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RESUMO

Introdugao: Os estudos sobre os efeitos benéficos de microrganismos presentes no
leite humano (LH) s&o emergentes. Sabe-se que alteracbes metabdlicas, tais como
obesidade e diabetes mellitus gestacional (DMG) parecem estar relacionadas a
modificagdes no microbioma intestinal materno e, também, na composi¢cao do LH.
Porém, o conhecimento a respeito da influéncia da obesidade materna e da
exposi¢ao ao DMG no microbioma do LH ainda s&o escassos. Objetivo: Sumarizar
as evidéncias a respeito da influéncia da obesidade e do DMG na variedade e/ou
composi¢cao do microbioma do LH. Métodos: Foi conduzida uma revisao sistematica
com base nas diretrizes PRISMA. A busca foi realizada nas bases de dados
MEDLINE, Web Of Science e EMBASE. Foram considerados elegiveis estudos
observacionais, transversais, caso-controle e coorte, compostos por lactantes
expostas a obesidade e/ou DMG. O risco de viés foi avaliado pela ferramenta
ROBINS-E. Resultados: Foram localizados 1.125 estudos, sendo que sete estudos
foram selecionados para analise final, com amostras entre 18 a 155 lactantes. A
classificagdo "muito alto risco" de viés ocorreu em todos os estudos incluidos. A
exposicdo ao DMG e, principalmente, a obesidade materna, se associaram a
alteragdes na variedade e/ou composi¢ao do microbioma do LH. Lactantes expostas
a obesidade parecem possuir maior prevaléncia do género Staphylococcus e menor
prevaléncia do género Bifidobacterium em seu LH. Lactantes expostas ao DMG
parecem ter maior prevaléncia do género Staphylococcus, Gemella e Prevotella em
seu LH. Os achados referentes a maior ou menor prevaléncia de filos bacterianos
foram inconclusivos. Conclusao: A presente revisao sistematica verificou que a
exposicao ao DMG e, principalmente, a obesidade materna, se associaram a
alteracdes na variedade e/ou composi¢ao do microbioma do LH. Contudo, todos os
estudos foram classificados como com muito alto risco de viés devido as diferentes
técnicas de analise e coleta do LH e, também, em funcdo da auséncia de
informacgdes a respeito de fatores confundidores.

Palavras chave: Leite Humano; Amamentacéo; Microbioma; Microbiota.



ABSTRACT

Introduction: Studies on the beneficial effects of microorganisms present in human
milk (HM) are emerging. It is known that metabolic changes, such as obesity and
gestational diabetes mellitus (GDM) appear to be related to changes in the maternal
gut microbiome and also in the composition of HM. However, knowledge regarding
the influence of maternal obesity and exposure to GDM on the HM microbiome is still
scarce. Objective: To summarize the evidence regarding the influence of obesity
and GDM on the variety and/or composition of the HM microbiome. Methods: A
systematic review was conducted based on PRISMA guidelines. The structured
search was performed in MEDLINE, Web Of Science and EMBASE databases.
Observational, cross-sectional, longitudinal, case-control and cohort studies,
composed of breastfeeding women exposed to obesity and/or GDM, were
considered eligible. The risk of bias was assessed using the ROBINS-E tool.
Results: 1,125 studies were identified, and seven studies were selected for final
analysis, with samples ranging from 18 to 155 breastfeeding women, were analyzed.
There was a very high risk of bias in all included studies. Exposure to GDM and,
mainly, maternal obesity, were associated with changes in the variety and/or
composition of the HM microbiome. Breastfeeding mothers exposed to obesity
appear to have a higher prevalence of the genus Staphylococcus and a lower
prevalence of the genus Bifidobacterium in their HM. Breastfeeding mothers
exposed to GDM appear to have a higher prevalence of the genus Staphylococcus,
Gemella and Prevotella in their HM. Results regarding the higher or lower
prevalence of bacterial phylum level were inconclusive. Conclusion: The present
systematic review found that exposure to GDM and, mainly, maternal obesity, were
associated with changes in the variety and/or composition of the HM microbiome.
However, all studies were classified as having a very high risk of bias due to different
HM analysis and collection techniques and also due to the lack of information
regarding several confounding factors.

Keywords: Human Milk; Breastfeeding; Microbiome; Microbiota.
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1 INTRODUGAO

Os estudos sobre os efeitos benéficos de microrganismos e sua relagédo com
a saude humana vem recebendo atengdo especial nos ultimos 15 anos, com a
proposi¢cao de que a sua presenga no corpo humano auxiliam a mediar a digestéao,
além de influenciarem processos patolégicos (KNIGHT et al, 2017). O leite humano
(LH) ¢é considerado um alimento vivo, possuindo em sua composigao
microrganismos que sdo 0s primeiros colonizadores do microbioma do trato
gastrointestinal (TGl) infantil. Criangas amamentadas possuem microbioma intestinal
distinto das alimentadas com férmula infantil (WANG et al, 2015). O aleitamento, por
sua vez, confere beneficios a saude da crianca e da méae. Mulheres que
amamentam possuem risco reduzido de desenvolverem cancer de mama, diabetes
mellitus tipo Il (DM 1) e diminui¢do da retengédo do ganho de peso gestacional (GPG)
(VICTORA, et al 2016; KAC, et al 2004), criangas amamentadas possuem menor
risco para o desenvolvimento de infecgdes, risco reduzido de mortalidade e redugao
de risco de desenvolverem obesidade e outras doencgas cronicas na vida adulta
(VICTORA, et al 2016). Assim, o LH parece mediar direta ou indiretamente, por meio
de seus efeitos no microbioma infantil, a saude da crianga. Ainda, padrdes anormais
de colonizagao microbiana podem ter efeito deletério a longo prazo na homeostase
imune e metabdlica infantil (VICTORA, et al 2016).

Por outro lado, alteracbes metabdlicas, tais como obesidade e diabetes
mellitus gestacional parecem estar relacionadas a modificagdes no microbioma
intestinal materno (CATALANO et al, 2006). Estes fatores também parecem afetar a
composicao nutricional do LH (AMARAL et al, 2019; PEILA et al, 2020). Ainda,
estudos recentes a respeito da origem do microbioma do LH sugerem que bactérias
presentes no TGl materno poderiam translocar-se para a glandula mamaria a partir
de uma rota intitulada “entero-mamaria” para posteriormente colonizarem o TGl do
bebé amamentado (RODRIGUEZ, 2014). Assim, pode-se pressupor que alteragdes
metabodlicas as quais as maes s&o expostas no periodo gestacional e
pré-gestacional poderiam influenciar a abundéancia e diversidade do microbioma do
LH.



Neste contexto, o interesse cientifico no impacto das condicbes maternas,
como obesidade e diabetes mellitus gestacional (DMG), sobre o microbioma do leite
humano tem crescido. Uma revisdo recente propde que diversos fatores parecem
afetar a composigdo microbiana do LH, incluindo estagio de lactagdo, idade
gestacional (IG) de nascimento do recém-nascido, indice de massa corporal (IMC)
materno, infecg¢des, localizagdo geografica, via de parto e uso de medicamentos
(ZIMMERMAN & CURTIS, 2020). No entanto, os resultados a respeito da influéncia
em especifico da obesidade materna e da exposicdo ao DMG ainda sao escassos.
Além disso, grande parte das revisdes acerca do microbioma, possuem seu enfoque

no microbioma intestinal materno e/ou infantil.

Diante da crescente prevaléncia da obesidade materna e do DMG e da
importancia do aleitamento materno exclusivo (AME) para a saude materno infantil é
importante buscarmos compreender a relagdo entre estas patologias e o microbioma
do LH. Nesse sentido, o objetivo desta revisdo sistematica foi sumarizar as
evidéncias a respeito da influéncia da obesidade e do DMG na variedade e/ou

composi¢cao do microbioma do leite humano.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Composicao do leite humano e beneficios do aleitamento

O leite humano (LH) é considerado um alimento essencialmente completo,
unicamente adequado em composi¢cao nutricional e em compostos bioativos que
promovem desenvolvimento adequado e saudavel para seres humanos (BALLARD
& MORROVW, 2013). A Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2002) e o Ministério
da Saude (BRASIL, 2019) recomendam o aleitamento materno exclusivo (AME)
durante os primeiros 6 meses de vida da crianga, sem adi¢cdo de outros alimentos,
agua, chas ou sucos e a continuidade da oferta de leite humano em conjunto a
alimentagao complementar até 2 anos de vida ou mais. Os beneficios do aleitamento
sao amplos tanto para a lactante, quanto para o lactente. Mulheres que amamentam
apresentam reducdo do risco de desenvolverem cancer de mama e diabetes mellitus
tipo Il (DM 1l); bem como aumento do tempo de espagamento entre partos
(VICTORA, et al 2016) e diminuicao da retencao de peso no pos-parto (KAC, et al
2004). Criangas amamentadas apresentam protegdo para o desenvolvimento de
infecgcbes, acarretando na reducgdo de risco de mortalidade e, ainda, aumento da
inteligéncia e cognigcdo e redugdo do risco de desenvolvimento de obesidade e
doencgas cronicas na vida adulta (VICTORA, et al 2016). Ainda, recém-nascidos
pré-termo que recebem leite humano apresentam menor risco de desenvolverem
complicagbes relacionadas a prematuridade, como enterocolite necrosante
(SULLIVAN et al, 2009), sepse neonatal (FURMAN et al, 2003) e readmissdes
hospitalares apoés a alta (VOHR et al, 2007).

Estes efeitos benéficos estdo associados a composicdo unica do LH,
composto por macronutrientes (carboidratos, proteinas e lipideos), micronutrientes
(vitaminas e minerais) e compostos bioativos (citocinas, horménios, fatores de
crescimento, oligossacarideos, microrganismos, dentre outros) em sua composicao.
Por ser um alimento vivo, sabe-se que a composi¢cdo do LH €& constantemente
alterada durante uma sessdo de aleitamento, assim como durante diferentes
periodos de lactagdo, para refletir as necessidades do lactente (ANDREAS et al,
2015). Quanto as fases da lactagao, o Ministério da Saude (BRASIL, 2022) as divide

em 3 fases de acordo com diferentes caracteristicas nutricionais do LH,



especialmente durante o periodo inicial da lactacdo. Estas podem ser divididas em:
1) Fase do Colostro, presente nos primeiros dias de vida do bebé, sendo rico em
imunoglobulinas; 2) Fase do LH de Transi¢ao, presente entre 6° e 15° de nascimento
do bebé, rico em gorduras e carboidratos; e, por fim, 3) LH maduro, presente por

volta do primeiro més de vida do recém nascido.

Os compostos bioativos presentes no LH s&do um topico de estudo emergente.
Estes, podem ser definidos como elementos que afetam processos biolégicos e que
geram impactos na fungdo ou condi¢do do corpo humano, afetando, portanto, a
saude (BALLARD & MORROW, 2013). Ainda, sabe-se que os compostos bioativos
presentes no LH podem atuar contra infecgbes e inflamagdes através de antigenos e
proteinas imunomoduladoras, contribuindo para a maturacdo do sistema imune
(BALLARD & MORROW, 2013) e, também, para uma colonizagdo microbiana
saudavel, através de bactérias colonizadoras e nutrientes na forma de
oligossacarideos do leite humano (OLHs), que atuam como substratos para a
microbiota da criangca (ANDRES et al, 2023).

2.2 Microbioma humano e sua relagdo com a saude materno-infantil

O corpo humano abriga trilhdes de microorganismos. Deste modo, os estudos
sobre microrganismos e sua relagédo com a saude humana vém recebendo atengao
especial nos ultimos 15 anos. Como exemplo, é possivel citar os estudos sobre
microbiota intestinal - entre 2013 e 2017 o numero de publicagdes com foco neste
tema foi de 12.900, o que representa 80% do total de publicacdes nos ultimos 40
anos sobre o assunto (CANI, 2018). Ainda, as pesquisas sobre 0 microbioma e a
microbiota vem remodelando o entendimento sobre a biologia humana, sugerindo
que microrganismos presentes em nosso organismo mediam a digestdo além de

influenciarem processos patologicos (KNIGHT et al, 2017).

O termo “microbioma” foi utilizado inicialmente para referir-se a colecédo de
genes contidos em uma comunidade de microrganismos. O termo “microbiota”, por
outro lado, era utilizado para se referir a todos microrganismos presentes em uma
comunidade, incluindo bactérias, fungos e protistas. Este ultimo, quando utilizado
para descrever uma comunidade microbiana especifica € usualmente acompanhado

do local, por exemplo: “microbiota intestinal” ou “microbiota oral’. No entanto, os



termos “microbioma” e “microbiota” vem sendo utilizados de maneira intercambiavel
para referir-se aos microorganismos presentes em uma comunidade (KNIGHT et al,

2017), de forma que neste trabalho utilizaremos os termos a partir desta perspectiva.

Nos seres humanos, a maior parte de nosso microbioma reside no trato
gastrointestinal (TGI) (PETERSON et al, 2009). A microbiota do TGl € composta por
diferentes bactérias, classificadas por género, familia, ordem e filo - sendo que os
filos predominantes pertencem aos Firmicutes e Bacteroidetes, que compdem cerca
de 90% da comunidade bacteriana intestinal. Sabe-se que fatores externos e
internos influenciam a composi¢cao deste microbioma, tais como a via de parto, a
idade gestacional do nascimento, as caracteristicas genéticas, a resposta imune, a
dieta (incluindo uso de suplementos, amamentacao e uso de férmula infantil), o uso
de antibidticos e outros medicamentos, infec¢des, o ciclo circadiano e a exposi¢cao
microbiana no ambiente (LYNCH, 2016). Quanto aos fatores externos, sabe-se que a
dieta possui um papel importante em modelar a composicdo do microbioma do TGl.
Em contrapartida, o microbioma € essencial para a digestdo e metabolizacdo de
polissacarideos nao digeriveis e na absorcdo de acidos graxos de cadeia curta
produzidos pela fermentagéo bacteriana (TURNBAUGH, 2006). Quanto a diferentes
padrdes dietéticos e sua influéncia sobre o microbioma do TGl, sabe-se que uma
dieta de padrao ocidental, por exemplo, alta em proteina e gordura animal e baixa
em fibras, leva a uma diminuigdo no numero total de bactérias e de espécies
benéficas presentes no TGl como Bifidobacterium e Eubacterium (SINGH et al,
2017).

Ainda, foram documentadas diferencas entre o microbioma intestinal de
individuos obesos em relagéo a individuos eutréficos. O estudo de Turnbaugh (2006)
documentou que ha um aumento da abundéancia de espécies Bacteroidetes em
relacdo as do filo Firmicutes quando individuos obesos perdem peso mesmo em
dietas ricas ou altas em gordura e carboidrato. O estudo de Ley e colaboradores
(2005) também documentou que participantes obesos em dietas restritas em caloria
obtiveram aumento da proporgao de Bacteroidetes, o que se correlacionou com a
reducdo do peso. Uma revisdo sistematica conduzida sobre o tema (PINART et al,
2022) verificou que ha menor diversidade no microbioma de individuos obesos, além
de maior quantidade de bactérias Firmicutes, apesar da grande heterogeneidade

entre artigos.



Quanto a saude materno infantil de acordo com o National Academies of
Sciences, Engineering, and Medicine (NASEM, 2020) a exposi¢cdo do bindmio
mae-bebé a diferentes fatores tém o potencial de influenciar o microbioma infantil. A
idade gestacional do nascimento, por exemplo, parece ser um fator determinante
para a colonizagdo bacteriana de um recém nascido. Bebés prematuros (nascidos
antes de 37 semanas de gestacdo) parecem ter microbioma intestinal distinto
daqueles nascidos a termo, exibindo uma menor diversidade microbiana e
predominio de colonizagdo de bactérias potencialmente patogénicas da familia
Enterobacteriaceae do filo Proteobacteria e niveis reduzidos de bactérias
Bifidobacterium, Bacteroides e Atopobium (RINNINELLA et al, 2019). Ainda, a via de
nascimento - vaginal ou cesarea - parece influenciar a colonizagcdo do microbioma
intestinal do recém nascido. Alguns estudos demonstram que recém nascidos,
nascidos via parto vaginal, adquirem uma composigdo microbiana semelhante ao
microbioma vaginal da mae, com predominio de bactérias do género Lactobacillus,
Prevotella e Sneathia no mecbnio (DOMINGUEZ-BELLO et al, 2010) e, também,
predominio de grupos como Bifidobacterium longum e Bifidobacterium catenulatum.
Ja bebés nascidos via cesarea parecem possuir no microbioma do mecénio
bactérias presentes no ambiente hospitalar e na pele da mée, como Staphylococcus,
Corynebacterium, Propionibacterium spp. Em adigdo, sabe-se que o nascimento via
cesarea associa-se a um aumento do risco de doengas crdnicas imunes, como
asma, artrite juvenil, doenca inflamatéria intestinal e obesidade (RINNINELLA et al,
2019).

Em contraponto, de acordo com NASEM (2020) apesar de sabermos que
existe uma transmissao vertical de microrganismos da mée para o seu bebé durante
a gestacdo e o nascimento ainda € necessario compreender como se adquire 0
microbioma comensal e como ocorre a diferenciagao entre o microbioma comensal e
patogénico durante o desenvolvimento da crianga. Em adigdo, outros estudos
sugerem que o microbioma vaginal durante a gestacdo ndo é semelhante ao
microbioma infantil intestinal na primeira semana de vida (AAGAARD et al, 2012;
CHU et al, 2017; JOST et al, 2012), o que fez com que alguns pesquisadores
explorassem outras fontes e modificadores do microbioma infantil, como a placenta
e a dieta materna (NASEM, 2020). Chu et al (2017) verificaram que recém nascidos

de maes que consumiam mais que 30% de energia didria via gorduras possuiam



diferentes microbiomas ao nascimento do que aqueles que consumiam dietas baixas
em gorduras, sendo que estas alteragcdes pareceram persistir ao longo do tempo. No
entanto, no estudo de Chu et al (2017) os recém nascidos foram amamentados, o
que dificultou determinar se os resultados foram decorrentes de exposi¢cao da dieta

rica em gorduras durante a gestacao ou ao aleitamento materno.

Quanto ao aleitamento materno, foi observada distingdo da microbiota infantil
entre criangcas amamentadas e os que sdo alimentados com férmula infantil. Os
amamentados possuem de maneira predominante em seu microbioma intestinal
bactérias do filo Bacteroidetes, ja os alimentados com féormula infantil possuem
predominio do filo Firmicutes e Verrucomicrobia (WANG et al, 2015). Outros estudos
demonstraram que criangas alimentadas com formulas sdo mais frequentemente
colonizadas por Escherichia coli, Bacteroides e Clostridium difficile quando
comparadas as criangas amamentadas (AZAD et al, 2013; ROGER et al, 2010).
Além disso, de acordo com Roger e colaboradores (2010), bebés amamentados
possuem maior diversidade em seu microbioma e maior presenca de

Bifidobacterium quando comparados as criancas que utilizam formula.

Ainda, sabe-se que a obesidade gestacional esta associada a alteragdes na
microbiota intestinal materna. Além disso, a obesidade materna esta associada a um
maior risco de desenvolvimento de obesidade infantii e sindrome metabdlica
(CATALANO et al, 2006). Um estudo realizado por Collado e colaboradores (2008),
reportou que mulheres com IMC pré-gestacional categorizado como sobrepeso
(definido como = 25 e < 30 kg/m?) ou obesas (definido como = 30 kg/m?) possuiam
maior abundancia de bactérias Bacteroides e Staphylococcus no seu intestino

comparadas a mulheres de IMC normal (definido como < 24,9 Kg/m?).

2.3 Microbioma do leite humano

Até os anos 2000 acreditava-se que o LH era um alimento estéril (ANDRES
et al, 2023). Até entdo, artigos publicados a respeito de bactérias presentes no LH
enfatizavam a preocupagdao com microorganismos potencialmente patogénicos a

partir de contaminagdes durante a coleta, fator de preocupagéo importante



principalmente em ambientes hospitalares de coleta de LH, tais como bancos de
leite (HEIKKILA et al, 2003). A concepgao de que o LH era um alimento estéril
modificou-se gradualmente com o isolamento de bactérias em amostras de LH de
mulheres saudaveis (SELMA-ROYO et al, 2021) e com o avango de técnicas como a
de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) com amplificacdo de RNAr 16S
bacteriano (ANDRES et al, 2023). A deteccdo de bactérias vivas e/ou de DNA
bacteriano de espécies anaerdbias usualmente relacionadas ao intestino, que nao
sobrevivem em ambientes aerdbios - como por exemplo, a pele humana - também
fez com que o debate cientifico acerca de bactérias presentes do LH aflorasse
(RODRIGUEZ, 2014).

As primeiras descrigdes da comunidade bacteriana presente no LH em
mulheres saudaveis foram reportadas em 2003, a partir de métodos tradicionais de
cultura bacteriana in vitro (HEIKKILA et al, 2003; MARTIN et al, 2003). Tais estudos,
demonstraram a presenca de bactérias do género Streptococcus, Enterococcus,
Staphylococcus e Bifidobacterium, bem como bactérias laticas no LH, como
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc. As espécies bacterianas isoladas mais
frequentemente do LH incluem Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium breve e
Bifidobacterium bifidum (JEURINK et al, 2013). Uma revisdo sistematica elaborada
por Togo e colaboradores (2019) observou a presenca de mais de 303 géneros
bacterianos no LH, incluindo Bifidobacterium, Lactobacillus, Staphylococcus,
Bacteroides, Enterococcus e Streptococcus. Nesta revisdo os autores observaram
uma predominédncia de bactérias do filo Firmicutes (ex.: Streptococcus,
Staphylococcus), Actinobacteria (ex.: Propionibacterium e Corynebacterium),
Bacteroidetes (ex.: Prevotella e Weeksella) e Proteobacteria (ex.. Serratia,
Pseudomonas, Ralstonia, Sphingomonas e Bradyrhizobium) sendo que a maior

parte das bactérias presentes corresponde ao filo Proteobacteria e Firmicutes.

Métodos de cultura independente bacteriana baseadas em técnicas de
amplificagdo do RNAr 16S vem demonstrando uma composi¢do microbiana
altamente diversa e complexa do LH, com alteragbes a depender do perfil individual
da lactante e do lactente (HUNT et al, 2011). Fatores como método de coleta, tipo de

leite (maduro ou colostro) e status de saude materno e infantil (individuos saudaveis,



presenca de mastite ou infecgbes neonatais) parecem influenciar na variabilidade do
microbioma do LH (TOGO et al, 2019).

Ainda, estudos recentes sugerem que algumas bactérias do TGl materno
podem translocar-se para as glandulas mamarias para colonizar subsequentemente
o TGI do bebé, visto que o microbioma de fezes maternas, de recém nascidos e do
LH compartilham géneros bacterianos e € incerta a origem do microbioma presente
no leite humano e nas glandulas mamarias (JOST et al, 2014). Rodriguez (2014)
descreve que determinadas bactérias presentes no TGl materno poderiam
translocar-se a partir de mecanismos envolvendo células mononucleares do sistema
imune a partir de uma rota celular endogena, chamada de “caminho bacteriano
entero-mamario”, e colonizar posteriormente o TGl do bebé amamentado. Esta
teoria delimita que o mecanismo envolveria células dendriticas e CD18, que seriam
capazes de cooptar bactérias nao patogénicas do lumen intestinal e transporta-las
para outros locais através da circulacdo linfatica, incluindo a glandula mamaria em
lactacdo (RODRIGUEZ, 2014). Com isto, é pressuposto que alteragbes na
abundancia e diversidade do microbioma intestinal materno ao longo da gestacgao
poderiam atuar em modificagdes no microbioma do LH, influenciando, por fim, o

estabelecimento adequado do microbioma intestinal do recém nascido.

De acordo com Victora e colaboradores (2016) a influéncia do LH na saude
materno infantil pode ser mediada diretamente ou por meio de efeitos deste na
microbiota infantil. Segundo o autor, a capacidade da microbiota em regular
respostas no hospedeiro durante a infancia depende de diversos fatores, incluindo
as especies bacterianas individuais, que possuem o potencial de regular células do
sistema imune, respostas metabdlicas, adipogénese e, possivelmente, o
desenvolvimento cerebral e de fungdes cognitivas. Para Victora e colaboradores
padrées anormais de colonizagdo microbiana possuem um efeito deletério em longo

prazo na homeostase imune e metabdlica infantil.

2.4 Fatores que parecem alterar a composic¢ao do leite humano

A distinta composi¢cdo do LH e os seus inumeros beneficios a crianca fez

surgir o interesse na associagao entre os seus componentes e o status metabdlico



materno e a saude infantil. Ademais, como ja descrito, nos ultimos anos novas
tecnologias permitiram analises mais robustas da composi¢do do LH, o que vem
incentivando a investigacdo da relacdo entre seu conteudo com determinados

desfechos ou exposicoes.

Quanto a relagado entre estado nutricional materno e composi¢ao do LH, o
estudo DARLING (NOMMSEN, 1991) reportou que maes com maior peso possuem
maior conteudo lipidico no LH. Além disso, mulheres obesas demonstraram ter
maior conteudo de 6mega-6 e menor conteudo de dmega-3 no LH, comparadas com
mulheres eutréficas (GARCIA-REVELO et al, 2018; PANAGOS et al, 2016).
Contudo, outros estudos exibem nenhuma ou pouca diferenca entre a composi¢ao
do LM em relagdo ao IMC pré-gestacional ou gestacional (CHANG et al, 2015;
MICHAELSEN et al, 1994; QUINN et al, 2012).

A respeito do diabetes mellitus gestacional (DMG), uma revisdo de escopo
realizada por Peila e colaboradores (2020) acerca da influéncia do diabetes mellitus
tipo Il (DMIl) e DMG na composicdo do LH identificou resultados conflitantes a
respeito da influéncia das patologias na composicdo do LH. Nos resultados, os
autores observaram resultados opostos em alguns marcadores, por exemplo: maior
(DRITSAKOU et al, 2017) ou menor (SHAPIRA et al, 2019) conteudo calérico do LH
de maes com DMG. Ainda, a respeito de horménios encontrados no LH, os autores
também verificaram conflitos nos resultados dos estudos avaliados. A respeito dos
niveis de insulina, alteragbes metabdlicas como IMC pré-gestacional elevado e DMG
foram associadas a maiores niveis de insulina no LH (LEY et al, 2012; YU et al,
2018). No entanto, Nunes e colaboradores (2017) ndo encontraram diferengas nos
niveis hormonais do LH de mulheres que tiveram DMG. Ainda, uma revisao
sistematica acerca de alteragcdes de hormobnios metabdlicos no LH de mulheres com
DMG (SUWAYDI et al, 2022) reportou relacdo entre DMG e concentragbes de
grelina, insulina e adiponectina no LH. No entanto, os autores relatam alta
heterogeneidade nos estudos e sugerem que estas alteragbes podem ser restritas

aos estagios iniciais da lactagao, especialmente o colostro e o leite de transi¢éo.

Quanto ao microbioma do LH, diversos fatores parecem afetar a sua
composi¢cdo como ja descrito anteriormente, incluindo o estagio da lactagéo, a idade

gestacional de nascimento do recém nascido, o indice de massa corporal (IMC)



materno, infec¢des - como mastites e HIV, a localizagéo geografica, a dieta, a via de
parto e uso de medicamentos - especialmente antibiéticos (ZIMMERMAN & CURTIS,
2020). No entanto, fatores como etnia e localizagdo geografica tipicamente se
confundem com fatores como dieta materna, tornando mais desafiadora a avaliagéo
do impacto de cada um dos fatores, visto que a etnia, a renda e a e localizacao
geografica das populagdes estudadas variam (LEMAY-NEDJELSKI et al, 2020).
Ainda, conforme revisdo de escopo proposta por Zimmerman & Curtis a respeito de
fatores que podem afetar a microbiota do LH, maes com o IMC materno elevado
parecem possuir uma comunidade bacteriana menos diversa com quantidades
maiores de bactérias do género Lactobacillus no colostro e quantidades maiores de
bactérias do género Akkermansia, Granulicatella e Staphylococcus no leite maduro.
Por outro lado, os autores verificaram na revisao que alguns estudos reportaram
nenhuma influéncia do IMC materno na composicdo da microbiota do LH,

ressaltando que muitos dos estudos sao contraditérios nos resultados.



3 JUSTIFICATIVA

A partir dos dados apresentados na literatura é possivel notar que o avango
de tecnologias de métodos de cultura independente bacteriana, tais como PCR,
aprofundaram o interesse em desvendar aspectos do microbioma humano. Porém,
grande parte das revisbes acerca do microbioma possuem seu enfoque no
microbioma intestinal. O LH, no entanto, possui potencial de moldar o microbioma
intestinal, visto que é fonte de bactérias e outros compostos bioativos que agem
como prebidticos no TGIl. Contudo, doencas metabdlicas como obesidade e DMG
possuem o potencial de afetar a composi¢cdo do LH, apesar da literatura ainda ser
recente e conflitante, como ja descrito anteriormente. Em complemento, os estudos
a respeito do microbioma do LH sdo emergentes e os resultados a respeito da
influéncia de comorbidades maternas, como obesidade e DMG, em sua composi¢cao
possuem resultados discordantes, em funcdo de diferengas entre metodologias e
fatores confundidores. Desta maneira, evidencia-se a necessidade de realizacao de
uma revisao sistematica para verificar se existe influéncia da obesidade materna e
da exposicdo ao DMG no microbioma do LH. A revisdo sistematica possibilitara a
sumarizagao dos resultados das pesquisas desenvolvidas sobre a tematica para

melhor compreensao do tema, que é tao importante para a saude materno-infantil.



4 OBJETIVOS

Sumarizar as evidéncias a respeito da influéncia da obesidade e do DMG na

variedade e/ou composi¢ao do microbioma do leite humano.



5 METODOS

O trabalho trata-se de uma revisdo sistematica conduzida a partir das
diretrizes estabelecidas pelo Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses (PRISMA, 2020) e Cochrane Handbook for Systematic Reviews
(Cochrane, 2023). A reviséo foi cadastrada na plataforma International Prospective
Register of Systematic Reviews (PROSPERO). Considerou-se a seguinte questao
de pesquisa norteadora: a obesidade e o diabetes mellitus gestacional modificam a

variedade e/ou composi¢ao do microbioma do leite humano?

5.1 Critérios de Elegibilidade

Foram incluidos na revisdo estudos observacionais, transversais,
longitudinais, caso-controle e coorte considerando que fossem incluidos dados sobre
IMC materno pré-gestacional ou atual e/ou diagndstico materno de DMG e avaliagao
da exposicao a estes fatores e sua associacdo com o microbioma do leite humano.
Foram excluidos estudos de caso, editoriais e notas, resumos para congresso,
ensaios clinicos randomizados, estudos quasi-experimentais e estudos
experimentais, além de estudos que nao avaliaram IMC materno e/ou diagndstico de
DMG. A estratégia PECO (MORGAN et al, 2019) foi utilizada para a organizacao da

reviséo (Tabela 1).

5.2 Desfecho

O desfecho avaliado foram as alteragdes na variedade e/ou composi¢do do
microbioma do leite humano, medidas preferencialmente por métodos
independentes de cultura bacteriana.

5.3 Fontes de Informacgao

Para identificacdo de artigos potencialmente relevantes as seguintes bases
de dados foram utilizadas: MEDLINE (via PUBMED), Web Of Science e EMBASE.



5.4 Estratégia de Busca

A estratégia de busca foi desenvolvida com auxilio de bibliotecario experiente
para a base de dados MEDLINE e posteriormente adaptada para outras bases de
dados. A busca foi restrita para estudos publicados em inglés, portugués ou
espanhol. Nao houve restricdo quanto ao ano de publicagédo. A estratégia completa

esta apresentada na Tabela 2.

5.5 Selecao de Estudos

Dois pesquisadores independentes (C.S.B & M.V) analisaram os resultados
da estratégia de busca em duas fases: analise de titulos e resumos e,
posteriormente, analise completa dos estudos relevantes. Na primeira fase foi
utiizado o Software Rayyan, de maneira independente entre os revisores, para
inclusdo e exclusao dos artigos. Além disso, as referéncias de estudos incluidos na
revisdo foram igualmente consultadas com o objetivo de recuperar todas evidéncias
disponiveis a respeito da tematica. Discrepancias quanto a inclusdo ou exclusdo dos

estudos foram resolvidas por um terceiro revisor independente (M.F.M.).

5.6 Extracao de dados

A extragao de dados foi realizada de maneira independente por (C.S.B & M.V)
utiizando um formulario padronizado, com os seguintes dados extraidos:
identificacdo do estudo (autores, ano e pais de publicagéo); perfil populacional da
amostra (incluindo nacionalidade, tamanho amostral e periodo da lactacdo da
coleta); critérios de inclusado e exclusao da amostra; exposicdes avaliadas no estudo
(além de IMC materno e/ou DMG); controle (caracteristica do grupo controle);
método de avaliacdo do microbioma do leite humano; método de coleta do LH;
desfechos avaliados (modificagdes no microbioma em relagdo a exposicao) e

principais resultados (incluindo filos e géneros bacterianos identificados).



5.7 Avaliagao do risco de viés

O risco de viés dos estudos incluidos na revisao sistematica foi avaliado por
uma das revisoras (C.S.B) com auxilio da ferramenta Risk Of Bias In
Non-randomized Studies - of Exposure (ROBINS-E) (2023). Em caso de duvidas
consultou-se um segundo revisor (M.F.M.). Os itens utilizados pela ferramenta
ROBINS-E para avaliar o risco de viés foram: 1) viés decorrente de confundidores;
2) viés decorrente da medicdo da exposigado; 3) viés decorrente da selegdo dos
participantes no estudo ou andlise; 4) viés decorrente de intervengdes
pos-exposicao; 5) viés decorrente de dados faltantes; 6) viés decorrente de medigao
do desfecho; 7) viés decorrente da selecéo dos resultados reportados. Cada dominio
avaliado na ferramenta ROBINS-E é analisado utilizando uma série de perguntas
para recolher informacdes relevantes a respeito dos artigos. As perguntas possuem

” ““ ” ““ ” “*

como resposta as opgdes “sim”, “provavelmente sim”, “provavelmente nao”, “nao” e
“sem informagao”. As respostas “sim” e “provavelmente sim” tém a mesma
implicagdo para avaliagdo do risco de viés, as respostas “ndo” e “provavelmente
nao”, também (ROBINS-E, 2023). O julgamento do risco de viés em cada dominio foi
classificado pelos revisores como baixo risco (low risk), algumas preocupagdes
(some concerns), alto risco (high risk) e muito alto risco (very high risk). Na
ferramenta, se um dominio em especifico é julgado em um nivel particular de risco
de viés, o resultado total do risco de viés deve ser considerado pelo menos tao

severo quanto o daquele dominio.



8 CONSIDERAGOES FINAIS

A presente revisdo sistematica verificou que a exposicdo ao DMG e,
principalmente, a obesidade materna, se associaram a alteragdes na variedade e/ou
composi¢cao do microbioma do LH. Lactantes expostas a obesidade parecem ter
menor diversidade bacteriana em seu LH, maior presenga do género
Staphylococcus € menor presenga do género Bifidobacterium. Lactantes expostas
ao DMG parecem ter aumento do género Staphylococcus, Prevotella e Gemella em
seu LH. No entanto, todos os estudos foram classificados como com muito alto risco
de viés em funcao de diferentes técnicas de analise e coleta do LH e, também, em
funcdo da auséncia de informagdes a respeito de diversos fatores confundidores.
Nossos achados sugerem que futuramente sejam realizados mais estudos com
uniformizacdo das técnicas utilizadas para avaliacdo e coleta do LH e controle para

fatores confundidores.

E importante ressaltar que apesar das alteragdes encontradas no LH em
razao da exposicdo a determinadas comorbidades maternas, como DMG e
obesidade, é consenso que o LH €& a melhor fonte alimentar para criangas e que o
AME deve ser mantido até os seis meses de vida da criangca e que a oferta da
amamentacdo deve ser continuada apos a exposicdo a alimentos solidos

complementares até dois anos de vida ou mais.

Por fim, & importante que gestantes possuam um acompanhamento de
pré-natal adequado, com aconselhamento nutricional para que mantenham um
ganho de peso gestacional adequado, minimizando o impacto da obesidade e o

risco de desenvolverem DMG ao longo de sua gestacao.
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Tabela 1 - Estrutura da questao principal da revisao sistematica: PECO (Populagao,
Exposicao, Comparadores e Desfechos) (MORGAN et al, 2019), Tipos de Estudos
Incluidos e Critérios para Inclusado e Exclusdo dos estudos.

Critérios de Inclusao Critérios de exclusao

Populagao Lactantes/Nutrizes/Puérperas Mulheres no pds-parto que nao
estdo amamentando

Exposicao Exposicao a obesidade pré-gestacional
ou atual (IMC = 30 Kg/m?) e/ou ao -
diagndstico de diabetes mellitus
gestacional ou diabetes prévio

Comparador Lactantes ndo expostas a obesidade
pré-gestacional ou atual (IMC = 30
Kg/m?)

Estudos que nédo incluem na analise
IMC materno categorizado como
obesidade (IMC = 30 Kg/m?) e/ou

Lactantes nao expostas ao diabetes diagnastico de DMG ou DM prévio

mellitus gestacional

Desfecho Alteracoes na variedade e/ou . .
composi géo do microbioma do leite Estudos que nao avaliam
posI¢ humano microbioma do leite humano

Estudos de caso, editoriais e notas,
Tipos de Estudos  Estudos observacionais, transversais, = resumos de congresso, ensaio
Incluidos longitudinais, caso-controle e coorte. clinico randomizado, estudos
quasi-experimentais, estudos
experimentais.




Tabela 2 - Estratégia de busca nas bases de dados

Pubmed

(Diabetes, Gestational[mh] OR Obesity, Maternal[mh] OR Gestational diabet*[tiab]
OR Diabetes Mellitus, Type 2[mh] OR NIDDM]tiab] OR MODYT[tiab] OR Glucose
Tolerance Test[mh] OR Hyperglycemia[mh] OR Glucose Intolerance[mh] OR
Glucose Metabolism Disorders[mh:noexp] OR Glucose Toleran*[tiab] OR
Hyperglycemi*[tiab] OR Glucose Intoleran*[tiab] OR Glucose Metabol*[tiab] OR
((Ketosis-Resistant[tiab] OR Type ll[tiab] OR Maturity-Onset[tiab] OR
Slow-Onset[tiab] OR Type 2[tiab] OR Noninsulin-Dependent[tiab] OR
Insulin-independent[tiab] OR Adult-Onset[tiab]) AND Diabet*[tiab]) OR Gestational
Weight Gain[mh] OR Maternal obesit*[tiab] OR gestational bmi[tiab] OR gestational
body mass index[tiab] OR pre pregnancy BMiI[tiab] OR pre pregnancy body mass
index[tiab] OR Nutritional Status[mh] OR Nutritional status]tiab])

AND

(Milk, Human[mh] OR Lactation[mh] OR Breast Feeding[mh] OR Human Milk[tiab]
OR Breast Milk[tiab] OR Lactation*[tiab] OR Lactating[tiab] OR Breastfed[tiab] OR
Breastfeed*[tiab] OR Breast Fed[tiab] OR Breast feed*[tiab] OR Breast Milk
Expression[mh] OR Breastmilk[tiab] OR "Mother milk"[tiab:~2] OR "Mothers
milk"[tiab:~2] OR "Mother's milk"[tiab:~2] OR ((Woman[tiab] OR Women][tiab] OR
Collect*[tiab] OR Express*[tiab] OR Maternal*[tiab]) AND milk[tiab]))

AND

(Microbiota[mh:noexp] OR "Milk, Human/microbiology"[mh] OR Microbiota[tiab] OR
Microbiome*[tiab] OR Microb*[tiab] OR Bacterial communit*[tiab] OR Microbial
communit*[tiab] OR RNA, Ribosomal, 16S[mh] OR (16S[tiab] AND (rRNA[tiab] OR
ribosom*[tiab])) OR Sequence Analysis, DNA[mh] OR (sequenc*[tiab] AND
(analys*[tiab] OR analyz*[tiab] OR dna[tiab] OR typing[tiab] OR genom*[tiab])) OR
DNA, Bacterial[mh] OR Bacteria[mh] OR bacteri*[tiab] OR flora[tiab] OR
microflora[tiab] OR micro organism*[tiab] OR microorganism*[tiab] OR
microbiology[sh] OR next generation sequencing[tiab] OR next gen
sequencing[tiab] OR high throughput sequencing[tiab] OR High-Throughput
Nucleotide Sequencing[mh] OR metaxonom*[tiab] OR Metagenome[mh] OR
metagenom*[tiab] OR ngs][tiab] OR hts[tiab] OR polymerase chain reaction[tiab]
OR pcrftiab] OR gPCRJtiab] OR Polymerase Chain Reaction[mh] OR "Gel
electrophoresis"[tiab:~1] OR Sanger sequencing][tiab])

NOT

(Animals[mh] NOT (Animals[mh] AND Humans[mh]))

Web Of
Science

TS=("hyperglycemia" OR "gestational weight gain" OR "Gestational diabet*" OR
"NIDDM" OR "MODY" OR "Glucose Toleran*" OR "Hyperglycemi*" OR "Glucose
Intoleran™ OR "Glucose Metabol™ OR (("Ketosis-Resistant" OR "Type II" OR
"Maturity-Onset" OR "Slow-Onset" OR "Type 2" OR "Noninsulin-Dependent" OR
"Insulin-independent” OR "Adult-Onset") AND "Diabet*") OR "Maternal obesit*" OR
"gestational bmi" OR "gestational body mass index" OR "pre pregnancy BMI" OR
"pre pregnancy body mass index" OR "Nutritional status")

AND

TS=("Human Milk" OR "Breast Milk" OR "Lactation*" OR "Lactating" OR
"Breastfed" OR "Breastfeed*" OR "Breast Fed" OR "Breast feed*" OR "Breastmilk"
OR (Mother* NEAR/2 milk) OR (("Woman" OR "Women" OR "Collect*" OR
"Express*" OR "Maternal™") AND "milk"))

AND

TS=("Microbiota" OR "Microbiome*" OR "Microb*" OR "Bacterial communit*" OR
"Microbial communit*" OR ("16S" AND ("rRNA" OR "ribosom*")) OR ("sequenc*"
AND ("analys*" OR "analyz*" OR "dna" OR "typing" OR "genom*")) OR "bacteri*"
OR "flora" OR "microflora" OR "micro organism™" OR "microorganism*™" OR "next
generation sequencing" OR "next gen sequencing" OR "high throughput
sequencing" OR "metaxonom*" OR "metagenom™*" OR "ngs" OR "hts" OR
"polymerase chain reaction" OR "pcr" OR "qPCR" OR (Gel NEAR/1
electrophoresis) OR "Sanger sequencing")




Embase

('gestational diabetes'/exp OR 'maternal obesity'/exp OR 'non insulin dependent
diabetes mellitus'/exp OR 'glucose tolerance test'/exp OR 'hyperglycemia'/exp OR
'glucose intolerance'/exp OR 'disorders of carbohydrate metabolism'/de OR
'gestational weight gain'/exp OR 'nutritional status'/exp OR (‘Gestational diabet™'
OR 'NIDDM' OR 'MODY"' OR 'Glucose Toleran*' OR 'Hyperglycemi*' OR 'Glucose
Intoleran* OR 'Glucose Metabol*'):ti,ab,kw OR (('Ketosis-Resistant' OR "Type II'
OR 'Maturity-Onset' OR 'Slow-Onset' OR 'Type 2' OR 'Noninsulin-Dependent' OR
'Insulin-independent’ OR 'Adult-Onset'):ti,ab,kw AND 'Diabet*":ti,ab,kw) OR
('Maternal obesit*' OR 'gestational bmi' OR 'gestational body mass index' OR 'pre
pregnancy BMI' OR 'pre pregnancy body mass index' OR 'Nutritional
status'):ti,ab,kw)

AND

('breast milk'/exp OR 'lactation'/exp OR 'breast feeding'/exp OR (‘Human Milk' OR
'‘Breast Milk' OR 'Lactation*' OR 'Lactating' OR 'Breastfed' OR 'Breastfeed*' OR
'‘Breast Fed' OR 'Breast feed™ OR 'Breastmilk'):ti,ab,kw OR (Mother* NEXT/2
milk):ti,ab,kw OR (("'Woman' OR 'Women' OR 'Collect™ OR 'Express™ OR
'Maternal™'):ti,ab,kw AND 'milk":ti,ab,kw))

AND

('microbiome'/exp OR 'microbiology'/exp OR 'RNA 16S'/exp OR 'DNA
sequencing'/exp OR 'bacterial DNA'/exp OR 'bacterium'/exp OR 'high throughput
sequencing'/exp OR 'metagenome’/exp OR 'polymerase chain reaction'/exp OR
('Microbiota' OR 'Microbiome*' OR 'Microb*' OR 'Bacterial communit*' OR 'Microbial
communit*):ti,ab,kw OR ('16S":ti,ab,kw AND ('rRNA' OR 'ribosom*'):ti,ab,kw) OR
('sequenc*':ti,ab,kw AND (‘analys* OR 'analyz*' OR 'dna' OR 'typing' OR
'‘genom™*'):ti,ab,kw) OR ('bacteri*' OR 'flora' OR 'microflora’ OR 'micro organism™
OR 'microorganism*' OR 'next generation sequencing' OR 'next gen sequencing'
OR 'high throughput sequencing' OR 'metaxonom*' OR 'metagenom™ OR 'ngs' OR
'hts' OR 'polymerase chain reaction' OR 'pcr' OR 'qPCR'):ti,ab,kw OR (Gel NEXT/1
electrophoresis):ti,ab,kw OR 'Sanger sequencing':ti,ab,kw)

NOT

([animals]/lim NOT [humans]/lim)

AND

[embase]/lim NOT ([embase]/lim AND [medline]/lim)




ANEXOS
Anexo 1: Checklist PRISMA (2020) para realizagao de revisdes sistematicas

Checklist item where item

is reported

Title 1 | |dentify the report as a systematic review.
ABSTRACT
Abstract 2 | See the PRISMA. 2020 for Abstracts checklist.
INTRODUCTION
Rationale 3 | Describe the rationale for the review in the context of existing knowledge.
Objectives 4 | Provide an explicit statement of the objective(s) or question(s) the review addresses.
METHODS
Eligibility criteria 5 | Specify the inclusion and exclusion criteria for the review and how studies were grouped for the syntheses.
Information 6 | Specify all databases, registers, websites, organisations, reference lists and other sources searched or consulted to identify studies. Specify the
SOUrces date when each source was last searched or consulted.
Search strategy 7 | Present the full search strategies for all databases, registers and websites, including any filters and limits used.
Selection process Specify the methods used to decide whether a study met the inclusion criteria of the review, including how many reviewers screened each record
and each report retrieved, whether they worked independently, and if applicable, details of automation tools used in the process.
Data collection 9 | Specify the methods used to collect data from reports, including how many reviewers collected data from each report, whether they worked
process independently, any processes for obtaining or confirming data from study investigators, and if applicable, details of automation tools used in the
process.
Data items 10a | List and define all outcomes for which data were sought. Specify whether all results that were compatible with each outcome domain in each
study were sought (e.g. for all measures, time points, analyses), and if not, the methods used to decide which results to collect.
10b | List and define all other variables for which data were sought (e.g. paricipant and intervention characteristics, funding sources). Describe any
assumptions made about any missing or unclear information.
Study risk of bias 11 | Specify the methods used to assess risk of bias in the included studies, including details of the tool(s) used, how many reviewers assessed each
assessment study and whether they worked independenily, and if applicable, details of automation tools used in the process.
Effect measures 12 | Specify for each outcome the effect measure(s) {e.qg. risk ratio, mean difference) used in the synthesis or presentation of resulis.
Synthesis 13a | Describe the processes used to decide which studies were eligible for each synthesis (e.g. tabulating the study intervention characteristics and
methods comparing against the planned groups for each synthesis (item #5)).
13hb | Describe any methods required to prepare the data for presentation or synthesis, such as handling of missing summary statistics, or data
CONVErsions.
13c | Describe any methods used to tabulate or visually display results of individual studies and syntheses.
13d | Describe any methods used to synthesize results and provide a rationale for the choice(s). If meta-analysis was performed, describe the
maodel(z), method(s) to identify the presence and extent of statistical heterogeneity, and software package(s) used.
13e | Describe any methods used to explore possible causes of heterogeneity among study results (e.g. subgroup analysis, meta-regression).
13f | Describe any sensitivity analyses conducted o assess robustness of the synthesized resulis.
Reporting bias 14 | Describe any methods used to assess risk of bias due to missing results in a synthesis (arising from reporting biases).
assessment
Certainty 15 | Describe any methods used to assess certainty (or confidence) in the body of evidence for an cutcome.

assessment




Anexo 1 (continuagao): Checklist PRISMA (2020) para realizagéo de revisdes sistematicas

Checklist item

Location
where item

is reported

Study selection 16a | Describe the resulis of the search and selection process, from the number of records identified in the search to the number of studies included in
the review, ideally using a flow diagram.
16b | Cite studies that might appear to meet the inclusion criteria, but which were excluded, and explain why they were excluded.
Study 17 | Cite each included study and present its characteristics.
characteristics
Risk of bias in 18 | Present assessments of risk of bias for each included study.
studies
Results of 19 | For all sutcomes, present, for each study: (a) summary statistics for each group (where appropriate) and (b) an effect estimate and its precision
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