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RESUMO

A colonizagdo bacteriana do trato gastrointestinal, a partir do nascimento,
envolve varios eventos que podem comprometer a salde do hospedeiro,
principalmente no controle do sistema imunoldgico. O objetivo do presente estudo foi
detectar e quantificar bactérias dos géneros Lactobacillus spp e Bifidobacterium spp
na microbiota fecal de criangas com Sequéncia de Robin (SR), atendidas em um
hospital especializado no primeiro e segundo més de vida por meio da técnica de
PCR em tempo real. O grupo de estudo foi composto por seis crian¢gas com SR,
acompanhadas durante o primeiro (M1) e o segundo (M2) més de vida. O DNA das
fezes foi obtido utilizando o kit QIAmp DNA Stool Mini (Quiagem). A reagdo de
gPCR foi realizada em equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems), utilizando os sistemas SYBR-Green® e TagMan® em triplicata.
Informacao clinica: todas as criangas nasceram de parto cirdrgico; a maioria era do
sexo feminino; nivel socioecondmico médio; fizeram uso de sonda nasogastrica;
receberam dieta hipercaldrica; tratamento com antiacido. A média de Lactobacillus
spp em quatro criancas no M1 variou entre 8,5x10° e 9,7x10% n° de cépias/g de
fezes; no M2, duas apresentaram 8,1x10* e 6,6x10° e duas auséncia do micro-
organismo no M1 e M2. A média de Bifidobacterium spp em seis criangas no M1
variou entre 1,8x10” e 5,5x10' n° de cépias/g de fezes; no M2 entre 4,2x10° e
3,0x10% n° de coépias/g de fezes. Assim, o género Lactobacillus spp foi encontrado
em algumas criangas e em determinados momentos. Houve aumento de
Bifidobacterium spp do M1 para M2.

Palavras Chaves: Microbiota Fecal, recém- nascidos, Sequéncia de Robin.



ABSTRACT

Bacterial colonization of the gastrointestinal tract, from birth, involves several
events that can compromise the health of the host, especially in controlling the
immune system. The aim of this study was to detect and quantify bacteria of the
genera Lactobacillus spp and Bifidobacterium spp on fecal microbiota of children with
Robin Sequence (SR) treated in a specialized hospital in the first and second month
of life through PCR. The study group was composed of six children with SR,
accompanied during the first (M1) and second (M2) month of life. The DNA from
faeces was obtained using the QIAmp DNA Stool Mini Kit. The gPCR reaction was
carried out in equipment 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) using
SYBR ®-Green and TagMan ® systems in triplicate. Clinical information: all children
born cesarean birth; most were female; made use of a nasogastric tube; received
high calorie diet; antacid treatment; the families belonged to medium socioeconomic
communities. Mean Lactobacillus spp in four children in M1 ranged between 8.5x10°
and 9.7x10® copies per milligram of DNA; M2, two had 8.1x10* and 6.6x10° copies
per milligram of DNA and two absence of micro-organism in M1 and M2. The
average of Bifidobacterium spp in six children in M1 ranged between 1.8x10’ and
5.5x10™ copies per milligram of DNA; M2 between 4.2x10® and 3.0x10'? copies per
milligram of DNA. Thus, the genus Lactobacillus spp found in some children and at
certain times. There was an increase of Bifidobacterium spp from M1 to M2.

Key words: Fecal microbiota, newborns, Robin Sequence.
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1 INTRODUCAO

Em nosso ecossistema intestinal hé interacdes complexas entre o hospedeiro
e sua microbiota. Estima-se que o trato gastrintestinal do homem seja colonizado por
mais de 500 espécies de micro-organismos. No cdlon, a populacdo microbiana
alcanca entre 10" e 10 células bacterianas por grama de fezes, sendo que o
ndmero de bactérias cultivaveis representa apenas 20-30% do total. Portanto,
quando tratados de estudos baseados em métodos de cultivo, o conhecimento da
Microbiota Intestinal (MI) humana ainda € bastante limitado. (FALK; HOOPER,;
MIDTVEDT; GORDON, 1998; MONREAL; PEREIRA; LOPES, 2005; ALDEBERTH,
2009).

Até o nascimento o trato gastrintestinal do feto € estéril e comeca a ser
colonizado quando é exposto aos micro-organismos da mae e do meio ambiente.
Segundo Bullen et. al. (1976), as primeiras coloniza¢fes séo feitas por Escherichia
coli, Clostridium spp e Streptococcus spp. Com a amamentagdo e o consumo de
oxigénio do limem intestinal, surgem os géneros Bifidobacterium spp (que pode
variar em quantidade dependendo do tempo de amamentacéo, pois o leite humano
apresenta fatores de crescimento para este género) e os Lactobacillus spp e, em
seguida, os Bacteroides sp, Eubacterium spp e Peptococcus spp. Normalmente, o
recém-nascido apresenta uma populagéo heterogénea de bactérias nos intestinos, a
qual se estabiliza a partir do segundo ano de vida. (BULLEN; TEARLE; WILLIS,
1976).

A microbiota normal é especifica para cada hospedeiro, podendo ser dividida
em residente (propria do nosso organismo), transitoria (passam pelo nosso corpo,
mas néo persistem por muito tempo, sendo que, alguns desses organismos podem
ser patdgenos) e oportunista (micro-organismos que causam doengas quando
encontram falhas no sistema imunoldgico, como por exemplo, o uso de antibiéticos).
(INGRAHAM J.; INGRAHAM C., 2010). A diarréia, infec¢des, danos hepaticos,
carcinogénese e putrefagdo intestinal sdo exemplos dos efeitos nocivos que a
alteracdo na microbiota pode causar. A inibigdo do crescimento de micro-organismos
virulentos, melhora da digestéo, da absor¢@o de nutrientes essenciais, da sintese de
vitaminas, estimulagéo da resposta imune, participagdo no metabolismo, promogao
de fatores essenciais de crescimento e secre¢do de citocinas anti-inflamatérias séo

exemplos de efeitos protetores desenvolvidos pela MI, principalmente por
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Bifidobacterium spp e Lactobacillus spp. O grupo de Bacteroides sp. é capaz de
desempenhar a¢fes benéficas e prejudiciais. De acordo com Ryan & Projan (2001),
essas bactérias colonizam nosso organismo a ndo ser que a barreira da mucosa do
trato gastrintestinal ou das vias respiratorias esteja lesada. (RYAN; PROJAN, 2001;
MONREAL; PEREIRA; LOPES, 2005; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2008).

O intestino humano representa a maior massa de tecido linféide do corpo e, a
partir da sua colonizacdo, bactérias Gram-negativas, como Escherichia coli e
Bacteroides sp e Gram-positivas, como Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp,
atuam como fonte de antigenos e imunomoduladores inespecificos, estimulando
resposta imune local e sistémica, bem como influenciando o nimero e a distribuicao
da populacgédo de células do tecido linféide associado ao intestino. (VAN DER WAAIJ,
1982; MONREAL; COSTE, 1993; MONREAL; PEREIRA; LOPES, 2005).

Muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de verificar modificages
na composicdo da Ml em decorréncia de dietas (HENTGES, 1978; DESJEUX;
RAMBAUD, 1990; GIBSON; WANG, 1994; FALK; HOOPER; MIDTVEDT,; GORDON,
1998; TANNOCK, 1999; MARTEAU; POCHART; FLOURIE; PELLIER; SANTOS;
MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2008ALDEBERTH; WORD, 2009), idade
(HAENEL, 1970; MOREAU; COSTE, 1993; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER,
2008), localizacdo geografica (MATA; JEJICANOS; JIMENEZ, 1972; MOORE;
HOLDEMAN, 1974; SALMINEN; ISOLAURI; ONNELA, 1995), terapias
medicamentosas (FINEGOLD, 1970; KURPAD; SHETTY, 1986), doencas entéricas
(BHAT; SHANTAKUMARI; RAJAN; MATHAN; KAPADIA; SWARNABAI; BAKER,
1971; NORDENVALL; HALLBERG; LARSSON; NORD, 1983;), estado hormonal
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2008) e a malformacé&o craniofacial. (VIEIRA,
2009). A microbiota normal apresenta fungdes importantes, como a defesa contra
patégenos invasores — “resisténcia a coloniza¢do” ou “efeito barreira” e também
impede a proliferacdo de micro-organismos oportunistas, e os anaerébios sdo os
principais micro-organismos envolvidos nesse processo. (VAN DER WAAIJ, 1982).
Essa resisténcia esta relacionada a competi¢cdo por substratos, sitios de colonizacao
e a producédo de 4cidos organicos, que inibem o crescimento de muitos patdégenos.
Alguns tipos de bactérias sdo capazes de proporcionar resisténcia a patdogenos
produzindo “bacteriocinas”, que sdo substancias semelhantes a antibidticos, que
inibem o crescimento bacteriano de algumas espécies e exercem efeito auto-
regulador sobre as produtoras. (HENTGES, 1978; MARTEAU; POCHART;
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FLOURIE; PELLIER; SANTOS; DESJEUX; RAMBAUD, 1990; GIBSON; WANG,
1994).

Fatores como doengas, sistema imune deficiente e determinados
medicamentos podem destruir o equilibrio da MI, tais desequilibrios, como a
composi¢cao dos micro-organismos ou a relagéo destes com o respectivo hospedeiro
podem causar danos imediatos (MITCHELL; VAN; MASON; NORRIS; PICKERING,
1996) ou tardios a saude do hospedeiro (GRONLUND; GUEIMOND; LAITINEN;
KOCIUBINSKI; GRONROOS; SALMINEN; ISOLAURI, 2007) ou o deixar mais
suscetivel a doengas. (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2008). Segundo Monreal
et al. (2005) e Haenel (1970), a Ml pode também ser influenciada ou eliminada pelas
cirurgias do trato gastrointestinal, etnia, hospitalizagéo e, principalmente, durante o
uso de antimicrobianos. (HAENEL, 1970; MONREAL; PEREIRA; LOPES, 2005;
MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2008). O impacto destes antimicrobianos sobre
a composicdo da microbiota depender4d da concentragdo da droga no limen
intestinal e de seu espectro de acdo, podendo provocar varios efeitos indesejaveis,
como a colonizagdo por patdgenos potenciais, além de influenciar a atividade
metabodlica da MI. (LODE; VOM DER HOH; ZIEGE; BORNER; NORD, 2001;
MONREAL; PEREIRA; LOPES, 2005; SILVA, 2008; ALDEBERTH; WORD, 2009).

Estudos demonstram a importancia da participagdo da Ml em determinados
processos patoldgicos, como as infeccbes do trato respiratério, nas quais 0s
antibiéticos sao rotineiramente prescritos. (SALMINEN; ISOLAURI; ONNELA, 1995;
LODE; VOM DER HOH; ZIEGE; BORNER; NORD, 2001; MONREAL; PEREIRA;
LOPES, 2005). Ela proporciona resisténcia a invasdo de patdgenos produzindo
agentes antimicrobianos. Pelo hospedeiro também podemos ter contribui¢cdes para a
prevencdo da invasdo desses patdgenos pela secrecdo de saliva e acido gastrico.
(BARTOSCH; AFITE; MACFARLANE; Mc MURDO, 2004). A administragdo de
antibioticos pode provocar mudangas na microbiota normal da orofaringe e dos
intestinos. Estudos mostram que tratamentos com o uso de antibiéticos podem
modificar a Ml diminuindo ou até mesmo eliminando certas populacdes bacterianas
e aumentando o numero de oportunistas. O uso de antibidticos também pode
promover o desenvolvimento de resisténcia do micro-organismo com a possibilidade
de disseminacdo destes no meio ambiente. (SALMINEN; ISOLAURI; ONNELA,
1995; BARTOSCH; AFITE; MACFARLANE; Mc MURDO, 2004 MONREAL;
PEREIRA; LOPES, 2005).
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Diversos estudos sobre a importancia da Ml no desenvolvimento do sistema
imune tém sido realizados com animais germfree ou axénicos, que significa livre de
vida associada. Estes animais, quando comparados aos convencionais, apesar de
serem semelhantes em relagdo ao peso, crescimento e temperatura corporal, sdo
isentos de micro-organismos e apresentam um crescimento sexual e espessura das
paredes vasculares e alveolares menores, uma mucosa intestinal com baixa
densidade de células linfoides, vilosidades e tamanho da superficie da mucosa
menores, Placas de Peyer pequenas, pouco numerosas, a concentragao serica de
imunoglobulinas inferior e o ceco apresenta-se aumentado em cerca de 10 vezes
mais que o normal, passando a representar 30% do peso do animal. Uma vez
exposto a bactérias entéricas, o intestino deste animal adquire aparéncia
convencional. (FALK; HOOPER; MIDTVEDT; GORDON, 1998; FERREIRA;
HOCHMAN; BARBOSA, 2005). A colonizacdo do coélon com Clostridium e
Bacteroides reverte rapidamente o ceco ao tamanho original. (TRABULSI;
SAMPAIO, 2008).

Entre os anaerébios descritos acima, alguns bacilos Gram-positivos, como
Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp., representam as principais bactérias
benéficas, sendo chamadas de probioticas porque podem compor alguns alimentos
que beneficiam a MI. Estes micro-organismos auxiliam na manutengdo de um
balango saudavel da microbiota intestinal, por produzirem compostos orgéanicos
decorrentes da atividade fermentativa, que inibem a multiplicagdo de bactérias
patogénicas. As bifidobactérias ndo apresentam fator de patogenicidade para o
homem. No leite materno encontram-se oligossacarideos que exibem fator
bifidogénico, ou seja, favorecem a implantacdo de bactérias probidticas no trato
gastrintestinal dos recém-nascidos. (EDWARDS; PARRET, 2002; MORAIS; JACOB,
2006; TALARICO, 2012).

Em férmulas para criangas, combinacdes especificas de prebidticos como
galacto-oligossacarideos e fruto-oligossacarideos, sdo consideradas estimulantes do
crescimento de bifidobactérias e lactobacilos, assim como os oligossacarideos
presentes no leite materno (HAARMAN; KNOL, 2006). Como o género
Bifidobacterium spp, os Lactobacillus spp também s&o caracterizados como
bactérias &cido-lacticas probidticas utilizadas por indUstrias alimenticias na producéo
de leites fermentados, sdo micro-organismos considerados seguros e que trazem

muitos beneficios, sem riscos para a saude humana e o ambiente. (HAYASHI;
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SAKAMOTO; KITAHARA; BENNO, 2003; SIPOS; SZEKELY; PALATINSZKY;
REVESZ; MARIALIGETI; NIKOLAUSZ, 2007; BRANDT; TADDEI; TAKAGI,
OLIVEIRA; DUARTE; IRINO; MARTINEZ; SAMPAIO, 2012; TALARICO, 2012).

Estudos tem comparado a Ml humana pela andlise de isolados a partir de
métodos de culturas de anaerdbios estritos (s6 sobrevivem com a auséncia de
oxigénio) e facultativos (metabolizam com ou sem oxigénio). A complexidade deste
ecossistema, principalmente no que se refere a ambientes ausentes de oxigénio,
dificultou os estudos iniciais. Assim, na década de 80, deram inicio as publicacdes
sobre a MI, bem como sobre as técnicas de cultivo de anaerébio, as quais permitiam
que bactérias do trato gastrintestinal, fossem cultivadas fora do seu habitat natural.
(TANNOCK, 2005).

Na medida em que os estudos foram sendo desenvolvidos, percebeu-se que
0 uso de técnicas de cultivos apresentava falhas porque muitas, provavelmente a
maioria, das espécies de micro-organismos ndo podem ser cultivados em meios
laboratoriais. (TANNOCK, 2005; INGRAHAM, J.; INGRAHAM, C., 2010). Os
pesquisadores notaram que 0 numero de micro-organismos era maior na contagem
em laminas do que aos obtidos apés serem cultivados. Com isso, foi estimado que
apenas 40% da Ml era cultivhvel em meios ndo seletivos. (MOUNTZOURIS;
McCARTNEY; GIBSON, 2002; TANNOCK, 2005; INGRAHAM, J.; INGRAHAM, C.,
2010).

Hoje é possivel identificar a composicdo da microbiota por meio de técnicas
moleculares como a reagdo em cadeia de polimerase em tempo real (QPCR), as
quais ajudam a revelar uma grande diversidade da microbiota nas amostras
analisadas.

Ribossomos procariotos contém duas subunidades, 50S e 30S. A subunidade
50S contém 34 proteinas e as moléculas de rRNA 5S e 23S rRNA. A subunidade
30S contém 21 proteinas e a molécula de rRNA 16S. O sequenciamento do gene
16S rRNA tem sido amplamente empregado para desenvolver a filogenia dos
procariotos. (TALARICO, 2012). A constru¢do da biblioteca do gene 16S rRNA, feita
para um estudo de comunidades bacterianas presentes em diferentes
ecossistemas vem sendo utilizada em estudos sobre a microbiota fecal (MF).

De acordo com as regides conservadas e variaveis do gene 16S rRNA pode-
se identificar a filogenia das bactérias, pois essas regifes sdo proprias de cada

grupo de organismos. Com a construcdo da biblioteca 16S rRNA é possivel
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identificar todos os micro-organismos de uma determinada amostra, inclusive os de
dificil cultivo. (TALARICO, 2012). A qPCR é a metodologia de escolha para a
confirmagdo quantitativa desses ensaios e pode ser usada para determinar o
ndamero de bactérias especificas, através da utilizagdo de iniciadores desenhados
para reconhecer regifes especificas do gene 16S rRNA. Esta técnica tem se
mostrado mais sensivel que o PCR cléssico, inclusive por detectar células
bacterianas por grama de amostra fecal em concentragcdes menores que na técnica
convencional. (MATSUKI;  WATANABE; FUJIMOTO; KADO; TAKADA;
MATSUMOTO; TANAKA, 2004; FURRIE, 2006; MATHYS; LACROIX; MINI; MEILE,
2008; FURET; FIRMESSE; GOURMELON; BRIDONNEAU; TAP; MONDOT; DORE;
CORTHIER, 2009; TALARICO, 2012). Por esta razao, esta técnica € utilizada para
analisar a real participacdo de bactérias anaerdbias na comunidade microbiana
intestinal, do grupo de criancas desta pesquisa.

A técnica de gPCR apresenta dois sistemas de deteccdo de sequéncias: 0
sistema TagMan® e o sistema do corante SYBR® Green |. O sistema TagMan utiliza
uma sonda contendo um corante reporter fluorescente na extremidade 5 (que
transmite fluorescéncia apds clivagem da sonda com a separagdo dos corantes
reporter e quencher) e um corante quencher (que inibe o corante reporter enquanto
a sonda estiver intacta) na extremidade 3" para possibilitar a deteccdo de um
produto especifico da PCR conforme esse se acumula durante os ciclos da reacao.
O sistema SYBR Green | utiliza o corante SYBR Green | que se liga ao DNA dupla
fita, conforme ocorre a progressdo da PCR e consequentemente o aumento de
copias do DNA, a intensidade da fluorescéncia também ir4 aumentar.

Com o nascimento, o grau de contaminagdo ambiental, possivelmente
interfere na composig¢ao da microbiota, fato que de acordo com Brandt (2008), ainda
ndo esti claro. Existem poucos estudos sobre a composi¢cdo da microbiota em
recém-nascidos com malformagdo craniofacial, em especial as com SR que
necessitam de tratamento adequado e variado para completa reabilitacao.

As anomalias craniofaciais, como fissura pré e pds-forame incisivo e SR séo
resultados de altera¢des ocorridas durante o desenvolvimento embrionario humano
e podem ser notadas no embrido de apenas alguns dias. (LOFIEGO, 1992). A
etiologia da SR é explicada de maneiras distintas. Ela é descrita como uma triade de
anomalias na qual a crianga apresentard micrognatia (hipodesenvolvimento

mandibular) e glossoptose (deslocamento posterior da lingua que causa obstru¢do
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na faringe) com ou sem fissura palatina associada, resultando em obstrucdo das
vias aéreas e dificuldades alimentares que sdo mais frequentes e mais graves no
periodo neonatal. Vale ressaltar que a fenda palatina esta presente em cerca de
90% dos casos de SR. (MARQUES; SOUZA; CARNEIRO; PERES; BARBIERI;
BETIOL, 2005a). A SR pode estar associada a outras sindromes como a de
TREACHER-COLLINS e STICKLER. (PUERARI, 2001).

Fgural - criangas com Sequéncia de Robin
Fonte: Mondini (2008)

O quadro clinico dos pacientes com SR é bastante diversificado, a crianca
pode expressar desde leve dificuldade respiratéria, alimentar, obstrugéo respiratéria
(nem sempre causada somente por glossoptose), fissura submucosa até graves
crises de asfixia, podendo levar ao 6bito se ndo houver rapida intervengcao médica, e
retardo mental. Avaliagbes clinicas e instrumentais (nasoendoscopia) permitem
classificar os pacientes com anomalias craniofaciais e apnéia obstrutiva, incluindo
SR, em quatro tipos de obstrucdo (PUERARI, 2001;MARQUES; SOUZA;
CARNEIRO; PERES; BARBIERI; BETIOL, 2005a): TIPO 1 a obstrugdo resulta do
retroposicionamento do dorso da lingua em contato com a parede posterior da
faringe abaixo do palato posterior; no TIPO 2 a obstrugdo vem do
retroposicionamento do dorso da lingua em compressao com o palato posterior ou
partes dele (quando a fissura esta presente) contra a parede posterior da faringe; o
TIPO 3 é quando as paredes laterais da faringe se movem medialmente, obstruindo
as vias aéreas e a lingua ndo entra contato com a parede posterior da faringe; e 0
TIPO 4 a obstrugcdo ocorre por causa da contracdo esfinctérica das paredes

faringeas sem contato da lingua com a parede posterior da faringe. (SHER;
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SHPRINTZEN; THORPY, 1986; SHER, 1992; MARQUES; SOUZA; CARNEIRO;
PERES; BARBIERI; BETIOL, 2005a).

Dificuldades alimentares, como pouco volume de leite ingerido, alimentacéo
por via oral demorada (geralmente maior que 30 minutos), fadiga, tosse, engasgos,
vomitos e regurgitagbes durante e apdés as amamentagdes, podem levar a crianca
com SR a desnutricdo e segundo Marques et al. (2005%) poucos estudos foram
desenvolvidos para resolver essas dificuldades alimentares. Tais dificuldades
poderiam levar os pacientes & desnutricdo protéico-calérica ou ao uso prolongado de
sondas alimentadoras e suas graves consequéncias. (LOFIEGO, 1992). Técnicas
Fonoaudioldgicas Facilitadoras da Alimentacdo (TFFA) sdo usadas para melhorar a
aceitacdo alimentar das criangcas com SR. Essas técnicas, que consistem em
estimulacdo da succdo ndo-nutritiva através do uso de chupeta, massagem para
relaxar e anteriorizar a lingua, suporte manual para sustentar a mandibula, bico de
mamadeira longo, macio, com furo aumentado para 1 mm, colocacdo do bico
exatamente sobre a lingua, postura global simétrica e movimentos ritmicos do bico
na cavidade oral durante a succ¢do nutritiva, sdo aplicadas por fonoaudi6logos e
estudos realizados mostram que com a utilizagdo destas, gradativamente pode se
obter a alimentacdo oral. (MARQUES; SOUSA; CARNEIRO; PERES; BARBIERI;
BETTIOL, 2005b).

No Hospital de Reabilitagdo de Anomalias Craniofaciais da Universidade de
S&o Paulo (HRAC-USP) a Unidade de Cuidados Especiais (UCE), denominada de
acordo com o organograma do HRAC-USP de Secédo de Terapia Semi-Intensiva,
destina-se a internacdo de lactentes e criancas com até dois anos de idade que
apresentem sindromes genéticas, multiplas anomalias congénitas e criangas com
fissuras labio-palatina associadas a disfagia e/ou problemas respiratérios.
(MONDINI, 2008). Esses pacientes tem toda a atencdo de uma equipe
multidisciplinar que trabalha com o objetivo de melhorar as dificuldades respiratorias.
Os tratamentos sdo: Tratamento Postural — o lactente permanece na posi¢ao prona,
isto é, em decubito ventral; Intubagdo Nasofaringea — colocagdo de uma cénula de
intubacéo orotraqueal de silicone (leitosa), com diametro de 3 a 3,5 mm, introduzida
de 7 a 8 cm pela narina até a faringe e cortada 1 cm para fora da narina. Esses dois
tratamentos séo indicados em pacientes com obstrugdo respiratoria leve (tipo 1);
Procedimentos Cirdrgicos — glossopexia, traqueostomia e distracdo osteogénica da

mandibula. Estes procedimentos, sdo usados em pacientes com casos mais graves
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do tipo 3 e 4. (MARQUES; SOUZA; CARNEIRO; PERES; BARBIERI; BETIOL,
2005a). Pacientes com SR que apresentam fissura palatina segue o protocolo do
HRAC com a correc¢ao cirtrgica do palato a partir de aproximadamente 12 meses de
vida.

| N Il
Figura 2 — criangcas com Sequéncia de Robin com canula
nasofaringea (I) e em posicao de prona (ll).
Fonte: Mondini (2008)

Os pacientes com fissura labiopalatina que ainda ndo se submeteram a
cirurgia, por sua vez, apresentam prejuizo na formagcdo da pressao intra-oral
negativa durante a suc¢gdo e com a comunicagéo entre as cavidades oral e nasal,
ocorrem perdas de alimentos pelo nariz ou aspiracdo dos mesmos, podendo causar
também, infeccdo respiratéria e otites de repeticdo. (MONDINI, 2008;
WECKWERTH; MARCHESANO; LAMONICA; AGUIAR, 1993; HAGBERG:
LARSON; MILERAD, 1998). Para eles, a cirurgia € o grande destaque do
tratamento.

Vale lembrar que pouco se sabe a respeito da associacdo entre a SR e a Ml.
O conhecimento da microbiota e com técnicas diferentes permite-se manipular as
populacdes bacterianas e promover a saude. Diante da importancia da Ml para a
saude humana e considerando a inexisténcia de estudos aplicados a populacédo de
criangcas com malformacao craniofacial, especialmente as com SR, justificou-se a
realizacdo deste trabalho, com o objetivo de analisar a Ml em criangas com SR
atendidas no Hospital de Reabilitacdo de Anomalias Craniofaciais — Universidade de

S&o Paulo no primeiro e segundo més de vida.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL:

Detectar e quantificar bactérias dos géneros Bifidobacterium spp e
Lactobacillus spp na microbiota fecal de criangas com Sequéncia de
Robin, atendidas em um hospital especializado no primeiro e segundo més

de vida por meio da técnica de PCR em tempo real.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Detectar e quantificar bactérias dos géneros Bifidobacterium spp e
Lactobacillus spp na microbiota fecal de criangcas com SR e obstrugéo
respiratoria alta tipo | sem intubacdo nasofaringea com um e dois meses
de vida.

Detectar e quantificar bactérias dos géneros Bifidobacterium spp e
Lactobacillus spp na microbiota fecal de criangas com SR e obstrugéo
respiratoria alta tipo | com intubag¢do nasofaringea com um e dois meses
de vida.

Verificar a influéncia do estado nutricional, tipo de parto, nivel
socioecondémico e o aleitamento materno na MI de criangas com SR e

obstrugéo respiratéria alta tipo | com e sem intubacéo nasofaringea.
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3 METODOLOGIA
3.1 CASUISTICA:

Foi realizado um estudo descritivo longitudinal, sendo realizada uma coorte de
um grupo de seis criangas com Sequéncia de Robin, analisadas quanto ao perfil da
MI, no primeiro e segundo més de vida, além dos fatores colonizadores externos.
Todas as criangas foram atendidas no Hospital de Reabilitagdo de Anomalias
Craniofaciais da Universidade de S&o Paulo (HRAC-USP) no periodo compreendido
entre abril de 2012 e janeiro de 2014.

Esta amostragem pequena, de conveniéncia, € imposta pela técnica laboriosa
e alto custo da metodologia molecular a ser empregada. O tamanho da amostra é
compativel com outros estudos publicados com metodologia semelhante. (BRANDT,
3008; HAYASHI; SAKAMOTO; BENNO, 2002).

3.2 METODOS:
3.2.1 Critérios de Incluséo:

Criangas no primeiro e segundo més de vida, de ambos o0s sexos com
Sequéncia de Robin e obstrucdo respiratéria alta tipo | com e sem intubacéo

nasofaringea.

3.2.2 Critérios de Exclusao:
Foram excluidos os individuos com idade superior a dois meses de vida,

sindrdmico e com obstrugdo respiratéria alta tipo 11, 11l e IV.

3.2.3 Grupo de Estudo:

O grupo de estudo foi constituido por 6 criangas com SR e obstrucédo
respiratoria alta tipo I, com ou sem intubacdo nasofaringea, de ambos os sexos e
com idade entre um e dois meses, triadas para tratamento especifico junto ao
Hospital de Reabilitagdo de Anomalias Craniofaciais da Universidade de S&o Paulo
— Bauru — SP.

Para a realizacdo desse projeto, foram fornecidos aos pais ou responsaveis
das criangas os detalhes referentes a realizacdo desta pesquisa e foi solicitado a
cada um que assinasse o Termo de Consentimento Livre Esclarecido, conforme
Resolucdo n°® 196/96 sobre “Pesquisa Envolvendo Seres Humanos”, do Conselho

Nacional de Saude/MS. (anexo 1).
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3.2.4 Momentos do Estudo

Para avaliacdo da microbiota fecal dos seis individuos da pesquisa, foram

utilizados os seguintes Momentos:

e Momento Um (M1): Caracterizado por criangcas com SR e obstrugdo
respiratoria alta tipo I, com ou sem intubagdo nasofaringea, de ambos os
sexos e com um més de idade.

e Momento Dois (M2): Caracterizado por criangas com SR e obstrugdo
respiratoria alta tipo I, com ou sem intubagdo nasofaringea, de ambos os

sexos e com dois meses de idade.

3.2.5 Triagem dos pacientes com SR
Todas as criangas com SR e obstrugdo respiratoria alta tipo | com e sem

intubag&o nasofaringea foram avaliadas clinicamente pelos médicos do HRAC-USP.

3.2.6 Caracteristicas epidemioldgicas

Os pais ou responsaveis pelas criangas foram entrevistados, pelo orientador
do trabalho, em salas reservadas observando-se informacdes relativas a sexo,
idade, procedéncia, peso, altura, antecedentes pessoais patoldgicos, tipo de parto

(natural ou cirdrgico) e duragéo do aleitamento materno.

3.2.7 Avaliacao socioecondmica

A classificagdo socioeconémica das criancas com SR foi obtida do prontuério
do paciente pelo profissional do HRAC-USP, Dr. Narciso Almeida Vieira, e orientador
da pesquisa apoOs autorizagdo dos pais, observando-se 0s seguintes parametros:
situacdo econdmica da familia, nimero de membros, escolaridade, habitacdo e
ocupagéo. Para essa avaliagao, foi utilizado um sistema de pontuacgéo simples, por
meio de correlagbes, em classificacdo por estratos: baixo inferior, baixo superior,
médio inferior, médio, médio superior e alto. Esses indicadores foram organizados
em uma tabela denominada “Instrumental para a Classificagdo Socioeconémica”,
com as respectivas pontuacdes, com elementos qualitativos e quantitativos. Os
dados foram organizados em protocolo denominado “ficha social do Hospital de
Reabilitagdo de Anomalias Craniofaciais-USP”, de acordo com a metodologia de

classificagéo socioecondmica proposta por Graciano et al. (1999). (Anexo 2).
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3.2.8 Avaliac¢ao nutricional

A avaliagdo nutricional foi obtida por meio de medidas antropométricas,
considerando o percentil de peso para estatura em criangas até dois meses.
(RICHARD, 1994; WORD HEALTH ORGANIZATION, 1995).

Peso (P) — foi aferido em quilogramas (Kg) pela manh&, com os lactentes
descalgos e nus, em balanga FILIZOLA, modelo pediatrico, com precisdo de 10
gramas e carga maxima de 16 kg. (AUGUSTO, 1993).

Estatura (E) — foi aferida em centimetros (cm). As medidas foram realizadas
em craveira de férmica, com escala métrica de aluminio preso em uma das bases
laterais cujo comprimento n&o se altera significativamente com as variagbes de
temperatura; subdividida a cada 0,5 cm e com 1 metro de mensuracao maxima. A
craveira possui um anteparo fixo para encostar-se na cabega da crianga e outro
movel, que se estende até os pés. Os pacientes estiveram na posi¢do supina,
horizontal, descalgos e nus. (FALKNER, 1985; WEITZBERG; FERREINI, 1995).

Percentil de peso para estatura — O percentil de peso para idade foi
avaliado segundo a curva de referéncia do “National Center for Health Statistics

(NCHS)”, sendo estabelecido como linha diviséria da normalidade o percentil dez.

3.2.9 Avaliacao da Microbiota Fecal

Colheita das amostras fecais

Os pais ou responsaveis pelas criancas foram orientados, no momento da
anamnese, e colheram uma amostra de fezes durante o tratamento especifico no
HRAC-USP a partir da primeira internagcéo hospitalar e para tratamento quando os
pacientes completaram um e dois meses de vida. Foi entregue aos pais o frasco
estéril para colheita de fezes.

As amostras de fezes foram colhidas apds uma evacuagdo recém-emitida,
diretamente das fraldas e acondicionadas em recipientes plasticos estéreis a seco.
Ap6s serem colhidas, as amostras foram encaminhadas imediatamente ao
Laboratorio de Patologia Clinica do HRAC-USP, para acondicionamento no freezer
(-80°C) até o processamento, até o momento da avaliagdo da MF nos dois

momentos.
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Analise molecular da microbiota fecal

O DNA das amostras coletadas a seco foi obtido utilizando o kit QIAmp DNA
Stool Mini (Quiagem) para o isolamento de DNA gendmico bacteriano das amostras
de fezes, de acordo com as recomendacodes do fabricante.

Extracdo do DNA das amostras de fezes

As fezes coletadas foram mantidas, sob refrigeracéo, a -80°C até o momento
do uso. O DNA das amostras coletadas foi obtido utilizando o kit QIAmp DNA Stool
Mini (Qiagem) para o isolamento de DNA gendmico bacteriano das amostras de
fezes, de acordo com as recomendacdes do fabricante, Furet et. al. 2009 e McOirist;
Jackson e Bird 2002 com algumas modificagbes, a saber: foram aliquotados em um
microtubo estéril 180-220 mg de fezes e para melhor homogeneizacdo foram
utilizadas espétulas estéreis préximo & chama do bico de Bunsen. Em seguida,
foram adicionados 1,4 mL de tamp&o ASL e a homogeneizacéo total foi feita em
vortex, por 1 minuto ou até completa homogeneizacdo. O tubo foi incubado em
banho-maria seco, por 10 minutos a 90°C, homogeneizado em vortex por 15
segundos e centrifugado a 120rpm, por 2 minutos.

O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo estéril de 2 ml,
1,2mL e o pellet foi descartado. A este tubo foi adicionado 1 comprimido Innibitex
e imediatamente ocorreu a homogeneizacdo no vortex, por 1 minuto ou até o
comprimido dissolver completamente. Este tubo foi incubado a temperatura
ambiente, por 1 minuto e centrifugado a 120rpm, por 5 minutos. Todo o volume do
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo estéril de 1.5 ml e o pellet foi
descartado. O tubo contendo o sobrenadante transferido foi centrifugado a
120rpm, por 5 minutos.

Em um novo microtubo estéril de 1.5 ml, pipetou-se 15uL de proteinase K e
para este tubo transferiu-se 200uL do sobrenadante do tubo centrifugado, 200pL
de tampé&o AL e a homogeneizagdo em vortex foi feita por 15 segundos. O tubo foi
incubado a 70°C, em banho-maria, por 10 minutos. Ao lisado, adicionou-se 200uL
de etanol P.A. e o tubo foi homogeneizado em vortex. O lisado foi transferido para
uma coluna (disponivel no kit), identificada na tampa, e centrifugado a 120rpm, por
2 minutos. O tubo coletor foi trocado por outro disponivel com o Kkit.
Cuidadosamente, a tampa da coluna foi aberta e adicionou-se 500uL de tampdao

Buffer AW1. Fechou-se a tampa e a coluna foi centrifugada por 2 minutos, a
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120rpm. Este passo foi repetido, mas agora pipetando 500pL de tampao AW2,
centrifugando por 5 minutos e trocando o tubo coletor. O tubo coletor foi trocado
mais uma vez e a coluna foi centrifugada a 120rpm, por 2 minutos, para remover
possiveis residuos dos tamp&es da coluna. A coluna foi transferida para um novo
microtubo estéril, identificado na lateral e acrescentados 100uL de agua destilada
(Mili Q) estéril a 37°C na coluna. Apés incubacdo a temperatura ambiente, por 1
minuto o tubo foi centrifugado a 120rpm, por 2 minutos. A quantificagéo foi feita no
equipamento Nanodrop® 2000 (Thermo Scientific) e tubo foi mantido a -20°C até o

momento do uso.

3.2.10 Quantificacéo e detecc¢éo por gPCR

Deteccéao e Quantificagdo por PCR em tempo real (QPCR):

Vale ressaltar que a quantificagdo e detecgdo dos géneros Bifidobacterium
spp e Lactobacillus spp por meio da qPCR foi realizada pela Dra. Carla Tadei e Dra.
Silvia Talarico na Universidade de Sao Paulo — USP que colaborararm imensamente
para a realizagao deste trabalho.

Para obter o DNA bacteriano utilizado na constru¢do da curva padréo, foram
feitas as curvas de crescimento das bactérias que foram quantificadas.

Aliquotas dos pontos de leitura da fase log de crescimento dos micro-
organismos que foram quantificados foram congeladas e o DNA extraido com o Kit
Wizard Genomic DNA Purification (Promega), de acordo com as instrugbes do
fabricante.

Diluicdes seriadas de uma concentragdo conhecida de DNA gendmico da
espécie a ser quantificada foi usada na construgédo da curva padréo.

PCR em tempo real:

A reacdo de PCR em tempo real foi realizada em equipamento 7500 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems).

Foram pesquisados os seguintes géneros bacterianos: Bifidobacterium spp e
Lactobacillus spp.

Para a quantificacdo da populacdo de Bifidobacterium spp foi utilizado o sistema
TagMan® e para o género Lactobacillus spp o sistema SYBR-Green®, utilizando os
iniciadores e sondas descritos por FURET et. al. (2009). O ciclo threshold, nimero

do ciclo onde a eficiéncia de deteccdo de fluorescéncia € de 100% (regido de
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crescimento exponencial) foi monitorado (FURET; FIRMESSE; GOURMELON;
BRIDONNEAU; TAP; MONDOT; DORE; CORTHIER, 2009).

Padronizacéo da reacdo de quantificacao por qPCR

A padronizagao das reac¢des de quantificagéo foi realizada para se determinar
as concentragbes ideais de iniciadores, através da combinagdo de diferentes
concentragdes de iniciadores foward e reverse (figura 3), a fim de se obter uma
eficiéncia entre 90% e 110%, além de otimizar a reacdo para um volume final de
20uL. Quanto mais proximo de 100% a eficiéncia da reagdo estiver, melhor o
desempenho do ensaio. A eficiéncia é calculada pelo software 7500 Software

Version 2.0.5 Applied Biosystems, Life Technologies Corp., 2010.

Iniciador reverse
50nM 300nM 900nM
Iniciador foward
50nM 50/50 50/300 50/900
300nM 300/50 300/300 300/900
900nM 900/50 900/300 900/900

Figura 3 — Concentracdes de iniciadores utilizados na padronizacdo das reacdes
de quantificacédo
Fonte: Talarico (2012)

Curvas padrao

Para obter o DNA bacteriano utilizado na construgdo da curva padréo das
bactérias a serem quantificadas, aliquotas de 1mL da fase log de crescimento
desses micro-organismos foram utilizadas para a extragdo do DNA gendmico com o
Kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega), de acordo com as instru¢gdes do
fabricante (FURET; FIRMESSE; GOURMELON; BRIDONNEAU; TAP; MONDOT;
DORE; CORTHIER, 2009).

As bactérias anaerdbias (Bifidobacterium animalis subsp lactis HNO19 e e
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356) foram inoculadas em caldo Lactobacilli MRS
(Difco) e incubadas por 24h, em anaerobiose, a 37°C.

Diluicdes seriadas de uma concentragcdo conhecida de DNA gendmico de
cada espécie a ser quantificada foram usadas na construgdo da curva padrdo. As
curvas padrdo foram construidas para cada um dos micro-organismos estudados e

como controle negativo, foi utilizada agua estéril MilliQ®.
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Para a quantificacdo das bactérias anaerdbias foram utilizadas as seguintes
bactérias para constru¢do das curvas: Bifidobacterium animalis subsp lactis HNO19 e
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

Quantificagdo de micro-organismos por qPCR

As reacbes de quantificacdo por qPCR foram realizadas em equipamento
7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). A relacdo de iniciadores e
sondas utilizados encontra-se descrita na Tabela 1. (RINTTILA; KASSINEN;
MALINEN; KROGIUS; PALVA, 2004; FURET; FIRMESSE, GOURMELON;
BRIDONNEAU; TAP; MONDOT; DORE; CORTHIER, 2009).

O volume total final de reagéo foi determinado em 20uL, sendo 2uL de DNA
extraido de fezes conforme descricdo anterior e 0 volume restante composto por
mix, iniciadores e sondas. (FURET; FIRMESSE; GOURMELON; BRIDONNEAU;
TAP; MONDOT; DORE; CORTHIER, 2009).

Para as reagOes utilizando o sistema SYBR® Green |, as condigbes de
amplificagéo foram: desnaturag&o por 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, seguida
de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 60 segundos a 60°C, seguidas da curva de
melting (15 segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C, 15 segundos a 95°C e 15 segundos
a 60°C).

Analise estatistica

Os calculos de quantificacdo das amostras foram realizados no programa
Excel, com o valor do ciclo threshold (Ct) obtido durante as corridas. Estes valores
foram colocados na equacéo da reta obtida a partir da curva padréo construida. Os
valores obtidos foram corrigidos de acordo com a diluigdo das amostras (BOLOTIN;
WINCKER; MAUGER; JAILLON; MALARME; WEISSENBACH; ERLICH; SOROKIN,
2001; ALTERMANN; RUSSELL; AZCARATE-PERIL; BARRANGO; BUCK;
MCAULIFFE; SOUTHER; DOBSON; DUONG; CALLANAN; LICK; HAMRICK; CANO;
KLAENHAMMER, 2005; DURFEE; NELSON; BALDWIN; PLUNKETT; BURLAND;
MAU; PETROSINO; QIN; MUZNY; AYELE; GIBBS; CSORGO; POSFAI
WEINSTOCK; BLATTNER, 2008; BARRANGOU; BRICZINSKI, TRAEGER,
LOQUASTO; RICHARDS; HORVATH; COUTE-MONVOISIN; LEYER; RENDULIC;
STEELE; BROADBENT; OBERG; DUDLEY; SCHUSTER; ROMERO; ROBERTS,
20009).
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O numero de copias da espécie bacteriana foi calculado para cada amostra
de fezes, a partir dos valores de Ct, utilizando as curvas padrdo construidas
(ZHANG; SHAO; FANG, 2009).

Para calcular o nimero de copias foi utilizada a seguinte formula (CREA...,
c2012).

n° de copias = DNA(Qg) /copia genoma (Q)
onde:

cépia genoma(g) = tamanho genoma (nt)*1,096.10-21(g/bp)

Tabela 1 - Condi¢bes da reacdo de quantificagdo por g°PCR

Iniciadores e Concen- Condigdes
Organismo Sequéncias (5" — 3) Referéncias . Sistema .
sondas Tracao dareacéo
— CGG GTG AGT AAT denaturag&o por 2 minutos
GCG TGA CC a 50°C, 10 minutos a 95°C,
F_Bifid 09¢ 300nM
Bifidobacterium — TGA TAG GAC FURET et al, ® seguida de 40 ciclos de 15
R_Bifid 06 300nM TagMan
spp GCG ACC CCA 2009 segundos a 95°C e 60
P_Bifid 250nM
— 6FAM-CTC CTG segundos a 60°C

GAA ACG GGT G

denaturagéo por 2 minutos

a 50°C, 10 minutos a 95°C,

seguida de 40 ciclos de 15
segundos a 95°C e 60

AGC AGT AGG GAA
segundos a 60°C, seguidos

Lactobacillus Lactobacillus F TCTTCC A RINTTILA et 300nM SYBR®
. da curva de melting (15
spp Lactobacillus R CAC CGC TAC ACA al, 2004 300nM Green | )
TGG AG segundos a 95°C, 1 minuto

a 60°C, 15 segundos a
95°C e 15 segundos a
60°C)

Fonte: Talarico (2012)

3.2.11 Padronizagéo das reagdes de quantificagdo por gPCR

Foram padronizadas as reagbes de quantificagdo com os iniciadores para
quantificacdo dos géneros anaerdbios Bifidobacterium spp e Lactobacillus spp
construindo curvas padrdo. A concentragdo dos iniciadores foi determinada para
atingir uma eficiéncia entre 90 e 110% e a reacg&o otimizada para um volume final de
20pL, sendo 2uL de amostra.

A padronizagéo da reacao de quantificagéo para o género Bifidobacterium foi
realizada utilizando sistema TagMan® (figuras 4 e 5) e permitiu definir as

concentragdes de iniciadores em 300nM, tanto para foward quanto reverse e 250nM
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para a sonda com reporter FAM e quencher NFQ-MGB, pois nessas condi¢cdes, a
eficiéncia da reacgédo foi de 90,516%. Foram usadas 5 diluicbes decimais seriadas de
DNA genbmico de Bifidobacterium animalis subsp lactis HNO19 na construcdo da

curva padréo. O ponto inicial da curva teve concentragéo de 5,3ng/pL.

Standard Curve
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Q0001 @00 0002 am o2 a1 02 1 2 3 458 10

Quantity
Target: Curva Bifido Slope: -3,572 Y-Inter: 22,211 EE-, 0,999 Eff%: 90,516 |‘:—|

Figura 4: padronizagdo da curva padrdo com iniciador especifico para Bifidobacterium spp..
1. Diluicao 100 (concentracéo de DNA: 5,3ng/[IL, n° de copias de DNA: 4,99.107). 2. Diluicdo
10-1.

3. Diluicdo 10-2. 4. Diluicdo 10-3. 5. Diluicao 10-4.

Fonte: Talarico (2012)
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Figura 5: perfil de amplificacdo da curva padrao com iniciador especifico para Bifidobacterium

spp..

1. Diluicdo 100. 2. Diluicao 10-1. 3. Dilui¢cdo 10-2. 4. Diluicao 10-3. 5. Diluigdo 10-4.
Experimentos realizados em triplicata.

Fonte: Talarico (2012)

A padronizacdo da reacdo de quantificacdo de bactérias do género
Lactobacillus utilizou sistema SYBR Green® | (figuras 6 e 7) e com as
concentragdes de 300nM para os iniciadores foward e reverse, apresentou eficiéncia
de 93,237%. A curva de melting comprovou a especificidade da reacéao (figura 8).
Foram utilizadas 5 diluicdes decimais seriadas de DNA gendmico de Lactobacillus
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acidophilus ATCC4356 na construcdo da curva padrdo e o ponto inicial teve

concentragdo de 10,1ng/uL.

Standard Curve
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Figura 6: padronizagdo da curva padrdo com iniciador especifico para Lactobacillus spp..
1. Diluicao 100 (concentracéo de DNA: 10,1ng/[IL, n°® de cépias de DNA: 9,25.107).

2. Diluigéo 10-1.

3. Diluicdo 10-2. 4. Diluicdo 10-3. 5. Diluicao 10-4.

Fonte: Talarico (2012)

Amplification Plot

=
19
=]

0,001 { /e
0,0001
0,00001

0,000001 *— T — T — T T T T T T T T T T -
Z 4 & 8 MW o122 W 1w ¥ XN R M X ¥ N R MK X B LA

Cycle

Figura 7: perfil de amplificacdo da curva padrao com iniciador especifico para Lactobacillus
spp..

Diluicdo 100. 2. Diluigdo 10-1. 3. Diluicdo 10-2. 4. Diluicdo 10-3. 5. Diluigédo 10-4.
Experimentos realizados em triplicata.

Fonte: Talarico (2012)
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Melt Curve

Derivative Reporter (-Rnt
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Figura 8: curva de melting para padronizagdo com iniciador especifico para Lactobacillus
spp..

Fonte: Talarico (2012)
3.2.12 Acompanhamento das criangas e registro de informacdes

As criangas foram acompanhadas pelo pesquisador a partir da internagdo na
Unidade de Cuidados Especiais do HRAC-USP. Foram registradas informacoes
sobre o pré-natal e condicdes de nascimento, alimentagdo, intercorréncias

infecciosas e ao uso de medicacdes na ficha de avaliacao clinica (anexo 3).

3.2.13 Etica (anexo 4)
O presente estudo foi submetido & avaliacdo do Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital de Reabilitagdo de Anomalias Craniofaciais da Universidade de S&o

Paulo, recebendo parecer favoravel em 26 de junho de 2012.

3.2.14 Apresentacdes em simpd@sios e jornadas

Este trabalho foi apresentado no 21° Simpoésio Internacional de Iniciagao
Cientifica da USP — SIICUSP, sob orientagdo de Narciso Almeida Vieira, na area de
Ciéncias Bioldgicas, realizado nos dias 23 e 24/10/2013, no CCRP, Ribeirdo Preto,
SP.

No 22° Simpdsio Internacional de Iniciagdo Cientifica da USP — SIICUSP, sob
orientacdo de Narciso Almeida Vieira, na area de Ciéncias Biologicas, realizado no
dia 16/09/2014, na Pés Graduacdo do Hospital de Reabilitacdo de Anomalias
Craniofaciais — HRAC/USP.

Foi apresentado também, na Il Jornada de Biomedicina, sob orientagdo de
Narciso Almeida Vieira, realizada nos dias 29, 30, 31/10/2014, na Universiade

Sagrado Coragdo.
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4 RESULTADOS FINAIS
4.1 Caracterizagdo da casuistica quanto a sexo
A distribuicdo dos individuos do grupo de estudo de acordo com 0 sexo esta

apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 - Distribuicdo das 6 criangas, com Sequéncia de Robin de acordo com o
sexo. Bauru, SP, 2014

Grupo G
Sexo n° (%)
Masculino 1 (16,6)
Feminino 5 (83,3)
Total 6 (100,00)

Fonte: elaborado pelo autor
G = Grupo de 6 criangcas com Sequéncia de Robin com sonda nasofaringea

Foi observado que a maioria das criangas com Sequencia de Robin era do

sexo feminino.

4.2 Caracterizagdo da casuistica quanto a procedéncia
No presente trabalho observou-se que 33,3% dos individuos do grupo de
estudo eram do Estado de Sao Paulo, 16,6% do estado de Goias, 16,6% do Rio de

Janeiro, 16,6% de Alagoas e 16,6% de Santa Catarina.

4.3 Caracterizagdo da casuistica quanto ao nivel socioeconémico
A distribuicdo dos individuos do grupo de estudo, de acordo com o nivel

socioeconGmico, esta apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3 - Distribui¢cdo das 6 criangas, com Sequéncia de Robin de acordo
com o nivel socioecondbmico. Bauru, SP, 2014

Grupo G
Social ne (%)
BI 0 (0)
BS 1 (16,6)
M 5 (83,3)
Total 6 (100,00)

Fonte: elaborado pelo autor

G = Grupo de 6 criangas com Sequéncia de Robin com sonda nasofaringea
Bl = Baixo Inferior

M = Médio

BS = Baixo Superior

Foi observado que no grupo de estudo a maioria pertencia ao nivel

socioecondmico médio.

4.4 Caracterizagado da casuistica quanto ao tipo de parto

A distribuicdo dos individuos do grupo de estudo, de acordo com o tipo de

parto (normal ou cirdrgico) esta apresentada na Tabela 4.

Tabela 4 - Distribuicdo das 6 criangas, com Sequéncia de Robin de acordo
com o nivel socioeconémico. Bauru, SP, 2014

Grupo G
Parto n° (%)
Cirargico 6 (100)
Normal 0 )
Total 6 (100,00)

Fonte: elaborado pelo autor
G = Grupo de 6 criangas com Sequéncia de Robin com sonda nasofaringea

Foi observado que a todas as criangas no grupo de estudo nasceram de parto

cirurgico.

4.5 Caracterizagdo da casuistica quanto ao aleitamento materno
A distribuicdo dos individuos do grupo de estudo, de acordo com o tempo de

aleitamento materno, esta apresentada na Tabela 5.
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Tabela 5 — Distribuicdo das 6 criancas Sequéncia de Robin de acordo com o
aleitamento materno. Bauru, SP, 2014

Grupo G
Aleitamento n° (%)
Materno
Sim 2 (333)
N&o 4 (66,6)
Total 6 (100,00)

Fonte: elaborado pelo autor
G = Grupo de 6 criangas com Sequéncia de Robin com sonda nasofaringea

Foi observado que no de estudos a maioria das criangas ndo recebeu leite

materno.

4.6 Caracterizagdo da casuistica quanto ao uso de ranitidina
A distribuicdo dos individuos do grupo de estudo, de acordo com o uso de

ranitidina, esta apresentada na Tabela 6.

Tabela 6 - Distribuicdo das 6 criangas Sequéncia de Robin de acordo com o
uso de ranitidina. Bauru, SP, 2014

Grupo G
Uso de n° (%)
Ranitidina
Sim 5 (833
N&o 1 (16,6)
Total 6 (100,00)

Fonte: elaborado pelo autor
G = Grupo de 6 criangcas com Sequéncia de Robin com sonda nasofaringea

Observou-se, no grupo de estudo, que a maioria das criangas fez uso de

ranitidina.
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4.7 Caracterizagdo da casuistica quanto a realizagdo da TFFA

A distribuicdo dos individuos do grupo de estudo, de acordo a realizacdo da

TFFA, esta apresentada na Tabela 7.

Tabela 7 - Distribuigcdo das 6 criangcas Sequéncia de Robin de acordo com a
realizacdo da TFFA. Bauru, SP, 2014

Grupo G
TFFA n® (%)
Sim 3 (50)
N&o 3 (50)
Total 6 (100,00)

Fonte: elaborado pelo autor
G = Grupo de 6 criangas com Sequéncia de Robin com sonda nasofaringea

TFFA = Técnicas Fonoaudioldgicas Facilitadoras da Alimentagéo

Foi observado que no grupo de estudo, 50% das criangas realizaram a TFFA.

4.8 Caracterizagado da casuistica quanto a utilizagdo da dieta hipercalérica.
A distribuicdo dos individuos do grupo de estudo, de acordo com a utilizagdo

da dieta hipercaldrica, esta apresentada na Tabela 8.

Tabela 8 - Distribuigcdo das 6 criangcas Sequéncia de Robin de acordo com a
utilizacéo da dieta hipercalérica. Bauru, SP, 2014

Grupo G
Dieta n° (%)
Hipercalérica
Sim 3 (50
Nao 3 (50)
Total 6 (100,00)

Fonte: elaborado pelo autor
G = Grupo de 6 criangas com Sequéncia de Robin com sonda nasofaringea

Foi observado que no grupo de estudo 50% das criangas fizeram uso da dieta

hipercaldrica.



37

4.9 Caracterizagdo da casuistica quanto ao uso de sonda nasogastrica.
A distribuicdo dos individuos do grupo de estudo, de acordo com a utilizagdo

da sonda nasogastrica, esta apresentada na Tabela 9.

Tabela 9 - Distribuigcdo das 6 criangcas Sequéncia de Robin de acordo com a
utilizacédo da sonda nasogastrica. Bauru, SP, 2014

Grupo G
SG n° (%)
Sim 6 (100)
N&o 0 (0)
Total 6 (100,00)

Fonte: elaborado pelo autor
G = Grupo de 6 criangas com Sequéncia de Robin com sonda nasofaringea
SG= Sonda Nasogastrica

Foi observado que no grupo de estudo, todas as criangas fizeram uso da

sonda nasogastrica.

4.10 Quantificagdo bacteriana nas amostras fecais estudadas

Apos a determinagd@o das concentracdes ideais de iniciadores e sondas, as
amostras também foram testadas e o perfil de amplificagdo observado determinou a
necessidade ou ndo de diluigio das mesmas, ou para adequacdo do Ct das
amostras dentro da curva de calibragdo para posterior calculo de quantificacéo, ou
para diminuigcdo da presenca de interferentes da amplificacdo. Todas as amostras
foram quantificadas em triplicata e o niumero de cépias em 1g de amostra de fezes

de bactéria especifica é observado na Tabela 10.



Tabela 10 - Quantificagdo do nimero de copias de DNA/g de fezes

ALVO Bifidobacterium spp Lactobacillus spp.
SISTEMA TagMan® SYBR®Green |
300/300/250nM 300/300nM
Vol 20uL Vol 20uL
PACIENTES M1 M2 M1 M2
1 1,5E+08 4,2E+08 0,0E+00 0,0E+00
2 55E+11 1,4E+11 1,6E+06 0,0E+00
3 9,7E+08 2,4E+10 2,4E+06 0,0E+00
4 1,1E+11 3,0E+12 9,7E+08 0,0E+00
5 8,8E+09 2,9E+10 8,5E+03 8,1E+04
6 1,8E+07 8,2E+09 0,0E+00 0,0E+00

Fonte: elaborado pelo autor

Legenda: M1 = Momento 1 com um més de idade; M2 = Momento 2 com dois meses de idade
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O género Bifidobacterium spp. esteve presente em todas as criangas

analisadas. Sendo assim, observa-se que este género foi predominante em relagéo

aos outro género testado, ndo sendo possivel observar um padrdo de colonizacéo.

No entanto, de um modo geral, a quantificacdo de Bifidobacterium spp variou, em

média, entre 1,8x10" a 5,5x10™ n° de cépias/g de fezes em M1; em M2 variou entre

4,2x10°8 e 3,0x10™ n° de cépias/g de fezes.

O género Lactobacillus spp néo esteve presente em todas as criangas, sendo

detectado em baixa quantidade variando, em média, de 8,5x10°% a 9,7x108 n° de

cOpias/g de fezes em M1 e em M2 apenas uma crianga apresentou quantificacdo de

8,1x10*. Outras duas criancas apresentaram auséncia do micro-organismo em M1 e

M2.
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5 DISCUSSAO

Até o nascimento o ser humano € estéril e sua colonizacdo por micro-
organismos ocorre no inicio da vida, como demonstram diversos estudos. O célon
apresenta uma diversidade muito grande de micro-organismos aerébios e
anaerobios, cujo numero ultrapassa a soma de todas as células sométicas e
germinativas do proprio organismo. (HOOPER; MIDTVEDT; GORDON, 1998;
MONREAL; PEREIRA; LOPES, 2005; ALDEBERTH; WORD, 2009; FALK). Estes
micro-organismos atuam como fonte de antigenos e imunomoduladores
inespecificos, estimulando resposta imune local e sistémica, bem como
influenciando o ndmero e a distribuicdo da populacdo de células do tecido linfoide
associado ao intestino (VAN DER WAAIJ, 1982; MONREAL; MOREAU; COSTE,
1993PEREIRA; LOPES, 2005) e atuam também na defesa contra patdgenos
invasores (“resisténcia a colonizagdo” ou “efeito barreira”). Diversos fatores podem
influenciar a MI, entre eles dietas (HENTGES, 1978; MARTEAU; POCHART;
FLOURIE; PELLIER; SANTOS; DESJEUX; RAMBAUD, 1990; GIBSON; WANG,
1994; FALK; HOOPER; MIDTVEDT; GORDON, 1998; MARQUES,; CARNEIRO;
PERES; BARBIERI; BETTIOL, 2005b; ALDEBERTH; WORD, 2009), idade
(HAENEL, 1970; MOREAU; COSTE, 1993; MARQUES; SOUSA; CARNEIRO;
PERES; BARBIERI; BETTIOL, 2005) localizacdo geogréafica (MATA; JEJICANOS;
JIMENEZ, 1972; MOORE; HOLDEMAN, 1974; SALMINE; ISOLAURI; ONNELA,
1995), terapias medicamentosas (FINEGOLD, 1970; KURPAD; SHETTY, 1986),
doencas entéricas (BHAT; SHANTAKUMARI; RAJAN; MATHAN; KAPADIA;
SWARNABAI; BAKER, 1971; NORDENVALL; HALLBERG; LARSSON; NORD,
1983), estado hormonal (MARQUES; SOUSA; CARNEIRO; PERES; BARBIERI;
BETTIOL, 2005) e a malformacéo craniofacial. (VIEIRA, 2009).

A Sequéncia de Robin é exemplo de malformacéo craniofacial, resultante de
alteragcbes (ou defeitos) ocorridas durante o desenvolvimento embrionario humano.
(LOFIEGO, 1992). Algumas teorias defendem que sua origem deve-se a distirbios
genéticos ou a fatores mecanicos intra-uterinos e outras, ainda, a fatores
metabdlicos. (PUERARI, 2001).

A presente pesquisa investigou a presenca e a quantidade de Bifidobacterium
spp e Lactobacillus spp, micro-organismos que compde a MF, de criangas com

Sequéncia de Robin em dois momentos: trinta e sessenta dias de vida.
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No que diz respeito ao sexo, observou-se, até o0 momento, que a maioria das
criangcas com Sequencia de Robin é do sexo feminino. Este resultado concorda com
os trabalhos apresentados por Puerari (2001), Meyer et al (2008), Diégenes et al
(2013) e Peres. (2000).

Referente a procedéncia, observou-se, até o momento, que a maioria dos
pacientes é proveniente do estado de S&o Paulo concordando com os trabalhos
realizados por Vieira (2009) e Vieira & Pereira (2005), Peres et al (2006) e Arena et
al. (2005).

Diversas pesquisas mostram a influéncia da dieta na microbiota das pessoas.
(HENTGES, 1978; MARTEAU; POCHART; FLOURIE; PELLIER; SANTOS;
DESJEUX; RAMBAUD, 1990; FALK; GIBSON; WANG, 1994; HOOPER; MIDTVEDT,
GORDON, 1998). Porém a alimentacdo do individuo esti relacionada com sua
condicao socioecondmica. Nesta pesquisa, observou-se que a maioria dos pacientes
pertencia a classe socioecondémica média, discordando dos estudos de Vieira (2009)
Vieira & Pereira (2005) e de dados nacionais apresentados por Borgo (2001), que
em 2001, na reunido da Organizagdo Mundial da Saude, mostrou que 86% dos
pacientes com malformagéo craniofacial tratados no HRAC-USP, pertenciam a
classe socioecon6mica baixa.

Outro fator que tera influéncia na microbiota do recém-nascido é o tipo de
parto. Neste momento o bebé tem contato com as bactérias da microbiota vaginal e
fecal da mae, ou com bactérias do meio ambiente, dependendo do tipo de parto,
mostrando entdo, a influéncia consideravel na instalagdo da microbiota da crianca.
Nesta pesquisa foi verificada, até o0 momento, que a todas as crian¢as nasceram de
parto cirdrgico, concordando com dados de Vieira & Pereira. (2005).

A amamentac¢do juntamente com a introdugdo de férmulas suplementares e
alimentos sélidos se relaciona com o desenvolvimento das populagbes de
anaeroébios obrigatorios. (MACKIE; SGHIR; GASKINS, 2013). Favorece também um
aumento na quantidade de bactérias dos géneros Bifidobacterium spp. e
Lactobacillus spp., como descrito por Vael; Desager (2009). O género Lactobacillus
spp néo foi encontrado em todas as criangas, diferente dos resultados de Talarico
(2012) e concordando com os resultados de Jost et al. (2012), que em seu estudo
com amostragem de 7 criangas, relata que uma pequena quantidade desse género

foi quantificada.
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Com o nascimento, o contato com a microbiota da mde, com o meio ambiente
e outros fatores externos, o recém-nascido apresentard uma populagédo de bactérias
diversificada que ird se estabilizar a partir do segundo ano de vida (BULLEN;
TEARL; WILLIS, 1976). A importancia desses microrganismos é ampla, tanto que
um dos principais géneros colonizadores como Biffidobacterium é utilizado em
tratamento e prevengdo de doencgas gastrointestinais. (LANGENDIJK; SCHUT,;
JANSEN; RAANGS; KAMPHUIS; WILKINSON; WELLING, 1995)

Com a amamentagdo e o consumo de oxigénio do limen intestinal surgem
géneros de bactérias como de Bifidobacterium spp (que pode variar em quantidade
dependendo do tempo de amamentacé&o, pois o leite humano apresenta fatores de
crescimento) e de outros géneros. A amamentagdo juntamente com férmulas
suplementadas também favorece um aumento na quantidade de bactérias dos
géneros Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp., como descrito por Vael; Desager
(2009). Os resultados deste trabalho mostraram que todas as criangas foram
colonizadas por Bifidobacterium spp nos dois momentos e estes se apresentaram
em maior quantidade entre as bactérias detectadas.

Com o nascimento o recém-nascido apresentara uma populacdo de bactérias
diversificada que ird se estabilizar a partir do segundo ano de vida (BULLEN;
TEARLE; WILLIS, 1976). Apesar da dificuldade que as criangas com SR apresentam
para a alimentacéo, observa-se que menos da metade recebeu aleitamento materno
nos primeiros dias de vida. Vale ressaltar que metade teve suplementagdo por meio
da dieta hipercalorica e fizeram uso da TFFA, a fim de ganharem peso. As TFFA s&o
técnicas realizadas por fonoaudiblogos e possuem o intuito de promover
alimentacdo oral reduzindo o tempo da alimentagdo por sonda nasogastrica.
(MARQUES; SOUSA; CARNEIRO; PERES, BARBIERI; BETTIOL, 2005b).

Segundo Vandenplas et al. (2011) o equilibrio da MI pode ser afetado pelo
uso de medicamentos os quais poderiam facilitar a instalacdo de micro-organismos
patogénicos. De acordo com Dal-Paz et al. (2008), o suco géastrico e a mucosa do
estdbmago apresentam baixas concentracdes de bactérias gram-negativas devido a
presenca de &cido cloridrico, no entanto, o uso de inibidores da bomba proténica
(IBP) por mais de 12 meses poderiam favorecer o supercrescimento de micro-
organismos provenientes da microbiota do intestino delgado. O risco de
supercrescimento bacteriano aumenta quando IBP é administrado por longos

periodos concomitantemente a antimicrobianos e farmacos quimioterapicos
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citotéxicos (JOST; LACROIX; BRAEGGER; CHASSARD, 2012; TURRONI; PEANO;
PASS; FORONI; SEVERGNINI; CLAESSON; KERR; HOURIHANE; MURRAY;
FULIGNI;, GUEIMONDE; MARGOLLES; BELLIS; O'TOOLE; VAN SINDEREN;
MARCHESI; VENTURA, 2012). A ranitidina € uma droga comumente utilizada para o
tratamento de Ulceras pépticas e refluxos gastro-esofagicos, o presente trabalho
revelou que a maioria das criangas com SR fez uso dessa medicacdo. As criangas
com SR apresentam necessidade do uso desse medicamento devido a problemas
com refluxo, porém como dito, seu uso constante pode trazer problemas que podem
estar relacionados com altera¢cdes na microbiota, sendo assim ha a necessidade de
novos estudos para averiguar seu efeito sobre a microbiota.

O uso das técnicas moleculares para avaliar a diversidade, variabilidade
individual e complexidade da MI tém sido aplicadas nos mais recentes estudos,
independente de cultura microbiolégica. A gPCR é um procedimento empregado
para deteccdo e quantificacdo de bactérias especificas, uma vez que se utilizam
iniciadores desenhados para reconhecer regiées especificas de rRNA. Por meio da
gPCR é possivel detectar células bacterianas por grama de amostra fecal em
concentragdes menores que na técnica convencional (MATSUMOTO; TANAKA,
2004; FURRIE, 2006; MATSUKI; WATANABE; FUJIMOTO; KADO; TAKADA;
MATHYS; LACROIX; MINI; MEILE, 2008; FURET; FIRMESSE; GOURMELON;
BRIDONNEAU; TAP; MONDOT; DORE; CORTHIER, 2009; VAEL; DESAGER, 2009;
TALARICO, 2012;).
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6 CONSIDERACOES FINAIS
A maioria das criangas com Sequéncia de Robin:
Era do sexo feminino;
Nivel socioeconémico médio;
Nascida de parto cirurgico;
N&o recebeu aleitamento materno;
Fez uso de ranitidina, medicacao inibidora da bomba protbnica.

Metade das criancas fez uso das Técnicas Fonoaudiolégicas Facilitadoras da
Alimentacdo para melhorar a aceitacdo alimentar e dieta hipercal6rica para ganhar
peso.

Todas as criancas fizeram uso da sonda nasogastrica.

O método de qPCR mostrou eficiéncia na deteccdo e quantificacdo de
Lactobacillus spp e Bifidobacterium spp.

O género Lactobacillus spp foi encontrado em algumas criangas e em
determinados momentos.

De M1 para M2 houve aumento da quantidade de Bifidobacterium spp.
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ANEXOS
Anexo 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o Sr. (a)

portador da cédula de identidade , responsavel pelo paciente
, apos leitura
minuciosa deste documento, devidamente explicado pelos profissionais em seus minimos
detalhes, ciente dos servicos e procedimentos aos quais sera submetido, ndo restando
quaisquer duvidas a respeito do lido e explicado, firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO concordando em participar da pesquisa “ANALISE DA DIVERSIDADE
DA MICROBIOTA FECAL PELA TECNICA DE PCR EM TEMPO REAL DE RECEM-
NASCIDOS COM SEQUENCIA DE ROBIN”, realizada por Dr. Narciso Almeida
VieiraeBeatriz Pereira Cestari que tem como objetivo caracterizar amicrobiota intestinal em
criangas com Sequéncia de Robin durante o tratamento especifico no HRAC-USP. Segundo
0s autores, todas as pessoas possuem alguns micro-organismos no intestino que ajudam a
evitar doengas e participam de varias reacdes que trazem beneficios ao ser humano. Porém,
quando doente ou quando sdo utilizados determinados remédios, o homem pode ter
diminuicdo destes micro-organismos e assim dificultar a sua recuperagdo. Com os resultados
obtidos serd possivel oferecer orientagdes relativas & alimentacdo, como forma de melhorar a
quantidades destes micro-organismos que trazem beneficios a salde. Participando deste
estudo, sera necessario fornecer uma pequena quantidade de fezes e informar o peso e altura a
partir da primeira internagdo hospitalar e as demais nos retornos agendados para tratamento
no HRAC-USP quando o paciente completar um més de vida.

Caso o sujeito da pesquisa queira apresentar reclamacdes em relagédo a sua participacdo na
pesquisa, poderé entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos,
do HRAC-USP, pelo enderegco Rua Silvio Marchione, 3-20 no Servigo de Apoio ao Ensino,
Pesquisa e Extensdo ou pelo telefone (14) 3235-8421.

Fica claro que o sujeito da pesquisa ou seu representante legal, pode a qualquer momento
retirar seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO e deixar de participar desta
pesquisa e ciente de que todas as informagOes prestadas tornar-se-do confidenciais e
guardadas por forca de sigilo profissional (Art. 1° do Cddigo de Etica Profissional do
Bidlogo).

Por estarem de acordo assinam o presente termo.

Bauru, SP, de de

Assinatura do Sujeito da Pesquisa Assinatura do Pesquisador
ou responsavel

Pesquisador Responsavel: Dr. Narciso Almeida Vieira(CRBIO 06350-01)
Rua Silvio Marchione, 3-20, CEP 17012-900, Bauru, SP
Telefone: (14) 3235-8100; email: vieirana@usp.br
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Anexo 2

FICHA DO SERVICO SOCIAL "™ [ | | | | 7L |
I - Investigagéo Diagnéstica

1 - Classificagdo Sécio-Econdémica: Total pontos: DI:]
( )NC  ( YF-Bl  ( JE-BS ( )D-MI - ( )C-M  ( )B-MS ( ) A- AL
00420 20430 30 {40 40 {47 47 154 54 {57

OBS.: Alteragdo da Tabela ( ) Sim ( )Nao  Esp. " R

2 - Situagdo econdémica da familia: DD D |:|[:] saldrios minimos

Py

Tipo de rendimento:

Renda bruta mensal Especificagdo

acima de 100 SM
60 1100 SM
30460 SM
15130 SM
09115 SM
04 109 SM

02 {04 SM e - - -
1,102 SM

0H 1/, SM

( )salario ( ) retirada pré-labore () rendimento financeiro () aluguéis () honorarios

( ) aposentadoria

() pensionista () outros. Especificar:

3 - Nimero de membros residentes da familia / Especificagéo: DD pessoas
Pontos Especificagé@o / Relagdes (religi@o)
6 () até 2
4 () 244
3 () 446
2 () 648
1 () acima de 8
4 - Escolaridade - Maior nivel educacional / responsével * I:I D
Pontos Nivel educacional Especificagéo /Vinculo/Relagdes
7 () [1-Superior
5 () | 2-Superior incompleto / 3-Colegial completo
4 () | 4-Colegial incompleto / 5-Gindsio completo
3 () |6-Gindsio incompleto / 7-Primério completo
2 () | 8- Primério incompleto S
1 () | 9-Sem escolaridade / alfabetizado
0 () | 10-Sem escolaridade / analfabeto
N () | 11-Sem idade escolar
5 - Habitagao / Situagéo ]
6 - Habitag&io / Condig&o ]
Situagéo - Pontos Condigéo / Acomodagdes
[1-Prec. 2-Ins. 3-Reg. 4-Boa 5 - Otima |
6 7 8 9 10 ( ) |1-Propria
5 6 7 8 9 ( ) |2-Financiada
4 5 6 7 8 ( ) | 3-Alugada
2 3 4 5 6 ( ) |4-Cedida
0 0 0 1 2 () |5-Outras. Espec.
Obs.: Nimero de comodos D\:] comodos

continuacao
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7 - Tipo: l:l

L( ) 1. tijolos () 2. madeira ( ) 3. tijolos e madeira ( )4 outm Espec.:
8 - Zona (localizagéo): D
[ ()1 rural () 2. urbana { ) 3. suburbana ]

9 - Infra-estrutura:
[Qtéguaencanach( y2.mina [_] ( )1.esgoto ( )2 fossa[ | ( )1.luzektica ( )2 lamparina EI—I
10 - Nivel Ocupacional:

I( ) 1.ativo ( ) 2. aposentado () 3. pensionista ( )4.desempregado . [:]l
Ocupagéio - Maior nivel ocupacional / responsavel : : I:] D
Pontos Especificagéo /Vinculo/Relagdes
13 () | 1.Empresdrios
n () | 2 Trabalhadores da alta administragiio — o ST
10 () | 3 Profissionais iberais autbnomes | S N S
9 () | 4 Trabalhadores assalariados administrativos,

7 ( ) | 5. Trabahadores assalariados

7 ()

6 () | 7.Semempregado

5 ( ) 8. Pequenos produtores rurais: comempregado |

3 () | 10. Empregados domésticos: urbanos e

2 ( )| 11.Rual

1 ( ) | 12 Trabalhadores rurais assalariados, volantes

e assemelhados ; ——

11- Setor: ____ et D
[( ) 1. primério (recurscs da natureza) () 2. seCUNGArio (atividades industriais) () 3. tercidrio o ¢ de servigos) |

Observagio: ( ) 1. publico ()2 privado ]
Il - Recursos para Reabilitagéo
Cidade / Estado (trajeto) Hs ou Km:

Recursos para retomos (préprio, C.A,, TF.D., Coordenadores, Associagbes)

Prazo para comunicagéio de retomo:
Periodicidade dos retomos:
Recursos para tratamento local (odonto, fono, etc):

Expectativas:

Problemas de satide ou deficiéncias:

Il - Parecer / Intervengéio do Servigo Social:

Data: / £ Assistente Social:
D Cédigo CPD 09/97




Anexo 3

Protocolo de Avaliacdo Clinica
RG Nome:

Idade:. Sexo (_ )Masc () Fem Data: [ 1200

Cor: Altura: Peso:

a) Hipodtese diagnostica:

b) Queixa principal geral:

c) Duracéo da doenca:

() febre — Dias () vémito — Dias
( ) nduseas — Dias () diarréia — Dias
( ) apatica — Dias () inapeténcia — Dias

( ) sintomas respiratérios — Dias
() dor abdominal — Dias

( ) desidratacéo: ( ) 1°grau () 2°grau ( ) 3° grau

() hidratado/medicac0es - — Dias

d) Medica¢des em uso:
e) Antecedentes pessoais patoldgicos:
f) Antecedentes familiares:

g) Antecedentes alimentares — aleitamento materno: ( ) Sim ( ) Nao —
Periodo:

h) Acha que seu filho tem intestino preso ou é ressecado?

( )Sim ( )Nao

Ha quanto tempo?
Uso da Técnica Fonoaudioldgica Facilitadora da Alimentagdo (TFFA): ( ) Sim ( ) N&o

Freqliéncia evacuatoria:

x / dia - x / semana
Consisténcia fecal Fregliiéncia
6 — Pelotas, enrugadas ou partidas
Dura$

5 — Banana com rachos profundos
4 — Banana com rachos superficiais
3 — Banana lisa

2 — Massa

1 — Liquida

Macia

DIFICULDADE AO EVACUAR - Frequiéncia
Forga muito:

Demora muito:
Cora:

Sangue nas fezes:
Desiste:

Usa algum produto ou medicamento para ajudar funcionar intestino:
( )Sim ( )N&o - Qual:

Seu filho costuma apresentar algum destes sintomas? Assinale com um X
Fregliéncia
() Vomitos
() Dor no abdémen
() Empaxamento
() Flatuléncia (gases)
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Anexo 4

* HOSPITAL DE REABILITAGAO

DE ANOMALIAS %&w
ST, CRANIOFACIAIS DA USP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOE DD PROJETD DE PESQLUISA
TEule da Peaquisa: Anallse da diversidade da microbbola fecal de ciancas com Sequéndia de Robin da
Zei0 3 rinta dias de |dade por melo da Bcnica de PCR em tempo real
Peasquisador: MARCIZC ALMEIDA VIEIRA
Arsa Tematica:
Varsla: 1
CAAF: D2383612.1.0000.5441
Instifulgo Proponants: Hospital de Raabilitapio de Anomallas Craniotacials da USP

DADOS DD PARECER

HUmers: o0 Paresar: 187475
[ata da Refaforta: 139922002

Apragentagdo do Projeto:;

Trata-se da um projets de Pesquisa e Ahcitzacio, de autora de Beatz Perelra Castan, sob coientagSo do
Dir. Marmdiso Almeida Vielm,

Oiojetivo da Peaquisa:

Caractertzar a MI de orlancas com Sameinga de Robin atenditas am um hospiial especialzads no primeln
mée da vida por melo da béenica de PCR em tempo real.

Lvallagso dos Riscos & Benafichos:

Adequado,

Comentarios e Consldaragties sobre 3 Pesquisa:

O conhesmeno da microiota pemite 3 uiillzagdo e oiferamies esirateglas com o MU o2 manipuiar 3s
poouaches bactsrlanas e pOmover 3 salde. Dianie 3 Imporiancla @3 Ml para a salde humara 2
CONSIIErandD & INSxEIEnca o estulos apiloados 3 populacdo de Crangas com malformagdo craniofacial,
eEpeciaEiments 35 com SR, USTIcE-E2 3 realizagso tese Tanalng,

Consideragdas $00re 08 Tmnos de apresantacio corigabara:

Adequadn

Recomandagas:

Conclusdes oU Panddncias e Lista de Inatequagtes:

Recomendo a0 CEP 0 Darscel apimvaco.

Endlenegy. S0VI0 MERCHIONE 320

Badites  WILA MOAA CIDADE UMIVERSITARLA, == R il R

LiF: 2 Mumsiga: BALRL

Tebefone: 145035 840 Fae: {14254 TE1H E-mal: uep_promtofosrriinhe g bi

Continuagéo
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HOSPITAL DE HEAEEILITM;ED
DE ANOMALIAS W""
 Eoa CRAMNIOFACIAIS DA USP
5Huacio do Parscar:
ADIOvado
Mecasalia Apreclacio da COMEP:
Mao

Conslderaciss Finals a critério do CEP-

Coleglacs acabou o parscer do riainr em saus aspectos ticos & metndidgioss de acoeo oom a5 Diredizes
estabalacklas na ResolucSo 196/96 & compiementares do Conselho Nacional de Saide. Toda e qualquer
ANSragan 00 projeln, Sssim COmO OF SVEMIDS OVErE0S QRaves, OSVerdo 525 comunicados Imediatamente 3
esis Comits. O pesquisador fica responsivel peia anirega na Seqlo de Apolo 3 Pesquisa do SWAPEPE dos
relatdnos semesirals 2 final.

INfIMamos QUE apds o recetimento do trabalho concluido, este Comig enviara o parecer final para
publicacio do frabaiho.

Projeto aprovado na rewnido oe 260672012, na fase de adequacao i3 Plaialonma Brasi.

BAURL, 21 de Jansim o 2013

ABSINador por
Marcia Ribsiro Gomide
{Coordenador)

Enderecn: S W0 MASCHIONE 321

Baiiree VLA MOWS CIDADE UNIVERSITARLA CEP 704 2000

LiF: &P Munsigio: BaL@L

Telefone: |44 a0 Fast:  (WREI-TE18 Emull:  uisp_iombifSoeniohe. sp b



