_ord_gp_1 3 <- ordinate(microb_inf gp_1 3, "PCoA", "bray")

adonis(bray_matrix_gp_1_3 ~ microb_inf_gp_1_3@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)

phy_tree = rtree(ntaxa(microb_inf_gp_1_3), rooted=TRUE, tip.label=taxa_names(microb_inf gp_1_3))
microb_inf_gp_1_3 <- merge_phyloseq(microb_inf _gp_1_3, phy_tree)

wunifrac_matrix_gp_1_3 <- distance(microb_inf_gp_1_3, "wunifrac")
microbiota_ord_Waunifranc_gp_1_3 <- ordinate(microb_inf_gp_1_3, "PCoA", "wunifrac™)
adonis(wunifrac_matrix_gp_1_3~microb_inf_gp_1 3@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)

unifrac_matrix_gp_1 3 <- distance(microb_inf gp_1 3, "unifrac")

microbiota_ord_unifranc_gp_1_3 <- ordinate(microb_inf gp_1 3, "PCoA", "unifrac")
adonis(unifrac_matrix_gp_1 3 ~ microb_inf gp_1 3@sam_data[["'BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)
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HEHHHEHHE grupo3

(bray_matrix_gp_1_4 <- distance(microb_inf _gp_1 4, "bray"))

microbiota_ord_gp_1 4 <- ordinate(microb_inf _gp_1 4, "PCoA", "bray")
adonis(bray_matrix_gp_1 4 ~ microb_inf gp_1 4@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)

phy_tree = rtree(ntaxa(microb_inf_gp_1 4), rooted=TRUE, tip.label=taxa_names(microb_inf gp_1 4))
microb_inf_gp_1 4 <- merge_phyloseq(microb_inf_gp_1_4, phy_tree)

wunifrac_matrix_gp_1 4 <- distance(microb_inf_gp_1_4, "wunifrac")
microbiota_ord_Waunifranc_gp_1_4 <- ordinate(microb_inf _gp_1 4, "PCoA", "wunifrac")
adonis(wunifrac_matrix_gp_1_4~microb_inf_gp_1_4@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)
unifrac_matrix_gp_1_4 <- distance(microb_inf _gp_1 4, "unifrac")

microbiota_ord_unifranc_gp_1 4 <- ordinate(microb_inf gp_1 4, "PCoA", "unifrac")
adonis(unifrac_matrix_gp_1_4 ~ microb_inf gp_1 4@sam_data[["BMI...Breastfeeding™]], parallel = 2)

HHHH#HHHAHE grupo4d

(bray_matrix_gp_2_3 <- distance(microb_inf_gp_2_3, "bray"))

microbiota_ord_gp_2_ 3 <- ordinate(microb_inf gp_2_3, "PCoA", "bray")
adonis(bray_matrix_gp_2_ 3 ~ microb_inf_gp_2 3@sam_data[["'BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)

phy_tree = rtree(ntaxa(microb_inf_gp_2_3), rooted=TRUE, tip.label=taxa_names(microb_inf gp_2_3))
microb_inf_gp_2 3 <- merge_phyloseq(microb_inf _gp_2 3, phy_tree)

wunifrac_matrix_gp_2_3 <- distance(microb_inf_gp_2_3, "wunifrac")
microbiota_ord_Waunifranc_gp_2_3 <- ordinate(microb_inf _gp_2_3, "PCoA", "wunifrac")
adonis(wunifrac_matrix_gp_2_3~microb_inf_gp_2_3@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)
unifrac_matrix_gp_2_3 <- distance(microb_inf gp_2_3, "unifrac")

microbiota_ord_unifranc_gp_2_3 <- ordinate(microb_inf _gp_2_ 3, "PCoA", "unifrac")
adonis(unifrac_matrix_gp_2_3 ~ microb_inf gp_2 3@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)
HHHHEHHHI grupoS

(bray_matrix_gp_2_4 <- distance(microb_inf_gp_2_4, "bray™))

microbiota_ord_gp_2 4 <- ordinate(microb_inf _gp 2 4, "PCoA", "bray")

adonis(bray_matrix_gp_2_4 ~ microb_inf_gp_2_4@sam_data[["'BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)

phy_tree = rtree(ntaxa(microb_inf_gp_2_4), rooted=TRUE, tip.label=taxa_names(microb_inf _gp_2_4))
microb_inf_gp_2_4 <- merge_phyloseq(microb_inf_gp_2_4, phy_tree)

wunifrac_matrix_gp_2_4 <- distance(microb_inf_gp_2_4, "wunifrac")
microbiota_ord_Waunifranc_gp_2_4 <- ordinate(microb_inf_gp_2_4, "PCoA", "wunifrac")
adonis(wunifrac_matrix_gp_2_4~microb_inf_gp_2 4@sam_data[["'BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)

unifrac_matrix_gp_2_4 <- distance(microb_inf gp_2 4, "unifrac")

microbiota_ord_unifranc_gp_2_4 <- ordinate(microb_inf_gp_2_4, "PCoA", "unifrac")
adonis(unifrac_matrix_gp_2 4 ~ microb_inf gp_2 4@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)
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HitHH#HH grupo6

(bray_matrix_gp_3_4 <- distance(microb_inf_gp_3_4, "bray"))

microbiota_ord_gp_3 4 <- ordinate(microb_inf_gp_3 4, "PCoA", "bray")
adonis(bray_matrix_gp_3 4 ~ microb_inf gp 3 4@sam_data[["BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)

phy_tree = rtree(ntaxa(microb_inf_gp_3_4), rooted=TRUE, tip.label=taxa_names(microb_inf gp_3_4))
microb_inf_gp_3_4 <- merge_phyloseq(microb_inf _gp_3 4, phy_tree)

wunifrac_matrix_gp_3_4 <- distance(microb_inf_gp_3_4, "wunifrac")
microbiota_ord_Waunifranc_gp_3_4 <- ordinate(microb_inf_gp_3_4, "PCoA", "wunifrac")
adonis(wunifrac_matrix_gp_3_4~microb_inf_gp_3_4@sam_data[["'BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)

unifrac_matrix_gp_3_4 <- distance(microb_inf_gp_3 4, "unifrac")

microbiota_ord_unifranc_gp_3_4 <- ordinate(microb_inf_gp_3_4, "PCoA", "unifrac")
adonis(unifrac_matrix_gp_3_4 ~ microb_inf_gp_3 4@sam_data[["'BMI...Breastfeeding"]], parallel = 2)
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