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Resumo

O objetivo foi detectar e quantificar Bifidobacterium spp e Lactobacillus spp na microbiota intestinal (Ml) de criancas
com sequéncia de Pierre Robin (SPR) nos primeiros e segundos meses de vida, para verificar possiveis influéncias
no estabelecimento definitivo da MI. Desenho: Estudo longitudinal e descritivo. Local: Hospital de Reabilitacao de
Anomalias Craniofaciais. Participantes: Seis criancas, um menino e cinco meninas, que foram hospitalizadas para
o manejo de sua condicao, avaliadas durante o primeiro (M1) e o segundo (M2) meses de vida. Intervencoes:
Amostras de fezes foram coletadas e analisadas por extracdo de DNA para quantificacdao dos géneros anaerdbios
Bifidobacterium spp e Lactobacillus spp. Dados socioecondmicos e clinicos sobre as criancas também foram coletados.
Principais medidas de desfecho: O ndmero de cépias de espécies bacterianas foi calculado para cada amostra fecal. O
género Bifidobacterium estava presente em todas as criancas analisadas, com aumento significativo em M2 para cinco
criancgas. O ndmero de copias por grama de fezes variou de 1,8 x 107 a 5,5 X 10" em M1 e de 4,2 x 10% a 3,0 x 102
em M2. O género Lactobacillus nao esteve presente em todas as criancas, sendo detectado em quantidades baixas,
com uma média variando de 8,5 x 103 a 9,7 x 108 cépias por grama de fezes em M1. Em M2, apenas uma crianca
apresentou uma quantificacdo de 8,1 x 104 enquanto duas outras criancas mostraram auséncia do microrganismo em
M1 e M2. A colonizacdo bacteriana do trato gastrointestinal de criancas com SPR é influenciada por fatores clinicos
e ambientais especificos. Uma microbiota intestinal sauddvel é essencial para o desenvolvimento e a imunidade dos

recém-nascidos, mas os desafios associados a SPR afetam a diversidade da microbiota.

Palavras-chave: Sequéncia de Pierre Robin. Microbiota Fecal. Microbiota Intestinal.

INTRODUCAO

A colonizacdo inicial da microbiota intes-
tinal é fundamental para o desenvolvimento
imunolégico, nutricional, metabdlico e neu-
rolégico dos recém-nascidos. A presenca de
bactérias benéficas, como aquelas fornecidas
pela amamentacdo, apoia a saide neonatal ao
entregar oligossacarideos, células imunolégi-
cas e outros componentes essenciais'. Os pri-
meiros anos de vida representam uma janela
critica para adquirir e estabilizar uma comuni-
dade microbiana saudavel, que influencia di-
retamente o sistema imunolégico. O conceito
dos "primeiros 1000 dias de vida" foi proposto
para enfatizar a importancia dos cuidados de
saide desde a concepcao até o segundo ano
de vida2.

Varios fatores durante a infancia, incluindo
amamentacdo limitada, uso de antibioticos,
exposicao a contaminantes ambientais e nu-
tricdo inadequada, moldam a composicao da
microbiota ao promover bactérias patogénicas
em detrimento de simbiontes benéficos. Esse
desequilibrio pode levar ao aumento da per-
meabilidade intestinal, producao desregulada
de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e
inflamacao sistémica, afetando, em dltima ana-
lise, a saide geral mais tarde na vida**. Tais dis-
rupcoes estao associadas a riscos aumentados
de doencas inflamatdrias, diabetes, obesidade

e alergias.

A microbiota intestinal humana desempe-
nha um papel vital na saide e nutricdo do
hospedeiro desde seu estabelecimento. Em
média, aos dois anos de idade, a diversidade
de microrganismos esta estabelecida para in-
teragir com o hospedeiro ao longo da vida. A
populacdo de colonias é composta essencial-
mente por bactérias anaerébicas e aerdbicas,
alcancando de 10" a 10 microrganismos por
grama de fezes®'3. Fatores intrinsecos e extrin-
secos, como dieta, uso de antibidticos, idade,
localizacao geografica, terapias medicamento-
sas, doencas entéricas, malformacoes cranio-
faciais, status socioecon6mico, nutricio, tipo
de parto e amamentacdo moldam especifica-
mente a microbiota de cada individuo®®131423,

A microbiota fornece efeitos protetores ao
hospedeiro, como estimulo ao sistema imuno-
l6gico e secrecao de citocinas anti-inflamaté-
rias, inibicao do crescimento de microrganis-
mos patogénicos, melhora da absorcao de
nutrientes essenciais e sintese de vitaminas’'?.
Em contrapartida, quando ha desequilibrio, ob-
serva-se uma associacao notavel com diarreia,
danos hepaticos, carcinogénese, infeccoes e
putrefacdo intestinal®*.

Presume-se que o trato gastrointestinal hu-
mano é colonizado por mais de 500 espécies
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de microrganismos, e o nidmero de bactérias
cultivaveis representa apenas 20-30%. Assim,
técnicas moleculares tém sido aplicadas para
conhecer melhor a composicao microbiana.
A técnica de PCR em tempo real (qPCR) é
utilizada para determinar o nimero exclusivo
de bactérias por iniciadores desenhados para
regides especificas do gene 16S rRNA. Esta
técnica é muito sensivel em comparagao com
o PCR classico, pois é possivel detectar célu-
las bacterianas por grama de fezes em baixas
concentracoes*?°, Dessa forma, esse método
foi selecionado para analisar a participacao de
bactérias anaerobias na comunidade microbia-
na intestinal do grupo de criancas com Sequ-
éncia de Pierre Robin (SPR)?°.

Poucos estudos investigaram a microbiota
intestinal em recém-nascidos com malforma-
cOes craniofaciais, como a SPR, que requer
tratamento especifico e multidisciplinar para
reabilitacio completa. A SPR é caracterizada
por uma triade de anomalias: micrognatia (hi-
podesenvolvimento mandibular), glossoptose

MATERIAL E METODO

Este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do HRAC-USP em 26 de
junho de 2012. Os pais ou responsaveis as-
sinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido.

Coleta de amostras

Foi conduzido um estudo longitudinal des-
critivo em seis criancas com SPR, um menino
e cinco meninas, durante o primeiro (M1) e
o segundo (M2) meses de vida, analisadas
quanto ao perfil da microbiota intestinal (M),
detectando e quantificando bactérias dos gé-
neros Bifidobacterium sp e Lactobacillus sp,
bem como fatores externos de colonizacao,
tais como idade, localizacdo geogréfica, tera-
pias medicamentosas, nivel socioeconémico,
estado nutricional, tipo de parto, amamenta-
cdo e uso de antibioticos. Os pais ou respon-
saveis foram entrevistados em salas privadas
e, apos explicacao sobre o estudo, assina-

(deslocamento posterior da lingua) e fissura
palatina, que juntos levam a dificuldades de
alimentacdo, obstrucao das vias aéreas e, em
casos graves, insuficiéncia respiratoria. Estudos
sugerem um envolvimento genético, incluin-
do regioes como 4q32-qter e SOX9 (17q24.
3-g25.1), indicando uma patogénese comple-
xa. No Hospital de Reabilitacio de Anomalias
Craniofaciais da Universidade de Sao Paulo
(HRAC-USP), os pacientes recebem cuidados
multidisciplinares para apoiar a reabilitacao e
a integragdo social*®*3,

Considerando a importante acdo da micro-
biota intestinal para a saide humana e a falta
de estudos sobre criancas com SPR, este estu-
do teve como objetivo detectar e quantificar
bactérias dos géneros Bifidobacterium spp e
Lactobacillus spp que compdem a microbiota
intestinal de criancas com SPR atendidas no
HRAC-USP nos primeiros e segundos meses
de vida, para verificar possiveis influéncias
para o estabelecimento definitivo da microbio-
ta intestinal.

ram o termo de consentimento e receberam
frascos estéreis para o armazenamento das
amostras. A coleta de fezes foi realizada no
momento da hospitalizacdo, apés a entrevista
e autorizacao dos pais ou responsaveis. Apos
a coleta, as fezes foram imediatamente envia-
das ao Laboratério Clinico do HRAC-USP e
mantidas sob refrigeracdo a -80°C até a ava-
liacao da M.

Informacées clinicas

As criancas do presente estudo foram aten-
didas por profissionais do HRAC-USP desde o
primeiro més de vida, e as informacoes dia-
rias estavam disponiveis nos prontuarios dos
pacientes. Assim, foi possivel verificar que to-
das as criangas nasceram por parto cirirgico,
sendo cinco a termo e uma com 34 semanas
de gestacao, considerada prematura (crianca
4). Cinco familias eram de nivel socioecon6-
mico médio e uma de nivel médio-baixo. Em
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geral, os pais tinham bom nivel educacional
e alta renda; as familias moravam em casas
de alvenaria préprias, com acesso a energia
elétrica, agua encanada e sistema de esgoto
adequado. A maioria das criangcas com SPR
nao foi amamentada devido a glossoptose e
disfagia; no entanto, duas maes conseguiram
bombear e oferecer leite materno em mama-
deira para as criancas durante 3 dias (crianca
4) e 20 dias (crianca 6), junto com a férmula.

Foram observados eventos como disfagia,
dificuldade respiratéria e de alimentacao,
uso de sondas nasofaringea e nasogastrica e
refluxo. Trés criancas receberam dieta hiper-
calérica com polimeros de glicose (PG), tri-
glicerideos de cadeia média (TCM) e férmula
infantil 1 (F1). Todas as seis criancas recebe-
ram medicamentos para o estdbmago, refluxo
e ndusea, e apenas uma nao recebeu ranitidi-
na, um medicamento que reduz a producao
de acido estomacal. A crianca 1 usou diferen-
tes antibiéticos: ampicilina (7 dias); eritromi-
cina (7 dias); cefepima (9 dias); e azitromicina
(7 dias).

Extracao de DNA

O DNA das amostras coletadas a seco foi
obtido usando o kit QIAmp DNA Stool Mini
(Qiagen) para isolamento do DNA genomi-
co bacteriano das amostras fecais, de acordo
com as recomendacoes do fabricante?®. Para
obter o DNA bacteriano utilizado na curva
padrdo, foi obtida a curva de crescimento das
bactérias quantificadas. As reacdes de quantifi-
cacao com iniciadores para quantificacdo dos
géneros anaerobios Bifidobacterium spp e Lac-
tobacillus spp e a construcao da curva padrao
foram padronizadas. A concentracao de inicia-
dores foi determinada para alcancar uma efici-
éncia entre 90 e 110% e a reacdo foi otimiza-
da para um volume final de 20 L, sendo 2 pL
de DNA extraido de fezes e o volume restante
composto por mix, iniciadores e sondas?.

Aliquotas dos pontos de leitura da fase log
de crescimento dos microrganismos quanti-
ficados foram congeladas até a utilizacdo. A
partir dessas aliquotas, o DNA foi extraido
usando o kit Wizard Genomic DNA Purification

(Promega), conforme as instrucdes do fabri-
cante. A PCR em tempo real foi realizada em
um equipamento 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). As bactérias anaerdbias
(Bifidobacterium animalis subsp lactis HNO19
e Lactobacillus acidophilus ATCC 4356) foram
inoculadas em caldo Lactobacilli MRS (Dif-
co) e incubadas por 24h, em anaerobiose, a
370(:28,34.

A populacdo de Bifidobacterium spp foi
quantificada usando o sistema TagMan®, o
que permitiu definir as concentracoes dos ini-
ciadores em 300 nM, tanto para forward quan-
to para reverse, e 250 nM para a sonda com
reporter FAM e quencher NFQ-MGB, pois
nessas condicoes a eficiéncia da reacao foi de
90,516%. Um total de cinco diluicbes deci-
mais seriadas de DNA gendmico de Bifidobac-
terium animalis subsp lactis HNO19 foi usado
para a construcdo da curva padrdo. O ponto
inicial na curva tinha concentracdo de 5,3 ng/
uL. A quantificacido de Lactobacillus spp foi rea-
lizada usando o sistema SYBR-Green®, com os
iniciadores e sondas descritos por Furet et al.?8,
com concentracdes de 300 nM para iniciado-
res forward e reverse, apresentando eficiéncia
de 93,237%. A curva de melting evidenciou a
especificidade da reacdo. Um total de cinco
diluicdes decimais seriadas de DNA gendmi-
co de Lactobacillus acidophilus ATCC4356 foi
usado para a construcao da curva padrao, e o
ponto inicial tinha uma concentracao de 10,1
ng/uL.

O ciclo de threshold, nimero de ciclos no
qual a eficiéncia de deteccdo de fluorescéncia
é de 100% (regido de crescimento exponen-
cial), foi monitorado®. As quantificacoes das
amostras foram calculadas no software Excel,
com o valor do ciclo de threshold (Ct) obtido
durante o teste. Esses valores foram inseridos
na equacao obtida a partir da curva padrao
construida. Os valores obtidos foram corri-
gidos de acordo com as diluicbes das amos-
tras®®33.

O numero de cépias de espécies bacteria-
nas foi calculado para cada amostra fecal, com
base nos valores de Ct, usando as curvas pa-
drao construidas®>=°.
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RESULTADOS

Aos dois meses, houve uma presenca sig-
nificativa do género Bifidobacterium spp na
microbiota das criancas. Todas as criancas
apresentaram grande quantidade de Bifido-
bacterium spp e baixa quantidade de Lactoba-
cillus spp, o que determinou o perfil de colo-
nizacao de cada uma.

Os géneros Lactobacillus e Bifidobacte-
rium foram quantificados no primeiro e no
segundo meses de vida de seis criangas com
SPR. O género Bifidobacterium estava presen-
te em todas as criancas analisadas e apresen-
tou um aumento significativo no niimero de
copias/g de fezes no segundo més para cinco
criancas. No entanto, uma crianca apresen-
tou uma leve diminuicao (Tabela 2), demons-
trando que ndo houve um padrdo na coloni-
zacdo. O nimero de cépias/g de fezes variou

de 1,8x107 a 5,5x10"" em M1 e de 4,2x108% a
3,0x10'2 copias/g de fezes.

O género Lactobacillus ndo estava presen-
te em todas as criancas, sendo detectado em
baixa quantidade, com uma média variando
de 8,5x103 a 9,7x108 copias/g de fezes em
M1, e em M2 apenas uma crianca apresentou
uma quantificacdo de 8,1x10% Outras duas
criancas (nimeros 1 e 6) apresentaram ausén-
cia do microrganismo em M1 e M2,

A quantificacdo das bactérias de acor-
do com a amamentacdo evidenciou que as
criancas 1 e 6, que receberam leite materno,
tiveram um aumento em Bifidobacterium spp
e reducdo ou auséncia total de Lactobacillus
spp, assim como as outras criancas. Cada
crianca apresentou um perfil microbiolégico
fecal especifico.

Tabela 1 - InformacGes clinicas de criancas hospitalizadas com Sequéncia de Pierre Robin, incluindo género,
origem, uso de medicamentos antiacidos, nivel socioecondmico, dieta e amamentacao, Bauru, SP.

Cri:gga Género  Origem Rellj:i(t)igi?!a Socioyg‘éfilc“)mico Tipo de parto Hipe[r)ti:gtlzrica Allsli;?;?':gto TFFA  SNF  SNG

1 F GO Sim Médio Cirargico Sim Néo Sim Sim  Sim
2 F SP Sim Médio Cirargico Néo Néo Sim Sim  Sim
3 F SC Néo Médio Cirargico Néo Néo Sim Sim  Sim
4 F SP Sim Superior Cirargico Sim Sim Néo Nado  Sim
5 M AL Sim Médio Cirtrgico Sim Nao Sim Sim  Sim
6 F RJ Sim Médio Cirtrgico Nao Sim Nao Sim  Sim

Legenda: AL = Alagoas; GO = Goias; RJ = Rio de Janeiro; SC = Santa Catarina; SP = Sao Paulo.

F — Feminino

M — Masculino

TFFA - Técnica Facilitadora da Alimentag&o
SNF - Sonda Nasofaringea
SNG - Sonda Nasogastrica
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Tabela 2 - Quantificacido do ndmero de cépias de DNA/g de fezes, Bauru, SP.

SISTEMA Bifidobacterium spp Lactobacillus spp
ALVO
TaqMan® SYBR® Green |
300/300/250nM 300/300nM
Vol 20uL Vol 20yL
Crianga n°. M1 M2 M1 M2

1 1.5E+08 4.2E+08 0.0 0.0
2 5.5E+11 1.4E+11 1.6E+06 0.0
3 9.7E+08 2.4E+10 2.4E+06 0.0
4 11E+11 3.0E+12 9.7E+08 0.0
5 8.8E+09 2.9E+10 8.5E+03 8.1E+04
6 1.8E+07 8.2E+09 0.0 0.0

M1 = Primeiro més de vida
M2 = Segundo més de vida

DISCUSSAD

A microbiota é composta por diversos
microrganismos que colonizam o hospedei-
ro desde o nascimento e se estabilizam por
volta dos dois anos de idade. O desenvol-
vimento da interacdo entre microrganismos
e hospedeiro gera um ambiente saudavel,
importante para a salide humana. Esses mi-
crorganismos atuam como fonte de anti-
genos inespecificos e imunomoduladores,
estimulando respostas imunolégicas locais
e sistémicas e influenciando o nimero e a
distribuicao da populacao de células do teci-
do linféide associadas ao intestino, além de
atuarem na defesa contra patégenos invaso-
res”®12, No entanto, vdrios fatores influen-
ciam o estabelecimento e a estabilidade da
microbiota, incluindo dieta®*''3?! uso de
antibiéticos'>', idade®'®, localizacao geo-
grafica’*1718, terapias medicamentosas'?,
doencas entéricas*®, malformacdes craniofa-
ciais?3 e estado hormonal3'.

Este estudo identificou diferengas signifi-
cativas na composicao da microbiota intesti-
nal em um pequeno grupo de criancas com
SPR ao quantificar os géneros bacterianos
Bifidobacterium sp e Lactobacillus sp.

As bactérias do género Bifidobacterium
spp fazem parte da microbiota do trato gas-
trointestinal inferior dos humanos e ndo tém
patogenicidade. Alguns de seus beneficios
conhecidos incluem a melhoria do valor nu-
tricional de alguns alimentos, o controle de
infecgOes intestinais em criancgas, atividade
anticancerigena, ativacao do sistema imu-
nolégico e protecao contra infeccdes por
microrganismos patogénicos. Lactobacillus
spp sao usados em suplementacdo nutricio-
nal, pois atuam como um tratamento eficaz
na prevencao e combate de varias doencas,
sem risco de atacar ou intoxicar o organis-
mo. Como protegem a microbiota intestinal,
a suplementacao terapéutica com Lactoba-
cillus é recomendada durante e ap6s a tera-
pia com antibioticos*!#2,

Esses dois géneros bacterianos sao co-
nhecidos como organismos probidticos e
sao definidos como microrganismos vivos
usados como suplementos alimentares para
melhorar a sadde do hospedeiro quando ad-
ministrados na dosagem correta. Sdo agen-
tes terapéuticos que acidificam a microbiota
intestinal, prevenindo assim o desenvolvi-
mento de microrganismos patogénicos. Eles
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também desempenham um papel antibacte-
riano e anti-inflamatério e podem alterar a
composicao microbiana*’.

A maioria das criangas com SPR neste es-
tudo sdo do sexo feminino, o que esta de
acordo com os relatos de Meyer et al.** e
Pinheiro Neto et al.**.

Um fator que pode influenciar a micro-
biota do recém-nascido é o tipo de parto.
Nesse momento, principalmente durante o
parto normal, o bebé tem contato com bac-
térias da microbiota vaginal e fecal da mae
ou com bactérias do ambiente; durante o
parto cirdrgico, provavelmente ha contato
com instrumentos cirdrgicos e a presenca da
mae com sinais de afeto, como beijos. Nesta
pesquisa, verificou-se que todas as criancas
nasceram por parto cirdrgico, concordando
com os dados de Vieira & Pereira*.

De acordo com os resultados (Tabela 1),
a maioria das criancas nao foi amamentada.
Com a amamentacdo e o consumo de oxigé-
nio do limen intestinal, podem surgir géne-
ros bacterianos, como Bifidobacterium spp,
que podem variar em quantidade dependen-
do do tempo de amamentacdo, ja que o lei-
te humano apresenta fatores de crescimento
para esse respectivo género; Lactobacillus
spp; Bacteroides spp; Eubacterium spp; entre
outros. Todas as criancas foram colonizadas
por Bifidobacterium spp e em maior quan-
tidade do que Lactobacillus spp durante os
primeiros sessenta dias de vida. Este resul-
tado foi semelhante aos estudos realizados
por Talarico®.

A amamentacao, junto com a introducao
de férmulas suplementares e alimentos so6-
lidos, esta relacionada ao desenvolvimento
de populacdes estritamente anaerdbias*’.
Isso favorece um aumento na quantidade
de bactérias dos géneros Bifidobacterium
spp e Lactobacillus spp, conforme descrito
por Vael; Desager*. O género Lactobacillus
spp nao foi encontrado em todas as crian-
cas, diferindo dos estudos de Talarico??, mas
semelhante aos de Jost et al.*’, que quantifi-
caram esse género em uma amostra de sete
criancgas.

Ao nascer, devido ao contato com a mi-

crobiota materna, ambiente e outros fatores
externos, o recém-nascido terd uma popula-
cdo diversa de bactérias que se estabilizara
apos o segundo ano de vida®. A importancia
desses microrganismos é tao relevante que
um dos principais géneros colonizadores,
como Bifidobacterium spp, € usado para o
tratamento e prevencao de doencas gas-
trointestinais*®.

De acordo com Vandenplas et al.*’, o
equilibrio da microbiota também pode ser
alterado pelo uso de medicamentos, mu-
dando sua composicdo e abrindo caminho
para microrganismos patogénicos. Vieira et
al.* mostraram que a quantidade de alguns
géneros, como Bifidobacterium spp e Lacto-
bacillus spp, é significativamente reduzida
apo6s 24 horas de uso de cefazolina em ci-
rurgias de reparo palatal, o que pode gerar
complicacOes negativas para o hospedeiro.
O presente estudo revelou que a maioria
das criancas utilizou ranitidina (antiacido).
O efeito dos antibiéticos na composicao da
microbiota intestinal nesse grupo de crian-
cas demonstrou heterogeneidade durante
o periodo do estudo. Foi possivel observar
uma mudanca no perfil da microbiota em al-
gumas criancas, de acordo com o grupo e
o periodo. De acordo com alguns autores,
o tratamento com antibioticos causa distur-
bios nos padroes esperados de Bifidobacte-
rium spp e crescimento excessivo de entero-
bactérias'’. O presente estudo revelou que
o uso de medicamentos antimicrobianos in-
terfere na variabilidade individual da micro-
biota intestinal.

O uso de técnicas moleculares para ava-
liar a diversidade, variabilidade individual e
complexidade da microbiota tem sido aplica-
do nos estudos mais recentes, independen-
temente da cultura microbiolégica. A qPCR
é um procedimento usado para detectar e
quantificar bactérias especificas, usando ini-
ciadores desenhados para reconhecer regi-
oes especificas do rRNA; assim, é possivel
detectar células bacterianas por grama de
amostra fecal em concentragbes mais baixas

em comparagao com a técnica convencio-
na|25/26»28.
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CONCLUSAD

Este estudo demonstrou que o estabelecimen-
to da microbiota intestinal em criancas com SPR é
influenciado por fatores clinicos e ambientais, com
variabilidade significativa na composicao bacteria-
na entre os individuos. Uma microbiota intestinal
saudavel € vital para a satdide imunoldgica e o de-
senvolvimento dos recém-nascidos; no entanto,
criancas com SPR enfrentam desafios tnicos que
dificultam o estabelecimento de uma microbiota

equilibrada. Esses achados ressaltam a importan-
cia de estratégias de cuidados personalizadas para
pacientes com SPR, incluindo intervencao precoce
para promover a amamentacao e o uso cauteloso
de antibidticos. Além disso, pesquisas futuras de-
vem se concentrar em comparar pacientes com
SPR com controles saudaveis para entender as
divergéncias em relacdo ao esperado e suas pos-
siveis implicacoes.
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