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Resumo

Vargas NSO. Caracterizacdo do microbioma intestinal em recém nascidos
com defeitos congénitos do trato gastrointestinal submetidos a corregéo
cirirgica [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o

Paulo; 2022.

Introducédo: O epitélio intestinal de recém-nascidos (RN) é uma superficie
mucosa sensivel e pode apresentar respostas inflamatdrias exacerbadas
tanto para bactérias comensais como patdégenos. RN portadores de defeitos
congénitos da parede abdominal e do abdome submetidos a correcao
cirargica e internados em Unidades de Cuidado Intensivo sdo mais
susceptiveis a influéncias ambientais, com consequente desordem da
microbiota intestinal € possivel proliferacdo de bactérias patogénicas.
Justificativa: Gastrosquise e onfalocele sao condicbes relacionadas a
defeito no fechamento da parede abdominal durante o desenvolvimento
intra-Gtero. A dismotilidade intestinal ou ileo adindmico no pds operatorio sdo
complicagbes frequentemente presentes nesses RNs, levando ao uso de
nutricdo parenteral por longos periodos e ao uso de antibiéticos de amplo
espectro, o que aumenta o risco de adquirirem sepse. Hipotese: Pouco se
sabe sobre a composicédo da microbiota fecal de RN graves com alteracdes
intestinais importantes como gastrosquise, onfalocele. Objetivos: Avaliar a
evolucdo da composicdo da microbiota intestinal de recém-nascidos no pos
operatério da cirurgia abdominal, internados em UTI neonatal, durante o
periodo de internacdo e relacionar as eventuais intercorréncias clinicas;
avaliar a composicao da microbiota fecal de criangas em jejum prolongado e
em vigéncia de sepse neonatal. Métodos: Incluidos 30 RN com mal
formacoes da parede abdominal, os quais foram divididos em grupos de
acordo com a ma formacdo apresentada: gastrosquise (n=18), onfalocele
(n=8) ou atresia/hérnia (n=4). Colhidas amostras de fezes sequencialmente,
a cada sete dias, até a alta, imediatamente colocadas em refrigerador e
transferidas em gelo para armazenamento em freezer -80°C. Sendo
realizada a extracdo de DNA utilizando o kit QiaAmp DNA Stool (Qiagen), e
armazenados a -20°C sendo realizado o sequenciamento e Analise de
bioinformética, dessa forma, por comparacédo, foram identificados os filos e
géneros a que pertencem. Resultados: O filo mais abundante ao
nascimento foi Firmicutes, o segundo Proteobacteria.O principal género ao
nascimento na onfalocele e no grupo com atresia / hérnia foi
Staphylococcus. O género mais abundante na gastrosquise foi
Streptococcus. O filo Proteobacteria foi o mais abundante no grupo que



recebeu mais de 3 ciclos de antibiéticos (66,63 + 27,9) em comparacdo ao
grupo que recebeu menos de 3 ciclos (57,48 + 39,9). O filo Firmicutes
apresentou-se mais abundante no grupo que recebeu menos de 3 ciclos
(37,25 £ 36,5), em comparacdo ao grupo que recebeu mais de 3 ciclos
(24,51 + 22,5). O filo Bacteroidetes mais abundante no grupo que recebeu
mais de 3 ciclos e Actinobacteria no grupo que recebeu menos de 3 ciclos. O
género mais prevalente no grupo que recebeu mais de 3 ciclos de
antibioticos foi Klebsiella (22,57 + 23,9) e 0 mais prevalente no grupo que
recebeu menos de 3 ciclos foi Escherichia-Shigella (20,89 £+ 36,3). Outros
géneros abundantes no grupo que recebeu mais de 3 ciclos foram Serratia,
Stenotrophomonas, e Veillonella. No grupo que recebeu menos de 3 ciclos,
outros géneros mais abundantes foram Streptococcus e Enterococcus. O
anico género que apresentou diferenca estatistica entre os grupos foi
Prevotella, aumentado no grupo que recebeu mais de 3 ciclos. Com relacao
ao tempo de uso de NPP os filos com correlacdo positiva fraca foram
Actinobacteria e Bacteroidetes. Os géneros que apresentaram significancia
estatistica no teste de correlacdo foram Lactobacillus (p=0,014) e
Lachnospiraceae (p=0,05). A influéncia do tempo de jejum na microbiota
intestinal mostrou o filo Bacteroidetes com uma tendéncia a correlacao
positiva fraca com o tempo de jejum (p=0,07). Os géneros que apresentaram
correlacdo positiva fraca com o tempo de jejum nesta analise foram:
Odoribacter, Prevotella, Alistipes, Granulicatella e Lachnospiraceae; para o
género Enterococcus observado uma correlacdo positiva média. Discussao:
Os resultados obtidos poderdo ser importantes para entender como se da a
colonizag&o da microbiota intestinal na crianga com malformagoes da parede
abdominal e suas possiveis consequéncias clinicas e as intervencdes para
melhorar a adaptacéao intestinal e qualidade de vida destes pacientes.

Descritores: Microbiota; Gastrosquise; Hérnia umbilical; Cirurgia; Trato
gastrointestinal; Recém-nascido.



Abstract

Vargas NSO. Characterization of the intestinal microbioma in newborns with
congenital defects of the gastrointestinal tract submitted to surgical
corrections [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo”; 2022.

Introduction: The intestinal epithelium of newborns (NB) is a sensitive
mucosal surface and may present exacerbated inflammatory responses to
both commensal bacteria and pathogens. NB with congenital defects of the
abdominal wall and abdomen submitted to surgical correction and
hospitalized in Intensive Care Units are more susceptible to environmental
influences, with a consequent disorder of the intestinal microbiota and
possible proliferation of pathogenic bacteria. Justification: Gastroschisis and
omphalocele are conditions related to a defect in the closure of the
abdominal wall during intrauterine development. Intestinal dysmotility or
adynamic ileus in the postoperative period are complications frequently
present in these NBs, leading to the use of parenteral nutrition for long
periods and the use of broad-spectrum antibiotics, which increases the risk of
acquiring sepsis. Hypotheses: Little is known about the composition of the
fecal microbiota of critically ill newborns with important intestinal alterations
such as gastroschisis and omphalocele. Objectives: To evaluate the
evolution of the composition of the intestinal microbiota of newborns in the
postoperative period of abdominal surgery, admitted to a neonatal ICU,
during the period of hospitalization and to relate any clinical complications; to
evaluate the composition of the fecal microbiota of children in prolonged
fasting and in the presence of neonatal sepsis. Methods: 30 newborns with
malformations of the abdominal wall were included, who were divided into
groups according to the malformation presented: gastroschisis (n=18),
omphalocele (n=8) or atresia/hernia (n=4). Stool samples were collected
sequentially, every seven days, until discharge, immediately placed in a
refrigerator and transferred on ice for storage in a -80°C freezer. DNA
extraction was performed using the QiaAmp DNA Stool kit (Qiagen), and
stored at -20°C, sequencing and bioinformatics analysis was performed. By
comparison, the phyla and genre to which they belong were identified.
Results: The most abundant phylum at birth was Firmicutes, the second
being Proteobacteria. The main genres at birth in the omphalocele and
atresia/hernia group was Staphylococcus. In gastroschisis Streptococcus.
The Proteobacteria phylum was the most abundant in the group that received
more than 3 cycles of antibiotics (66.63 + 27.9). Firmicutes was more
abundant in the group that received less than 3 cycles (37.25 £+ 36.5),
compared to the group that received more than 3 cycles (24.51 + 22.5). The
phylum Bacteroidetes abundant in the group that received more than 3
cycles and Actinobacteria in the group that received less than 3 cycles. The
most prevalent genre in the group that received more than 3 cycles of



antibiotics was Klebsiella (22.57 + 23.9) and in the group that received less
than 3 cycles was Escherichia-Shigella (20.89 * 36.3). Other abundant
genres in the group that received more than 3 cycles were Serratia,
Stenotrophomonas, and Veillonella. In the group that received less than 3
cycles were Streptococcus and Enterococcus. The only genre that showed a
statistical difference was Prevotella, which increased in the group that
received more than 3 cycles. Regarding the time of NPP use, the phylum
with weak positive correlation were Actinobacteria and Bacteroidetes. The
genres that showed statistical significance were Lactobacillus (p=0.014) and
Lachnospiraceae (p=0.05). The influence of fasting time on the intestinal
microbiota showed that the phylum Bacteroidetes tended to have a weak
positive correlation with fasting time (p=0.07). The genera that showed a
weak positive correlation with fasting time in this analysis were: Odoribacter,
Prevotella, Alistipes, Granulicatella and Lachnospiraceae; for the genre
Enterococcus, an average positive correlation was observed. Discussion:
The results obtained may be important to understand how the colonization of
the intestinal microbiota occurs in children with abdominal wall malformations
and their possible clinical consequences and the interventions to improve the
intestinal adaptation and quality of life of these patients

Descriptors: Microbiota; Gastroschisis; Hernia; umbilical;  Surgery;
Gastrointestinal tract; Newborns.
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Qual é o papel do microbioma intestinal? A saude seria o resultado de
um convivio pacifico do hospedeiro com esse microbioma intestinal, que inclui
0 processamento dos nutrientes, degradacdo dos xenobiodticos, defesa
imunitaria, a regulacdo da barreira epitelial, metabolismo e crescimento; todos
esses sdo efeitos que se devem aparentemente a microbiota intestinal. A
microbiota e o trato intestinal agem em conjunto (Fiocchi; Souza, 2012; Eberl,
2010).

Existe a programacdo da saude pelo microbioma gastrointestinal (Gl) da
méae para o bebé no intraltero, mas o contato com o meio externo e com a mae
e também o aleitamento materno fazem com que a microbiota, em poucas
semanas, torne-se igual a materna. Esse € o chamado periodo sensivel
(Dominguez-Bello et al., 2011; Rautava et al., 2012). Até a forma do parto tem
sido valorizada nesse sentido, sendo o parto cesareo associado a um maior
risco de doencas atdpicas e inflamatdrias. O recém-nascido (RN) recebe,
durante o parto cesareo, exposicdo enorme de microrganismos da pele da
mae, enquanto no parto normal existe uma exposicdo a microrganismos
diferentes. Durante a infancia aumenta rapidamente a microbiota com uma
diversidade de microrganismos e na idade adulta fica mais estavel, sendo
diferente em cada fase da vida. H4 uma evolugcdo temporal da microbiota Gl
humana do nascimento (periodo sensivel) a idade adulta, modificada pelos
alimentos e pelo meio ambiente (Dominguez-Bello et al., 2011). No intestino
fetal, na membrana propria ou corion, ha muito poucas células, mas depois do
nascimento existe uma grande reproducéo de células do tecido imunitario que
compdem o maior tecido linfoide do organismo, o0 sistema imunitario da mucosa

do trato gastrointestinal (TGI), onde também existe um mecanismo tréfico que
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sera fundamental na fungédo do TGI estimulado pela microbiota, estabelecendo
a imunidade da mucosa do TGI, onde ocorre a integragdo das respostas
adaptativa e imunitaria, a resposta do sistema imune inato epitelial a antigenos
microbianos (Maynard et al., 2012). Em situacao de eubiose ha predominio de
IgA secretora, plasmadcitos e ativacao de células T regulatérias; no entanto, em
condicdes de dishiose ocorre o contrario, ou seja, estimulacéo de citocinas pro-
inflamatérias. Hoje em dia se sabe que determinados microrganismos podem
estimular respostas especificas: por exemplo, a Listeria monocytogenes induz
uma resposta THU, enquanto Citrobacter, Candida e Escherichia coli induzem
uma resposta do tipo CH17 e por outro lado os Bacteroides fragilis e
Clostridium tendem a estimular uma resposta T regulatoria (inflamatoria).
Segundo o conceito de multibioma ndo somente haveria a relagao entre
o hospedeiro e a microbiota, mas é importante também chamar atencao para
as relacbes entre os diferentes grupos de microrganismos dentro dessa
microbiota. Dentro da comunidade microbiana os componentes interagem entre
si e a saude seria uma resposta dessa integracdo dos microrganismos do
multibioma com o corpo humano (Filyk; Osborne, 2016). A sintese de acidos
graxos de cadeia curta é realizada basicamente por bactérias comensais do
intestino, atuando na regulacdo da resposta do sistema imunitario de forma
muito importante, na proliferacdo celular e na apoptose, ndo somente como
elementos essenciais para a nutricdo do proprio epitélio intestinal. Semelhante
€ 0 que ocorre no metabolismo dos acidos biliares no sistema éntero-hepatico,
metabolizados por bactérias comensais que atuam na regulacdo de uma série
de respostas da linhagem macrofago-monocitica: ha uma regulacdo de

expressao génica, da sepse como as citocinas e uma série de células do
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sistema imunitario, tudo causado pela acdo das bactérias sobre os acidos
biliares do ciclo éntero-hepatico (Brestoff; Artis, 2013).

A programacéo do futuro das criancas se realiza nos primeiros mil dias,
gue se contam a partir da concepc¢ao até os dois anos de vida, periodo no qual
se da sua programacdo imunoldgica e metabdlica. Por que é importante
programar? Porque vivemos a pandemia das doengcas cronicas nao
transmissiveis da infancia: cancer, obesidade, stress, doencas inflamatdrias
intestinais, diabetes, autismo, alergias alimentares, asma. Existem fatores de
risco para estas doencas, programados ainda na infancia. E importante
entender o conceito do microbioma para a prevencao; ele constitui a interacéo
de microrganismos (compostos de bactérias, bacteriéfagos, fungos,
protozoarios e virus), dos elementos genémicos, dos metabdlitos e dos
produtos resultantes em um nicho ecolégico, ou seja, todos esses
microrganismos atuam em conjunto, dependem uns dos outros. Ao longo do
tempo temos perdido a diversidade do microbioma; houve o empobrecimento
do nosso microbioma, que é ponto fundamental neste contexto.

Fatores influenciadores da microbiota, além dos fatores genéticos — que
a principio sdo imutaveis — podem mudar a estrutura do DNA e perpetuar as
doencas. H& alguns fatores ambientais muito importantes, por exemplo o
aleitamento materno exclusivo e a troca do aleitamento por uma formula
infantil; o tipo de parto, sendo cada vez mais prevalente o parto cirargico; uso
de medicamentos de forma exagerada (fator acentuado pela pandemia da
Covid-19, com o abuso dos medicamentos, muitas vezes desnecessarios); a

guestdo da participacdo materna, quer seja na sua dieta, quer seja no seu
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estado emocional ou no uso de medicacdes, além da condicdo geografica e
emocional que vai afetar esta crianga (Sharpnton et al., 2019).

O papel materno é muito importante, mesmo antes do nascimento.
Durante a gestagdo a microbiota materna e a sua biodiversidade serédo
importantes, gracas a uma dieta rica em fibras e probidticos, uma dieta que
contenha alimentos funcionais, com os do tipo prebio6ticos e até mesmo 0s pos-
biéticos, que seriam os produtos metabdlicos desta interacdo simbiotica. Tal
biodiversidade vai ser muito importante porque a microbiota materna ja poderia,
por um mecanismo de translocacdo de bactérias ou dos seus micro produtos,
ganhar o espago na corrente sanguinea, circulatoria e linfatica e chegar até os
cenarios placentarios do liquido amnidtico e por uma questéo fisiolégica ser
deglutido esse liquido amnidtico pelo feto, levando subprodutos dessa
microbiota, até mesmo as proprias bactérias, e ja ser um indicativo de uma
colonizagao fetal. S&0 estudos ainda controversos, mas temos com certeza a
presenca desses micro produtos encontrados no nivel do intestino fetal e algum
tipo de microrganismos, que entretanto jA podem comecar a estimular o
sistema imunoldgico e o sistema metabdlico, por exemplo com a producédo de
células T reguladoras, ou produzir &acidos graxos de cadeia curta e a
estimulagdo humoral a partir da sintese de imunoglobulina A (IgA) secretora.

O desenvolvimento morfofuncional do sistema imunologico ainda € muito
incipiente, a medida em que ha uma proliferacdo microbiana marcante, que
acontece ja nas primeiras horas de vida, sobretudo com o aleitamento materno
exclusivo ou através do parto vaginal, condicdes basicas para uma boa
instalacdo microbiana. Na proliferacdo de células imunoldgicas, de Linfocitos B

produtores de IgA secretora, Linfocitos T do tipo reguladores que sé&o
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fundamentais em uma imunomodulagédo e estimulagdo de células de Paneth,
além de todo um contexto morfofisiolégico do intestino, que vai acontecer
gracas a uma colonizagdo adequada. Estudos mostram o oposto: um animal
isento de microbiota vai ter toda uma disruptura imunolégica, levando a uma
condicdo muitas vezes incompativel com a vida. Os linfécitos T reguladores
vao ter um papel fundamental na formacao do microbioma.

Tudo isso comecga ainda intradtero e do ponto de vista imunolégico, a
resposta Th2 linfocitaria, que é um sub perfil dos linfécitos muito conhecido por
ser responsavel pelos fendmenos alérgicos, mas que na gravidez é
responsavel pela questdo da manutencéo do feto dentro do ventre materno. Se
este perfil Th2 se mantiver alto ap6s o0 nascimento poderia favorecer o
desenvolvimento de doencas Th2 dependentes, no caso doencas alérgicas,
entdo é necessario apés o nascimento a diminuicdo do perfil Th2 e aumento do
perfil Thl; esse desequilibrio fisiolégico é necesséario que aconteca do ponto
vista imunoldgico e quem mantém esse desbalanco adequadamente sédo as
células T reguladoras, por isso € muito importante que elas sejam expressas e
ativas logo ap6s o nascimento. O papel da microbiota nesse sentido é
fundamental, pois caso esse perfil Th2 se mantenha alterado teriamos o
aparecimento de doencas alérgicas, doencas de intolerancia desde o ponto de
vista farmacologico. A programacao imunometabdlica é fundamental e a
microbiota bem instalada faz parte dessa programacédo desde o pré-natal e
passando para o pés-natal. No pés-natal muitos sdo os fatores que vao estar
envolvidos nessa programacao, como a questéo da familia numerosa ou néo, a
presenca de infec¢cdes parasitarias, o tipo de dieta, o tipo de clima onde o

paciente vive, a geografia, a questao da higiene ambiental, o tipo de proteinas
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gue esta em contato no meio ambiente ou na dieta, a presenca de fumantes no

ambiente e assim por diante.

Microbioma no inicio da vida e colonizagdo do RN: Placenta, Liquido

Amniético e Mec6nio — DNA bacteriano: coloniza¢do na vida intrauterina.

Membros do microbioma materno translocados para o feto via
corrente sanguinea.

Bactérias iniciais no intestino modulam a expressdo génica do
epitélio com consequéncias para toda a vida.

Parto - carga bacteriana recebida tem impacto no microbioma
intestinal.

Outros fatores que interferem na formacédo da microbiota: O peso
materno também pode afetar a composicao do leite materno. Maes
obesas tém maior quantidade de Staphylococcus e Lactobacillus e
menor quantidade de Bifidobacterium no leite materno. A dieta
materna rica em gordura também modifica a colonizacdo bacteriana
desta mae e consequentemente da crianca.

Dados de experimentos com animais também mostraram que uma
dieta rica em gordura durante a gestacdo e no periodo
pésdesmame causava disbiose intestinal significativa no inicio da
vida (Kapourchali; Cresci, 2020; Milani et al., 2017; McKeen et al.,
2019). Um estudo que mostra a mudanca do microbioma do leite
materno de acordo com o peso da mée foi realizado por Cabrera et
al. em 2012, quando foram analisadas 2623 amostras de Leite
Materno: Colostro, leite de 1 més e de 6 meses. Utilizada a técnica

de Proteina C reativa (PCR), com leite de 18 mulheres, sendo 10
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obesas. O leite materno das méaes obesas mostrou menor
diversidade da microbiota, menor quantidade de Lactobacillus e
Bifidobacterium e maior quantidade de Staphylococcus. Mostrou-se
também a transferéncia de microbiota aberrante durante o
estabelecimento inicial da crianca.

A colonizagéo precoce em RN saudaveis acontece no inicio da vida:
Existe a presenca basicamente das bifidobactérias e lactobacilos, que
contribuem no processo imunoldgico para as respostas naturais e adquiridas. A
microbiota intestinal auxilia na sintese e absor¢cdo de nutrientes essenciais.
Gera producdo de AGCC que servem como uma fonte de energia para o0s
colonécitos. Ajuda na manutencdo da barreira da mucosa intestinal (com a
producdo de proteinas que fazem parte das Tight Junction). Participa da
producdo de citocinas anti-inflamatdrias e influéncia no crescimento infantil. A
disbiose precoce tem sido associada a enterocolite necrosante, bem como a
algumas doencas cronicas, como obesidade, diabetes, doenca inflamatdria
intestinal, cancer, alergias, asma e até doencas neurolégicas associadas ao
eixo intestino-cérebro (Thursby; Juge, 2017; Kapourchali; Cresci, 2020).

Existe uma verdadeira transferéncia materno-fetal da microbiota. A
maioria dos estudos da microbiota intestinal falam que o ambiente intrauterino
€ estéril e que a colonizacdo acontece no momento do parto, mas alguns
autores vém trazendo informacdes, principalmente relacionadas a extracao do
DNA, onde a identificacdo de material genético das bactérias mostra que
possivelmente existe uma transmissédo dessa microbiota da mae para o filho, o
gue vai gerar um status de microbiota saudavel ou um status de microbiota

disbidtica, principalmente naqueles RN prematuros e de baixo peso
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(Kapourchali; Cresci, 2020; Millani et al., 2017; McKeen et al., 2019). Sabemos
gue DNA de Lactobacillus e Bifidobacterium foram detectados no liquido
amniético, na placenta principalmente, o que sugere uma translocagao
bacteriana do intestino materno para a placenta. Alguns estudos recentes
guestionam metodologia, a forma da extragao, a forma em que foi coletado o
material, mas as evidéncias de alguns estudos isolados nos fazem refletir que
faltam mais estudos para agregar essa informacdo de que o ambiente
intrauterino ndo é estéril. Outra referéncia a similaridade entre a microbiota da
cavidade oral da mée e a microbiota encontrada no nivel intrauterino e no nivel
de liguido amnidtico, é encontrada nos experimentos em animais que também
mostram essa similaridade entre a placenta e o mecénio do RN em relacéo a
microbiota da cavidade oral da mé&e e foram encontrados também tanto
receptores de AGCC como os proprios acidos graxos de cadeia curta,
presentes na placenta do feto, mostrando que possivelmente existe uma
microbiota ali; além disso, os estudos de transferéncia de Bifidobactérias, no
nivel da microbiota mostram que diminui progressivamente a sua populacdo na
idade adulta. Os adultos se mantém com nivel minimo, que é transferido para
geracdes. Existe uma diversificacdo importante na microbiota do bebé e vai
haver vérios fatores influenciando a cavidade oral, antes do parto e no pés-
parto, mas o trato gastrointestinal era pouco diversificado no pés-parto, tendo
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobactérias e um pouco de Actinobactérias, o
gue posteriormente vai se diversificar ainda mais, a depender da exposicao e
de outros fatores que interferem na formacdo da microbiota dessa crianca
como a microbiota da pele materna, a microbiota intestinal materna, o tipo de

alimentacéao, as condi¢cdes maternas, obesidade, os dados alimentares da mae,



Introducéo 10

exposicdo a poluicdo, stress, idade gestacional, o tipo de parto e a microbiota
vaginal da mae (Millani et al., 2017). Em relag&o ao tipo de parto temos varios
estudos mostrando que isto faz uma diferenca significativa ha composi¢cao da
microbiota: sabemos que as criancas que nascem de parto vaginal sdo
colonizadas basicamente por Lactobacillus e a colonizagdo vem da pele da
mae, do intestino materno e do canal vaginal, 0 que gera uma microbiota
relativamente normal, com produgdo de citocinas especificas para o
desenvolvimento imunoldgico; jA& no caso do parto cesareo essa microbiota é
composta basicamente de Staphylococcus (da pele) e outras bactérias que nao
fazem parte da flora do bebé que nasce de parto vaginal, fazendo com que
tenha uma microbiota anormal ou disbiética que vai aumentar o risco de
doencgas cronicas e inflamatdrias, como a obesidade, e que se associada a
uma alimentagdo sem o aleitamento materno vai aumentar esse risco
(Richardson et al., 2013). O parto cesareo causa uma reducdo na resposta
imune adaptativa, diminui os niveis de Imunoglobulinas IgA, 1gG e IgM,
principalmente IgA, que € muito importante nesta fase (fator de defesa da
crianga), diminui os niveis de Interleucina 8, CD4, interferon Gama (IFNy) e
aumenta o risco de atopias, artrite reumatoide e doencas inflamatdrias
intestinais de modo geral (Niemarkt et al., 2014; Seveisted et al., 2015).

A idade gestacional ao nascimento interfere também no tipo de
microbioma: o0s prematuros tém imaturidade do sistema digestorio,
hospitalizacdo prolongada, uso de antibidticos e auséncia de aleitamento
materno nos primeiros dias de vida. Esta microbiota tem alteracdo tanto na
composicao (pouco diversificada) quanto na sua funcionalidade. A colonizac&o

também é retardada em relacdo aos micrébios anaerobios comensais. Ha uma
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reducéo de Bifidobactérias, Bacteroides e aumento dos Enterococcus e outros
microrganismos  patogénicos. As  bactérias  gram-positivas  como
Staphylococcus, Enterococcus e o proprio Clostridium, dominam a microbiota
intestinal de prematuros durante o primeiro més de vida, 0 que aumenta o risco
para Enterocolite e Sepse Neonatal. Os prematuros também tém niveis
reduzidos de AGCC, por conta da populacdo de bactérias que predominam
nessa microbiota e as vias metabdlicas também sdo afetadas pois sédo
influenciaveis por esta microbiota intestinal. O RN prematuro apresenta maior
frequéncia de genes relacionados a biodegradagéo, metabolismo xenobidtico e
metabolismo lipidico e menor frequéncia de genes relacionados ao
metabolismo energético e a biossintese de cofatores e vitaminas (Kapourchali;
Cresci, 2020; Millani et al., 2017; Madan et al., 2012).

Recém-nascidos, especialmente o0s prematuros, sdo altamente
susceptiveis a alteracbes do ambiente intestinal por apresentarem uma
superficie mucosa intestinal particularmente sensivel diante de células imaturas
do epitélio intestinal e podem apresentar respostas inflamatérias exacerbadas
tanto para bactérias simbiontes como patdgenos. Neste contexto, a interacao
com microrganismos é delicada e é possivel que se estabeleca tanto uma
microbiota estdvel como uma situacdo de desequilibrio, ocasionando a
Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (Fanaro, 2013; Gorkiewic;

Moschen, 2018).
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Eixo Cérebro-Intestino-Microbiota na Prematuridade

Evidéncias estdo surgindo em relacdo a influéncia da composicdo da
microbiota intestinal e o seu funcionamento na saude do hospedeiro desde os
primeiros estagios da vida. O desenvolvimento do microbioma é condicionado
por varios fatores em bebés, peculiarmente em prematuros. Esta populacéo
esta particularmente exposta a um alto risco de infeccdo, com subsequente
tratamento antibidtico pds-natal, dificuldades de alimentacédo e deficiéncias de
desenvolvimento neurologico. Até o0 momento, ainda existe uma ampla lacuna
na compreensao de todos os determinantes e 0 mecanismo por tras da ruptura
da microbiota e sua influéncia no desenvolvimento das complicagdes mais
comuns dos prematuros. Grandes evidéncias surgiram durante as ultimas
décadas, mostrando a existéncia de um eixo de comunicacdo bidirecional
envolvendo a microbiota intestinal, o intestino e o cérebro, definido como eixo
microbiota-intestino-cérebro. Neste contexto, visto que existem poucos dados
disponiveis para demonstrar a correlagdo entre disbiose da microbiota e
distarbios do neurodesenvolvimento em prematuros, o interesse crescente tem
surgido para entender melhor o impacto do eixo microbiota-intestino-cérebro
nos resultados clinicos de prematuros e esclarecer como isso pode levar a
estratégias preventivas, diagndésticas e terapéuticas alternativas. Bresesti et al.
(2022) fizeram uma revisdo, na qual exploraram as evidéncias atuais sobre o
desenvolvimento da microbiota em prematuros, com foco nos efeitos do tipo de
parto, tipo de alimentacdo, fatores ambientais e possivel influéncia do eixo
microbiota-intestino-cérebro nos desfechos clinicos de prematuros durante sua

hospitalizagdo e sobre o seu estado de saude mais tarde na vida. A
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enterocolite necrosante (ECN) é uma doenca relativamente comum em RN de
muito baixo peso e esta associada a alta mortalidade e morbidade. Nos
sobreviventes, o comprometimento do neurodesenvolvimento é frequentemente
observado. A etiologia exata permanece em grande parte a ser elucidada, mas
a microbiota € considerada como tendo um papel importante no
desenvolvimento da ECN. Além disso, existem evidéncias emergentes de que
a microbiota também € de grande importdncia na funcdo cerebral e no
desenvolvimento. Portanto, a caracterizacdo da microbiota tem potencial ndo
s6 como ferramenta diagnéstica ou mesmo preventiva para prever ECN, mas
poderia também servir como um biomarcador para monitorar e possivelmente
até mesmo como um alvo para manipular o desenvolvimento do cérebro.
Anadlise de fezes e dos compostos organicos volateis que refletem a funcéo da
microbiota e a interagdo com o hospedeiro, tem se mostrado de interesse no
diagnostico de ECN e sepse tardia. Niemark et al. (2019) fizeram uma revisao,
discutindo evidéncias do papel da interacdo complexa entre microbiota, ECN e
desenvolvimento do cérebro, incluindo o eixo cérebro-intestino em bebés
prematuros.

Os bebés prematuros correm um risco substancial de sofrerem lesfes
perinatais na substancia branca. Embora a microbiota intestinal tenha sido
implicada no desenvolvimento no inicio da vida, falta uma compreensao
detalhada do eixo intestino-microbiota-imune-cérebro em RN prematuros. Seki
et al. (2021) tracaram o perfil da microbiota intestinal, imunolégica e o
desenvolvimento neurofisiologico de 60 prematuros extremos, que receberam
cuidados hospitalares padrao, incluindo antibiéticos e probiéticos. Descobriram

gue a maturacao da atividade eletrocortical € suprimida em criancas com danos
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cerebrais graves. Isso é acompanhado por niveis elevados de células T,
aumento do fator de crescimento endotelial vascular e redugédo de
neuroprotetores. O crescimento excessivo de Klebsiella no intestino é
altamente preditivo de dano cerebral e esta associado a um estado imunoldgico
pro-inflamatorio. Esses resultados sugerem que o desenvolvimento aberrante
do eixo intestino-microbiota-imuno-cérebro pode conduzir ou exacerbar a leséo
cerebral em RN prematuros extremos e representa um alvo promissor para
novas estratégias de intervencao. Seki et al. (2021) realizaram uma analise do
microbioma, estudando o0 eixo microbiota-imune-cérebro em bebés
extremamente prematuros. Essa analise relaciona o microbioma do inicio da
vida ao estabelecimento de imunologia e desenvolvimento neuroldgico,
identificando biomarcadores do cérebro perinatal, lesdes e alvos promissores
para tratamentos personalizados para aliviar, ou até mesmo prevenir, doencas
neurolégicas ao longo da vida e morbidades.

O leite humano tem um papel protetor: O tipo de alimentacéo também
interfere bastante. Sabemos que criancas amamentadas ao seio tém maior
producao de bifidobacteria e criangcas em aleitamento misto tém bifidobactérias
e bacteroides. O trabalho de Hamsen et al. (2000) mostrou nas fezes de
criancas em aleitamento materno exclusivo bifidobactérias e observamos em
criancas em uso de formulas Bifidobactérias, Bacteroides e um pouco de
Clostridium, estando as bifidobactérias em quantidades menores do que em
criancas amamentadas ao seio.

Aleitamento materno e microbiota intestinal: O aleitamento materno é
extremamente importante, pois temos o0 desenvolvimento da chamada

“‘microbiota orientada para o leite”, que possui varios componentes que
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facilitam o desenvolvimento dessa microbiota saudavel, bem como os HMOs,
gue sao os oligossacarideos do leite humano que podem moldar seletivamente
0 crescimento e a funcdo dessa microbiota. Tem-se ainda bactérias que sao
especificas e que conseguem metabolizar todas essas combina¢des de HMOs,
gerando producdo de AGCC e metabdlitos que vao influenciar direta e
indiretamente em nosso sistema imunolégico. Entdo, nessas criangcas em
aleitamento materno, temos maior diversidade e funcionalidade da microbiota.
O fendbmeno de sucesséo bacteriana continua, a microbiota vai se modificando
e a crianca com seis meses de idade vai receber alimentacdo complementar;
com alimentacdo mais diversificada, onde predominardo mais bactérias que
vao digerir amidos e polissacarideos, essa sucessao comeca a acontecer e vai
se modulando antes da alimentacdo complementar. A transferéncia bacteriana
de mae para bebé ocorre através do leite materno (McKeen et al., 2019).

A funcdo dos HMOs do leite materno: 1) Manter a integridade da
barreira intestinal. 2) Auxiliar na producdo de muco. 3) Protecdo contra
infeccdes. 4) Variacdo da comunidade bacteriana. 4) Producdo de AGCCs e 5)
Sintese de vitaminas (McKeen et al., 2019). Os probiéticos do leite humano vao
agir diretamente nas bactérias comensais ou nos patégenos, ou aumentando a
producdo de muco ou ativando através da modulacdo dessa microbiota as
células dendriticas, favorecendo a maturacdo desse sistema imunoldgico
inicial, que era inespecifica, para ser mais especializado na producédo de
anticorpos e com resposta mais direcionada para a tolerancia imunolégica.

Nutricdo, cérebro e microbiota: em seu papel na nutricdo, o leite
materno leva a saude ao bebé. Nessa janela inicial de colonizacdo adequada o

leite materno tem a composicdo propria adequada para levar a saude ao
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intestino, e leva também, por uma série de mecanismos, a uma maior
inteligéncia do individuo. Deve-se atentar a realizacdo de intervencdes durante
as janelas temporais criticas de desenvolvimento (Rodriguez et al., 2015). O
leite materno € o melhor alimento para o0s lactentes; criangcas que sé&o
amamentadas por periodos mais longos tém menor morbidade e mortalidade
infecciosas, menos ma oclusdo dentaria e maior inteligéncia do que aquelas
gue sao amamentadas por periodos mais curtos ou ndao sdo amamentadas
(Neville et al., 2012; Linch et al.,, 2016). Outros autores como Victora et al.
(2015), pesquisadores da Universidade de Pelotas, no Brasil, que
acompanharam 3.500 RN durante mais de trés décadas, fizeram um estudo
prospectivo de coorte e segundo a publicacdo uma criangca amamentada por
pelo menos um ano obteve, aos trinta anos, quatro pontos a mais de QI e
acréscimo de 349 reais na renda média. Estudaram a associacdo entre
aleitamento materno e inteligéncia, revelando que se os efeitos imediatos da
amamentacao sobre a saude e o desenvolvimento dos bebés ja é reconhecido,
oferecendo protecdo a doencas como diarreia, infeccbes respiratérias e
alergias, além de reduzir o risco de hipertenséo, colesterol alto, diabetes e
obesidade, os impactos em longo prazo mostraram que o0s que foram
amamentados ao seio tinham maiores escores de inteligéncia e menos
doencas metabdlicas.

Ao se falar em leite materno, € fundamental entender a complexidade
dos componentes do leite materno e seus efeitos, pois a correta proporcao de
nutrientes essenciais no leite materno: 1) Proporciona a energia necessaria
para suas atividades, 2) Tem uma funcdo estrutural e 3) Tem uma Atividade

Funcional através dos seus Bicomponentes, pela presenca de proteinas,
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carboidratos e complexos lipidicos bioativos que podem ser determinantes para
a qualidade de vida (Neville et al., 2012).
Os componentes bioativos do leite materno séo:
1) Lipidios: acido araquidénico (ARA), acido docosahexaendico (DHA),
Fosfolipides, Gangliosideos, Esfingomielina,

2) Proteinas: Imunoglobulinas, K-Caseina, Lactoferrina, Lactoaderina;

3) Lisozimas, Hormoénios, Mucina, Alfa-Lactoglobulina, Citocinas;

4) Carboidratos: Lactose, Oligossacarideos e Probiodticos.

Os componentes do leite materno que impactam o0
neurodesenvolvimento:

1) Membrana do Glébulo de Gordura do Leite (MFGM):

— Acao direta da estrutura e funcionalidade cerebral,

— Acéo indireta via microbiota.

2) Probidticos, carboidratos e prebioticos do leite materno.

— Acdao indireta via microbiota.

Estes sdo os compostos bioativos que produzem a modulacdo eixo
cérebro-intestino-microbiota.

O que € a Membrana do Glébulo de Gordura do Leite (MFGM)?

O MFGM se forma dentro de uma célula epitelial mamaria. E uma
membrana tripla que envolve os globulos de gordura do leite materno e é
secretada através de um processo que ocorre em todos os mamiferos.

— Toda a gordura do leite se origina como pequenas gotas no interior

das células epiteliais mamarias. Os triglicérides brotam como
goticulas lipidicas do Reticulo Endotelial e caem no citoplasma

envolvidas por uma monocamada fosfolipidica.
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A medida que os globulos de gordura sdo liberados da célula
(através de extrusdo pela membrana apical), eles sdo envoltos por
uma camada DUPLA de membrana plasmatica.

Como resultado, ao ser secretado, o glébulo de gordura € envolto
por uma membrana TRIPLA: a membrana do glébulo de gordura do
leite (MFGM) (Calil; Falcédo, 2003).

A MFGM nao é apenas um simples ingrediente: é um composto de
proteinas, lipideos e carboidratos, incluindo: Gangliosideos,
Fosfolipidios, Esfingolipidios e Glicoproteinas. De 15 a 20% do total
de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (LCPUFAS) no

leite est@o nos fosfolipidios da MFGM (Epifanio, 2017).

As Glicoproteinas da MFGM atuam na modulagdo da microbiota:

Atividade bactericida:

Glicoproteinas e/ou gangliosideos da MFGM podem evitar que
patdgenos se liguem as superficies da mucosa.

Glicoproteinas, como a lisozima, podem destruir diretamente as
bactérias rompendo as suas paredes celulares (atividade

bactericida).

Atividade prebidtica:

As glicoproteinas encontradas na MFGM resistem a digestao e sao
liberadas intactas no intestino.

Essas glicoproteinas sdo fonte de nutricAo para estimular o
crescimento de bactérias benéficas na microbiota intestinal (Li et

al., 2019).
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— Existem evidéncias de que a MFGM pode alterar a composicédo da
microbiota intestinal, aumentando os niveis das bactérias benéficas
e reduzindo os niveis de bactérias nocivas (Acido Sialico nos
gangliosideos).

— O trabalho de Li et al. (2019) mostrou menos diarreia e infeccdes do

trato respiratério no grupo MFGM + LF aos 12 meses.

Lactentes amamentados ao seio tém perfil de bactérias diferente
dos alimentados com férmula: Os lactentes amamentados ao seio
apresentam populacdo com menor diversidade de bactérias intestinais e tem
mais bactérias bifidogénicas e lactobacilos que lactentes alimentados com
férmula. Bactérias bifidogénicas sdo consideradas importantes para o
desenvolvimento de uma microbiota saudavel e desempenham um papel
importante na maturagdo do sistema imune. A maior prevaléncia de
bifidobactérias na microbiota associa-se ao reduzido risco de infec¢des do trato
respiratorio.

Lactentes alimentados com formula: Tem bacteroides, Clostridium e
enterobacteriaceae em maior quantidade, ou seja, uma diversidade mais alta.

Prebioticos do leite humano: Sao ingredientes alimentares nao
digeriveis que afetam beneficamente o0 hospedeiro por estimularem
seletivamente o crescimento e/ou a atividade de um ndmero limitado de
espécies bacterianas ja estabelecidas no colén, e, assim, melhorar a saude do
hospedeiro. Fornecem alimento para o microbioma. Fibras da dieta nao
digeriveis, estdo presentes no leite humano como oligossacarideos HMOs e
podem ser adicionados as férmulas infantis como galactooligossacarideos

(GOS), frutooligossacarideos (FOS), prebioticos polidextrose (PDX) e HMOs,
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sintéticos entre outros. Estimulam o crescimento e a atividade das bactérias
benéficas no intestino.

Probidticos do leite humano: S&o microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, proporcionam um beneficio de
saude ao hospedeiro. ApGs serem ingeridas, estas bactérias poderiam compor
parte do microbioma. As espécies encontradas no leite humano sdo os
estafilococos, estreptococos, lactobacilos e bactérias bifidogénicas. Podem ser
adicionadas as formulas infantis (exemplo: Lactobacillus GG (LGG)).
Influenciam a microbiota no intestino do lactente.

Oligossacarideos do leite humano (HMO): carboidratos complexos
ndo digeriveis que, quando seletivamente fermentados, podem originar
alteracdes especificas na composicdo da microbiota intestinal, conferindo
beneficios ao individuo (efeito prebidtico). E o terceiro componente mais
abundante no leite materno, contendo mais de 200 HMOs diferentes (Lyons et

al., 2020).

Microbioma do Leite Materno

A arquitetura do Epitélio Intestinal é constituida por:

— Camada de muco, células epiteliais e lamina propria, exercendo
efeito barreira.

— Gel de muco, predominantemente Mucinas.

— Células Epiteliais revestidas por gel de muco.

— Microbiota ou microbioma composto por Bactérias distribuidas na

camada exterior do muco.
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— Células epiteliais + muco + microbiota + lamina propria =
BARREIRA INTESTINAL.

Colostroterapia: Tem inicio nas primeiras 24 horas de vida, com 0.2 m|
de colostro ou 7 gotas em cada canto da boca, administrados em dois minutos,
de duas em duas horas, por 3 dias.

Alimentacdo complementar: ocorre um consumo maior de
polissacarideos ndo amildceos e amidos resistentes, cuja caréncia vai ser
suprida por essa microbiota, que por sua vez vai produzir e digerir AGCC a
partir desta alimentacao.

Os AGCC acetato e butirato tém multiplas funcdes e sdo produzidos por
essa microbiota intestinal: 1) Estimulam os enterécitos e produzem peptideos
antimicrobianos, citocinas e quimiocinas. 2) Regulam a diferenciacdo de
linfécitos e recrutamento das células do sistema imune. 3) Diminuem a
atividade das citocinas inflamatorias como TNF-Alfa e IL-12. 4) Estimulam a
atividade dos neutréfilos, dos macrofagos e células dendriticas. 5) Aumentam a
producao de citocinas anti-inflamatoérias como a IL-18.

O aleitamento materno, condicdo béasica para nds pediatras, conforme
determinado pela Sociedade de Pediatria e outras sociedades deve manter-se
exclusivo por até seis meses e ser prorrogado até o segundo ano de vida ou
mais.

O aleitamento materno mais uma vez ¢é fundamental para o
desenvolvimento imunolégico e metabdlico dessas criancas: desde o ponto de
vista imunoldgico, as células que vao ser oriundas do tecido linfoide associadas
ao intestino e também associadas a outras mucosas, no caso por exemplo das

células B produtoras de IgA secretora, células B produtoras de IgG e linfocitos
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T, células que vao passar ao leite materno de uma maneira integra, bem como
células linfocitarias e os Ac que produzem (Wang et al., 2020).

No cenario do préprio bebé, ou do proprio lactente, seus imundégenos
presentes no trato gastrointestinal alto e baixo, vao ser reconhecidos e vao ser
direcionados para o fluxo retrégrado pelo ducto mamario para o tecido mamario
materno e ai sim vao ser reconhecidos por células imunocompetentes, as quais
vao produzir Ac especificos, fazendo parte da colonizacdo do proprio lactente e
constituindo uma resposta de protecao especifica fornecida pelo leite materno.
Uma programacdo imunoldgica realizada pelo processo de amamentacdo seria
produzida pelos linfécitos presentes no tecido linfoide associado as mucosas
gue estdo na glandula mamaéria, que vao passar diretamente ao leite materno e
vao chegar ao trato digestério alto do lactente, passando pelo intestino e
chegando até os tecidos corporais, onde exercem seu papel imunitario. Qual
seria esse papel imunitario? 1) Uma modulacdo, uma resposta da célula T; 2)
Uma possivel influéncia dessa célula T baseada no repertério materno; 3)
Apoio da imunidade intestinal neonatal na defesa e manutencdo da
homeostase intestinal; 4) Influéncia na resposta imune humoral e de
imunotolerancia e 5) Uma suplementacdo na producdo neonatal de IgA
secretora. O cenario imunoldgico é muito rico a partir do aleitamento materno
exclusivo, que € um alimento gratuito e completo e do ponto de vista
imunolégico ndo tem comparacao com qualquer outro tipo de alimento que ndo
seja natural (Wang et al., 2020).

Na impossibilidade de aleitamento materno exclusivo e na possibilidade
de ter que introduzir alimentacdo artificial ou complementar, a recomendacéo

seria 0 uso de férmulas infantis adequadas para idade daquele bebé. Mas por
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gue nao usar o leite de vaca? Porque tem baixo teor de acido linoleico e
linolénico por exemplo, carboidratos em quantidades insuficientes, excesso de
proteinas, alguns minerais em quantidades desbalanceadas, quantidades
inferiores de Ferro, quantidades muito aumentadas de Sddio, Fosforo, cloretos
e Potassio no leite, quantidades reduzidas de vitaminas C, D e E, Niacina e de
varios outros oligoelementos como Zinco, Selénio e Cobre (Codex Alimentarius
Comission — Fao E OMS, 2020).

As férmulas infantis agregaram em sua composi¢do alguns elementos
da familia dos bidticos, que ai seriam a presenca de prebidticos e probidticos
na sua correlagdo com os simbioticos e na sua producao os pos-biéticos.

O consenso da Organizacdo Mundial de Gastroenterologia, em 2017,
definiu como prebidticos os substratos que sdo utilizados seletivamente por
microrganismos hospedeiros daquele individuo, conferindo entdo beneficio
para a sua saude (World Gastroenterology Organisation, 2017). Esse substrato
prebidtico, que pode vir na dieta ou pode vir associado a férmula infantil, vai ser
fundamental para a programacao imunologica ou metabdlica na auséncia ou
indisponibilidade do leite materno exclusivo. O substrato prebidtico tem vérias
fontes, mas o padrdo ouro sdo os oligossacarideos do leite materno. O poder
bifidogénico do leite materno é indiscutivel. Para uma microbiota equilibrada é
preciso dar substrato do leite materno, pois o0s oligossacarideos do leite
materno tém sua propor¢cdo de acidos graxos ideais. De acordo com o
consenso do European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and
Nutrition (ESPGHAN) de 2011 sobre prebidticos, a mistura especifica de 90%
de GOS e 10% de FOS, com respaldo na sua seguranca e beneficios, € a 9:1

na concentracao de 0.8 gr/100mL (Braegger et al., 2011).
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Metabolismo dos prebidticos: esse substrato prebidtico vai ser
fundamental pois faz parte de um complexo metabolismo, ou seja, a partir da
fermentacdo desse substrato por essas bactérias que estdo numa diversidade
adequada temos a geracao de produtos intermediarios como &acido succinico,
acido latico e etanol; produtos mais definitivos, como os acidos graxos de
cadeia curta, tais como o acido propiénico, o acido acético e o acido butirico,
considerados como padréo ouro dessa interacao pré e probidticos, gerando os
pds-bidticos na execucdo da sua funcdo. Recentemente saiu uma reviséao,
realizada na Finlandia e na Pol6nia, onde fizeram uma compilagdo da familia
dos biédticos, destacando a funcdo na melhora da consisténcia das fezes e na
frequéncia das evacuacdes, o que é fundamental no contexto de prebidticos no
leite materno, que vao produzir uma maior retencdo de a4gua na luz intestinal e
amolecimento das fezes, diminuindo o tempo da digestdo, fornecendo, enfim,
um habito intestinal saudavel para essa crianca. H4 uma resposta imunolégica
direta reduzindo infec¢des pela a¢éo prebidtica.

Os efeitos clinicos e de seguranca da familia dos bioticos: 1)
Aumento dos niveis de bifidobactérias; 2) Reduzir o risco de manifestacfes
alérgicas; 3) Efeitos imunitérios sistémicos diretos, como reduzir o risco de
infeccbes; 4) Melhora do héabito intestinal; 5) Reduzir a patogenicidade das
bactérias intestinais.

Na programacao imunologica chama a atencédo a questdo da expressao
das proteinas de juncéo ao nivel intestinal. Hoje em dia € muito conhecida a
Sindrome de Leaky Gut, em que o intestino fica mais fragil, ou seja, mais
permeavel, o que se deve a fragilidade dessas proteinas de juncdo que estao

presentes entre as ceélulas epiteliais intestinais e a questdo da utilizacdo dos
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probidticos e os seus subprodutos, no caso os acidos graxos de cadeia curta,
diretamente relacionados a questdo dessa melhor ocluséo intestinal e que vao
mantendo as funcdes firmes e aumentando a producdo de oclutinas e
clautinas, fazendo com que essas fungfes permanecam intactas, reduzindo o
processo de translocagdo bacteriana e translocacdo antigénica, evitando
inflamacéo, infeccdo ou processo de hipersensibilidade. Nosso objetivo seria
evitar essa disruptura, essa situagdo de intestino fragil de Leaky Gut, e evitar
gue aconteca uma situacao de DISBIOSE, através da oferta de um aleitamento
materno exclusivo, que vai propiciar uma situacédo de EUBIOSE e que, assim
sendo, todas as repercussdes de programacao imunoldgica possam acontecer.
Nesse contexto metabdlico se destaca a participacdo dos &cidos graxos de
cadeia curta voltada ao controle ponderal; o controle da obesidade, hoje em
dia, se faz desde os primeiros momentos de vida, entdo devemos pensar na
programacgao nos primeiros mil dias de vida como um fator importante. Existe
um contexto dos acidos graxos de cadeia curta que sdo produzidos por meio
de uma microbiota bem instalada, associados a um substrato adequado
(prebidticos e probidticos por exemplo). A partir deste momento em que temos
0s acidos graxos produzidos teremos seu metabolismo ativo, havendo uma
menor resisténcia insulinica, favorecendo entao o processo de menor sindrome
metabolica. Alguns desses elementos, como butiratos, permanecem na luz
intestinal, mas ao final do intestino serdo unidos com as proteinas integrativas,
como JPR 41 e 43, muito importantes para a atividade simpatica a nivel
intestinal, levando esta informacdo para o sistema nervoso central (SNC)
através do eixo intestino—cérebro, o que nos da a sensacdo de saciedade

através da liberacdo de horménios sacietdbgenos, mais um indicativo no
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controle da obesidade que culmina com uma menor resposta inflamatéria,
aumento de leptina, de remisséo da lipolise e equilibrio da lipogénese. Nesse
contexto metabdlico inflamatério € muito importante que tenhamos em mente
gue pode haver uma programacédo e adequacdo de acordo com o tipo de
alimentacdo ou tipo de substrato que sera ofertado para essa crianca desde a
gestacao, passando pelos mil dias de vida que auxiliam no desenvolvimento da

microbiota saudavel.

Formagéo do Microbioma

O sistema do microbioma intestinal € complexo, diversificado e
populoso: sabemos que tem cerca de dez milhdes de células (23000 genes) e
cem trilhBes de bactérias (33 milhdes de genes), ou seja, temos mais genes de
bactérias do que genes de células humanas interagindo com 0S nossos genes
e causando modificacbes epigenéticas que vao repercutir na vida adulta. A
formacdo desse microbioma, portanto, é extremamente importante para a
prevencdo de doengas crbnicas no futuro e também na manutencdo da saude;
70% dessa microbiota esta localizada no intestino (nosso principal 6rgao
imunolégico) e a medida que vamos descendo no trato gastrointestinal, a
composicdo é maior no coélon, com maior diversificacdo também (Vyas;
Ranganathan, 2012). Os principais colonizadores, de acordo a localiza¢do, séo
os lactobacilos e bifidobactérias, mas temos, no célon, uma diversidade de
bactérias como bacteroides, estreptococos, etc. Sabemos que precocemente,
na colonizacdo inicial, ha uma predominancia dos aerébios facultativos e a

medida que esses aeroObios facultativos vdo povoando esse intestino e

consumindo o O:2 local, vao transformando esse meio mais propicio a que
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aparecam o0s anaeroObios facultativos e posteriormente os anaerobios
patogénicos como enterococos, estreptococos e enterobactérias. Apos 48
horas de vida os estudos j& mostram em criangcas em aleitamento materno a
presenca de lactobacilos e ap6s uma semana diversificacdo maior com a
presenca de bifidobactérias e os bacteroides. A microbiota em varias partes de
nosso corpo € diversificada, mas no nivel intestinal observamos uma
predominéancia dos filos bacteroides e firmicutes que v&o caracterizar a flora
intestinal do adulto, que na crian¢ca vem a ser semelhante a do adulto em torno
de trés anos de idade. Sabemos que o maior érgao linfoide em nosso corpo é o
intestino e l& vamos encontrar o tecido linfoide associado ao tubo digestivo
(GALT), que € o tecido linfoide onde temos 80% das células linfoides de nosso
sistema imune. O GALT é complexo e é composto por células epiteliais
intestinais, por células do sistema imunoldgico que constituem as Placas de
Peyer, pelos canais de muco e pelas bactérias comensais — € a parte do
microbioma intestinal que estar4 o tempo todo interagindo e influenciando o
desenvolvimento do sistema imunolégico.

Quanto a colonizagdo do microbioma intestinal no inicio da vida, j& no
Utero se admite que existam alguns microrganismos que se mantém ao nascer,
dependendo do tipo de parto. Na primeira infancia, de acordo com o modo de
alimentacdo, do estilo de vida familiar e da geografia nés vamos ter a
fitobactéria e proteobactérias que podem se multiplicar com o uso dos
antibioticos e a propria genética da crianca. Admitia-se que o microbioma
intestinal se consolidaria aos trés anos de vida, aumentando a diversidade alfa
e a complexidade funcional, mas ao mesmo tempo com uma diminui¢cdo das

variacfes individuais bacterianas, chamada de diversidade beta. Isso vai
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conferir modificacbes também em termos do metabolismo, uma vez que
admitimos que o microbioma bacteriano é cem vezes superior ao humano e ha
milhares de moléculas que serdo utilizadas em nosso detrimento ou em nNosso
préprio beneficio.

O microbioma intestinal pode se desenvolver mais lentamente do que se
pensava anteriormente (Derrien et al., 2019). Recentes observacdes apontam
que a microbiota intestinal poderia demorar mais de trés anos para se
consolidar porque ela continua apresentando diferengas funcionais e
taxondmicas em comparacdo com a dos adultos, ou seja, a diversidade alfa
pode estar alterada assim como a melhor diferenga entre criancas e adultos em
termos de diversidade beta;, além disso, na propria composicdo, nés
observamos uma reducdo de espécies bacterianas e um aumento de
actinobactérias, bacilos e bacteroidetes. Na verdade, novos estudos vém
apontando que ainda existem alteragdes entre criancas em idade escolar de
seis a nove anos e adultos. Existe uma maior predominancia de bacteroidetes
e actinobactérias, justamente maior quantidade de bifidobactérias em criancas
do que em adultos. Mas ainda também existem diferencas entre criancas de
nove a 12 anos e adultos. Isto foi observado numa coorte de mais de 2000
criancas e quase 1500 adultos (Radjabzadeh et al., 2020). Os graficos mostram
uma menor diversidade em criangas com relacdo aos adultos: existe uma
dissimilaridade na composicdo bacteriana, pois 0s géneros das familias
Fluminococcaceae e Bacteroidaceae sdo mais abundantes em criangcas e nos
adultos, Lachnospiraceae; géneros bacteroides sdo mais abundantes em
criancas e predominam bacteroidetes e actinobactérias enquanto nos adultos

predomina Glaucia.



Introducéo 29

A diversidade do microbioma humano estaria influenciado pela
geografia, faixa etaria e estilo de vida: 1) Novas ferramentas aumentam a
capacidade de mapear os metagenomas intestinais em 87%. 2) Estudos
metagendmicos de larga escala revelaram milhares de novas espécies no
microbioma humano. 3) Popula¢gdes ndo ocidentalizadas albergam uma grande
fracdo das espécies recém-descobertas. Os estudos estdo chegando a
conclusdo de que o mundo globalizado, com padréo ocidental de vida, o que
inclui a dieta, tende a ter uma diversidade menor, um certo empobrecimento
desse microbioma intestinal (Pasolli et al., 2019). Quando um individuo migra
de uma regido de baixo risco para doencas cronicas ndo transmissiveis ou
doencas inflamatérias para uma regido de alto risco, eles tendem a
desenvolver aqguelas doencas comparadas as populacfes locais; isso é tanto
mais expressivo quanto mais cedo na vida ocorre essa migragao e tem sido
associado a modificac6es da microbiota. Entdo a microbiota intestinal refletiria
as mudancas ambientais, geogréficas e culturais, obviamente incluindo a dieta
(Shanahan et al., 2020). Estudo mais recente sobre a interacdo da microbiota
com fenémenos fisiolégicos e da salude sugere que a microbiota do passado
anterior a Segunda Guerra Mundial, a antibioticoterapia e a Revolucéo
Industrial teria um estimulo & imunidade inata predominante devido a riqueza
desse contato com o meio ambiente, que aparentemente se perdeu com as
geracdes mais recentes: 0 RN hoje € exposto a um ambiente mais higiénico,
menos diverso e menos rico em microrganismos, 0 que acaba estimulando
pouco a imunidade inata em detrimento da imunidade adaptativa, que acaba
tendo sua maturacdo alterada de uma forma que teoricamente estaria

relacionada a perda de tolerancia, reatividade excessiva, inflamatoria, como
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base de doencas cronicas e inflamatorias. Todas essas modificacdes do
microbioma intestinal ndo somente afetam o trato gastrointestinal com doencas
inflamatorias como Doenca de Crohn ou colite ulcerativa, que sdo mutacdes
associadas a disbiose; a microbiota também tem efeito sobre o aparelho
respiratorio, SNC, sistema imunitario, osteoarticular e cutédneo, além de atuar
no metabolismo, obesidade, figado e pancreas (Goldszmid; Trinchieri, 2012).

O grande problema dessas doencas todas é determinar se essas
modificacbes da microbiota intestinal seriam primarias ou secundérias; de
gualquer forma a ideia de trabalhar com modulagdo do microbiota sempre vem
a mente e comecga-se com antibiéticos, prebidticos, probidticos e simbibticos,
infelizmente com pouco efeito, com pouco resultado. Mais recentemente tem-
se trabalhado com a reposicdo de defensinas, que s&do peptideos
antimicrobianos basicamente produzidas pelas células de Panneth intestinais e
gue sao reguladores da microbiota intestinal. Finalmente, temos o transplante
fecal, que seria a troca da microbiota patogénica intestinal disbi6tica por uma
microbiota teoricamente normal de um doador saudavel.

O Transplante de microbiota fecal: teria efeitos terapéuticos
estabelecidos e potenciais nas: 1) Doencas gastrointestinais: Infec¢cédo por
Clostridium, Doenca inflamatéria intestinal, Sindrome de Intestino Irritavel e
Constipacdo cronica. 2) Doengas nao-gastrointestinais: Obesidade, Autismo,
purpura trombocitopénica imune (PTI) (associada a RCU), Distonia miocl6nica
(associada a diarreia), Doenca de Parkinson (associada a Constipacao crbnica)
e Sindrome de Fadiga Cronica (Aroniadis; Brandt, 2013).

Constituindo estratégias de manipulacdo microbiana para a manutencao

da Microbiota Normal (Preidis; Versalovic, 2015): o estado atual dessas
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estratégias, baseadas na microbiota tanto do ponto de vista diagnéstico como
terapéutico para as doencas cronicas, ainda é muito incipiente. A ideia geral é
gue a microbiota disbidtica intestinal esteja associada com a progressao para
fiborose da doenca hepética e também associada com maior risco de
descompensacao de doenca cronica; é associada também com alteracdes do
eixo intestino-figado-cérebro; a ideia € que estudos da microbiota seriam
capazes de predizer um risco maior de descompensacdo e até indicar
possibilidade de tratamento para evitar uma maior mortalidade e
desenvolvimento de complicacdes. E dificil entender qual é o papel dos fatores
ambientais como a dieta, e controlar esses fatores, a coleta e as analises das
amostras biolégicas ndo é simples, exige conhecimento de bioinformética
sofisticada, técnicas e estatisticas que ndo sdo as comuns. Sado estudos de
nameros muito altos e a interpretacdo é muito dificil ainda para nos. No
momento gostariamos de ter o conhecimento sobre o papel da microbiota ou
da disbhiose na indug&o ou maior risco de infecgdes e de hemorragia digestiva,
etc., bem como entender o papel da dishiose nas mudltiplas etiologias das
doencas. Ainda ndo se sabe bem como a dishiose se comporta ou se existem
padrdes especificos de disbiose nessas diferentes formas de doencas. A ideia
€ que futuramente, com maiores conhecimentos e maior controle dos testes
laboratoriais, haja melhor interpretacdo dos testes para entender qual o papel
da microbiota e atuar sobre este papel. Por exemplo, utilizar intervencdes
dietéticas especificas que permitam modificagbes mais consistentes e
permanentes da microbiota, protetores da saude, o uso de controles externos
da microbiota que ndo sejam baseados em uso de antibidticos, pois a

resisténcia antimicrobiana vem aumentando assustadoramente; a utilizacao de
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metabodlitos da microbiota seria também interessante, com base no
conhecimento de microbiologia e da microbiota intestinal. Um trabalho recente
realizado na India avaliou a possibilidade de transplante de microbiota fecal em
doencas graves como hepatite alcodlica grave com sobrevida maior aos
tratados com tratamento convencional. Depois de seis meses a um ano do
transplante houve modificacdo dos filos e das espécies bacterianas, o0 que
aparentemente tem a ver com o estado metabdlico e a expressao de genes do
microbioma associado a uma maior sobrevida; este estudo piloto mostra que
outra intervencdo mais radical pode trazer mais efeitos benéficos sobre as
doencas (Acharya; Bajaj, 2021).

O termo “sepse neonatal” € usado para designar uma infec¢do
sistémica, de origem bacteriana, viral ou fungica, associada a alteracfes
hemodinamicas. Presumida quando néo foi identificado o agente causal.

Exposicdo materna e infantil a antibidticos: A exposicdo precoce a
antibiéticos durante a gestacdo ou no inicio da vida do bebé pode ter
influéncias de curto e longo prazo sobre e desenvolvimento do microbioma
intestinal. O fornecimento de antibidéticos no primeiro ano de vida esta
associado ao aumento do risco para obesidade, doenca inflamatoéria intestinal e
atopias. Além disso, 0 uso precoce destes antibidticos cria uma situacdo
chamada resistoma, onde essas bactérias tém genes que causam resisténcia
ao uso desses antibioticos (Kapourchali; Cresci, 2020; McKeen et al., 2019;
Millani et al., 2017; Nogacka et al., 2017).

Estudos mostram que a exposi¢céo pré-natal a antibiéticos esta ligada a
criancas com sobrepeso em idade escolar, independentemente do tipo de

parto: quanto maior o tempo e quanto mais precoce 0 uso, maior € o risco de
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obesidade. Os expostos apresentaram 84% maior risco de obesidade, apos
ajuste multivariado (Muller et al., 2016). Outro estudo mostra que a exposi¢cao
pré-natal a antibacterianos sistémicos esta associada a um aumento de risco
de sobrepeso e obesidade na idade escolar (Mor; Kwon, 2015). Outro estudo
mostra que a exposi¢cdo aos antibidticos ao longo do primeiro ano de vida esta
associada ao desenvolvimento de obesidade e adiposidade central com 12
anos de idade — os bebés foram divididos em faixas de zero a trés meses, de
trés a seis meses e de seis a 12 meses (Azad et al., 2014). Além dessas
doencas crénicas e de saber que se faz uma programacéo metabdlica, deve-se
incluir a formacao de uma microbiota saudavel como um fator envolvido nela,
considerando os fatores perinatais, os fatores gestacionais, os fatores peri
parto. Os fatores pds-natais como alimentacao, a interacdo mae e filho, ganho
de peso materno e do bebé intervém diretamente na formacdo da microbiota
saudavel e logo depois a alimenta¢cdo ao longo da vida. Porque alguns estudos
j& mostram que as alteracBes epigenéticas que acontecem através da
interacdo dos genes bacterianos com 0s nossos genes na fase precoce de vida
se perpetuam, mesmo que essa crianca tenha alimentacdo saudavel, por isso
as doencas crbnicas, atopicas e alérgicas permanecem pelo resto da vida.
Neste sentido, tudo isto pode ter uma aplicabilidade pratica para as criancas
gue nasceram de parto cesareo, que nao tém uma alimentacédo adequada pela
antecipacdo dos produtos processados, no sentido de que essa microbiota
possa ter a diversidade a mais adequada possivel. A formacdo da microbiota
saudavel ja esta dentro daquelas medidas preventivas dos primeiros mil dias e
gue comecam na gestacdo: a consulta pré-natal com o pediatra € essencial

para que ele possa orientar seu paciente ja desde o intradtero, identificar os
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fatores de risco naquela familia e comecar a intervir na mudanga de estilo de
vida daguela méae; nosso paciente ainda vai nascer, vai estar exposto, 0 meio
externo nao é estéril, sabemos que existe um funcionamento que € superior ao
Nnosso conhecimento e a nossa capacidade de identificacdo do funcionamento
destas bactérias, como elas interagem com 0 nosso material genético. Existem
fatores como um bom pré-natal; nem sempre conseguiremos parto hormal, mas
existem outras condigbes, como o aleitamento materno, e outros fatores
ambientais e maternos que também vao interferir. Alguns autores falam de
promover contato com a secre¢do vaginal materna depois do parto cesareo no
RN; ha formulas com probioticos, suplementacdo de prebidticos em cdlicas
infantis e na prevencdo de ECN nos prematuros. Nao temos,
metodologicamente falando, estudos com protocolos, mas temos a prevengao:
o fato de a mée ter uma alimentacdo adequada modifica a microbiota intestinal
da criangca e os primeiros dias de vida sédo importantes para a fermentacao
dessa microbiota, sdo importantes para as alteracbes epigenéticas porque
podem modular essa microbiota. Entretanto, algumas alterac6es neste periodo
permanecem ao longo da vida, por isso temos que ter habilidade de fazer a
prevencao: aleitamento materno, uma alimentacdo complementar adequada,
ter contato com animais de estimacéo, terra, plantas, contato com o ambiente
ao ar livre e interagir com outras criancas de diversas classes sociais e de
diversas faixas etarias € o que vai promover e prevenir os danos causados pela

disbiose.
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Eixo Cérebro- Intestino- Microbiota nos Primeiros Mil Dias

O cérebro e o intestino se comunicam de forma dinamica e complexa
através de diferentes vias, formando um eixo direcional, cujo equilibrio depende
da composicdo da comunidade microbiana que habita o intestino (Silvestre,
2015). Como pode o microbioma se conectar com o cérebro? O sistema
nervoso intestinal esta composto por duzentos a seiscentos milhdes de
neurdnios, constituindo a maior e mais complexa rede neuronal do sistema
nervoso periférico (SNP) e autbnomo (Plexos de Auerbach e Meissner), que
interage com a comunidade microbiana e com seus metabdlitos também, os
quais modulam o SNC (Forsythe; Bordenstein, 2010). A medida que a
motilidade intestinal sofre agdo do SNC, com secrecdo de mucina (formando
uma camada que protege a mucosa intestinal), ocorre a producdo dos
hormonios intestinais e gastricos, producdo de citocinas pelas células do
sistema imune intestinal, que tém uma acgédo direta no SNC; aparecem 0s
estimulos vagais e também existe a via ao contrario, a producéo de serotonina,
acido gama-aminobutirico (GABA), catecolaminas, acetilcolina e histamina, que
0 intestino produz e atuam sobre o comportamento cerebral.

Portanto, os nutrientes da dieta, bactérias da microbiota e seus
metabdlitos presentes no limen intestinal sdo capazes de interagir com o
sistema nervoso central e afetar a fisiologia do cérebro do lactente, durante
janelas temporais criticas de desenvolvimento, com possiveis implicacdes

estruturais e funcionais ao longo da vida através do eixo intestino-cérebro.
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Os primeiros mil dias representam uma janela critica de crescimento e
desenvolvimento na primeira infancia, existindo nesse periodo uma rapida
maturacdo das vias metabdlicas, enddcrinas, neurais e imunolégicas.

Existe uma perspectiva emergente da biologia do desenvolvimento
humano que inclui os trilhdes de microbios (microbiota) e seus genes
(microbioma) que residem no corpo humano e que se agrupam e se
estabilizam durante os primeiros trés anos de vida. Essa colonizagéo
desempenha um papel critico no estabelecimento e maturacdo das vias de
desenvolvimento. A interrupcdo desta sucessdo microbiana ideal pode
contribuir para déficits intergeracionais e ao longo da vida no crescimento e
desenvolvimento (Tamburini et al., 2016).

A importancia do Momento e o Tipo de colonizagdo: Durante a
gravidez, existe uma constancia da microbiota, uma microbiota vaginal com
baixa diversidade e rica em Lactobacilos esta associada ao nascimento a termo
e ao peso normal ao nascer. A microbiota vaginal mais diversa, rica em
Prevotella spp, Gemella spp e Corynebacterium esta associada a reducéao de
escore Z de diversidade no RN. O crescimento saudavel esta associado a
maiores quantidades de Bifidobacterium longum e Streptococcus thermophilus
nos primeiros seis meses de vida. A amamentacdo durante este periodo esta
associada a Bacteroides e Bifidobacterium. As maiores densidades de
Akkermansia muciniphila, Methanobrevibacter smithii, Faecalibacterium
prausnitzii, Lactobacillus e anaerdbios obrigatorios estdo associados ao
crescimento. Escherichia coli, Staphylococcus aureus e outras espécies estédo
associadas a desnutricdo. O fato é que em torno dos trés anos o individuo vai

atingir a microbiota que tera o resto da sua vida.



Introducéo 37

Sucessédo de formacgdo da microbiota: O microbioma da gestante, o
tipo de parto, idade gestacional, leite materno exclusivo e uma adequada
nutricdo irdo promover uma microbiota saudavel. Existe uma colonizacéo
bacteriana em estagios diferentes dos mil dias (Wang et al., 2020). A
integridade, estrutura e funcdo de barreira intestinal é regulada pela
composicdo dessas bactérias intestinais: se elas forem de boa qualidade,
temos maior resisténcia aos patdégenos.

As vias pelas quais os micrébios do Ilimen intestinal interagem
com o crescimento e desenvolvimento:

— A integridade estrutural e funcional da barreira intestinal (camada

de muco, peptideos antimicrobianos, epitélio e juncdes) é
rigidamente regulada pela composi¢cdo microbiana do intestino.

— Resisténcia a colonizagdo contra patdgenos invasores.

— Ainteracdo entre 0 microbioma comensal e o sistema imunoldgico
inato mantém a homeostase imunolédgica e o reconhecimento de
antigenos. O microbioma do hospedeiro também regula a atividade
do eixo somatotrdfico (fatores de crescimento semelhante a insulina
(GH/ IGF-1)) para estimular o crescimento no inicio da vida.

— Desempenha papel critico no metabolismo dos nutrientes do
hospedeiro, afetando a digestdo, absorcdo e o armazenamento de
energia (Tamburini et al., 2016).

O microbioma disbiotico no inicio da vida:

— Prejudica cada uma das vias relacionadas ao crescimento, falha em

proteger a barreira intestinal, levando ao embotamento das
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vilosidades, degradacdo do muco, permeabilidade intestinal e
respostas imunoldgicas prejudicadas.

Essas deficiéncias intestinais podem contribuir para a disfuncao
entérica ambiental (EED), inflamacao sistémica cronica, morbidade
infecciosa e diarreia.

Uma “combinagdo de acertos” pode ser necessaria para induzir a
disfuncéo entérica ambiental e a desnutricdo, incluindo uma dieta
insuficiente ou inadequada, transporte de patégenos e/ou um
microbioma disbiotico.

A disbiose microbiana também pode prejudicar o metabolismo de
nutrientes essenciais, incluindo aminoacidos essenciais, impedindo
assim o crescimento normal.

O uso de probidticos esta sendo analisado ha alguns anos e ha
algumas metanalises que mostram o efeito positivo. No entanto, de
todos os probioticos estudados, em que alguns tém ou nao efeito
positivo, parece que a associacdo de alguns deles tem um efeito
melhor. Na verdade, também esse estudo de Braegger et al.,
apresentado na ESPGHAN 2019, ndo tem uma indicacao precisa
de qual probidtico seria utilizado; na verdade o uso do leite
humano, seja ele cru ou pasteurizado, sem duvida é a melhor
estratégia terapéutica que nds temos para a prevencdo da ECN
(Van den Akker et al.,2020).

A prevencéo, provavelmente com o uso do colostro pasteurizado,
esta relacionada aos oligossacarideos do leite humano, onde h&a

uma melhora da disbiose, hda uma melhora da resposta anti-
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inflamatoria e ha uma melhora na microcirculagdo mesentérica a
medida que se estuda essas criancas e se faz a modulagdo de
alguns nutrientes que podem melhorar a imunidade intestinal
desses RN.

A melhor situacdo é o uso da nutricdo enteral, abreviacédo do jejum
e também a modulacdo do microbioma intestinal através de pré e
probidticos. Esse € um estudo que mostra a introducdo da nutricdo
enteral mesmo naquelas criancas que estdo com sonda ou com
tubo de um periodo muito prolongado e quando utilizamos a
nutricdo enteral ha uma marcante reducdo dos filos das
proteoacterias,. com diminuicdo das bactérias patogénicas.
Prebidticos como oligossacarideos tém um efeito bifidogénico
também e sdo utilizados em muitas ocasifes em criangas que
apresentam fezes diarreicas durante o uso da nutricdo enteral.

A utilizagcdo de probidticos, com algumas indicacdes baseadas em
algumas evidéncias cientificas, mostra a sua utilidade em diarreias
associadas ao uso do antibiético, tratamento de gastroenterocolite
aguda e algumas questdes relacionadas a infec¢cdes graves. Por
exemplo, em algumas situagfes € utilizado até o transplante fecal
para melhorar a disbiose que ocorre nessa situacdo. As
metanalises ainda demonstram que na verdade ndés temos uma
série de probidticos e uma série de prebidticos na unidade de
terapia intensiva (UTI) pediatrica que precisam ser utilizados de
maneira muito criteriosa. Sem duvida, precisamos considerar que o

uso em uma UTI neonatal e pediatrica deve obedecer a alguns
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critérios, como por exemplo que espécie de cepa estamos
utilizando, qual é o produto que ndés estamos utilizando, se é cepa
Gnica ou multipla, qual é a dose que estamos utilizando, o tipo de
formulacdo, a qualidade e sobretudo o grau de evidéncia que nos
temos na utilizacdo de determinado pré/probiético na associacdo
dos probidticos com os prebidticos para utilizar no tratamento
dessas criangas gravemente enfermas. Ou seja, 0 uso de pré e/ou
probidticos é extremamente interessante, porém ndo se deve
encorajar o0 seu uso, a ndo ser que tenhamos evidéncias dos seus
beneficios, principalmente em uma crianca gravemente enferma em
uma UTI neonatal ou pediétrica.

Uma composicao alterada da microbiota intestinal pode prejudicar a
producdo normal de horménios do crescimento (Tiffon; 2018;
Paparo, 2016). No lactente existe uma imaturidade do sistema
imune tanto do adaptativo como do inato (Sharma et al., 2012). E
uma dependéncia da imunidade da microbiota desde o nascimento.
Existem fatores que influenciam a homeostase do microbioma da
concepcdo até os trés anos de vida, como por exemplo o0 uso de
antibioticos, ambiente ndo saudavel, infeccbes e maus habitos
alimentares levam a uma composi¢cdo da microbiota ndo saudavel,
enquanto o parto vaginal, aleitamento materno exclusivo e outros
habitos saudaveis levam a uma composicdo de microbiota normal
(Smilowitz et al., 2017). Existe também uma programacéao paralela
entre neurodesenvolvimento e microbioma. O microbioma tem um

papel nas desordens emocionais e nas desordens do espectro
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autista, levando a conformacdo de um estado psiquico néao
saudavel da pessoa (Vuong, 2017).

Relembrando o conceito de nutricdo, cérebro e microbiota podemos
afirmar que o microbioma age protegendo a formacgao e integridade da matriz
encefélica desde o nascimento até a velhice. Um estudo realizado por Braniste
et al. em 2014, mostrou como a microbiota intestinal influencia na
permeabilidade da barreira hematoencefdlica em ratos com uma maior
permeabilidade da barreira hematoencefalica. Este aumento da permeabilidade
mantido apos o nascimento e durante a idade adulta é a expresséo reduzida
das proteinas de juncdo ocludina e claudina-S (reguladores da funcdo de
barreira em tecidos endoteliais).

Em complementaridade, a utilizacdo de antibidticos apresenta uma
importante influéncia na composi¢cédo da microbiota intestinal e, em pacientes
pediatricos, a utilizacdo em amplo espectro pode comprometer a funcdo da
barreira intestinal contra patégenos, representando um risco inclusive para o
desenvolvimento da ECN. No entanto, tanto em neonatos com falha intestinal
bem como em neonatos prematuros, tem-se pouco conhecimento sobre como
os antibidticos alteram o estabelecimento da microbiota intestinal (Torrazza;
Neu, 2013; Wong et al., 2017).

Bebés RN graves internados em Unidades de Cuidado Intensivo (UCI),
principalmente aqueles que apresentam complicacbes do TGI, estdo ainda
mais susceptiveis as influéncias ambientais; com a consequente desordem da
microbiota intestinal € possivel a proliferacdo de bactérias patogénicas. Esses
bebés sdo tratados com antibidticos de amplo espectro, nutricdo parenteral

prolongada e auséncia de aleitamento natural ou artificial, além de
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permanecerem em incubadoras por longos periodos (Manzoni et al., 2013).
Esses fatores ambientais, associados a dificuldades de alimentacdo, diminuem
a colonizacdo intestinal por bactérias simbiontes como Bifidobacterium e
Lactobacillus, importantes no processo de maturacédo intestinal de lactentes
(Manzoni et al., 2013), levando a uma coloniza¢cdo anormal do TGl.

A gastrosquise e onfalocele sado condi¢cdes relacionadas a defeito no
fechamento da parede abdominal durante o desenvolvimento intradtero. Na
gastrosquise, ha um defeito total na espessura da parede abdominal, de
localizacdo paraumbilical, com protusdo do intestino ou 6rgdos abdominais
para a cavidade amniotica. A onfalocele € definida pela projecdo do intestino
além de outros 6rgdos abdominais revestidos pelo saco peritoneal na cavidade
amniética (Prefumo; 1zzi, 2013).

Entre outras malformagdes do trato gastrointestinal temos a Atresia
Intestinal Neonatal que constitui a malformacdo congénita obstrutiva do trato
gastrointestinal neonatal, segundo alguns estudos representa 1.6% das
admissdes em UTI Neonatal e 75% precisaria de correcao cirurgica. (Verma et
al., 2016).

A hérnia diafragmatica congénita é um defeito de formacéo do diafragma
gue acomete entre 1:2.000 e 1:4.000 nascidos vivos e constitui 8% das
principais anomalias congénitas. Avancos médicos nos ultimos 30 anos
envolvendo diagnostico pré-natal, intervencao fetal, manejo clinico e cirargico
neonatal tém mudado a sobrevivéncia dos seus portadores. (Greer et al, 2013).

Dentre as complicacdes mais encontradas em neonatos com defeitos de
fechamento da parede abdominal e outros defeitos do trato gastrintestinal,

destacam-se: dismotilidade, ileo paralitico, deficiéncias de absorcao, isquemia,
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necrose e sepse (Prefumo; Izzi, 2013). A conduta terapéutica € a cirurgia no
pés-parto imediato, com suporte hidrico, jejum e nutricdo parenteral
prolongada, uso de protetores gastricos (Omeprazol), suporte ventilatério que
faz necessario o uso de sedativos continuos e em bolus, além do uso de
antibiéticos de amplo espectro e manipulac¢ées cirargicas (Dicken et al., 2011).

A dismotilidade intestinal ou ileo adinamico no pdés-operatdrio € uma
complicagdo frequentemente presente, fazendo-se necessario o uso de
nutricdo parenteral por longos periodos, possibilitando assim o surgimento de
trombos na veia cava superior e aumentando a predisposicdo a sepse (Tannuri
et al., 2010). Estudos mostram que a introducdo precoce gradual de leite
materno em bebés com gastrosquise sujeitos aos agravos mencionados esta
associada a diminuicdo do tempo de internacdo desses neonatos (Tannuri et
al., 2010; Coker et al., 2020).

Com o advento da biologia molecular e mais especificamente as
metodologias de sequenciamento com alta eficiéncia (“high throughput”), tem-
se tornado possivel o estudo das comunidades bacterianas e sua influéncia no
metabolismo do organismo, bem como o envolvimento em patologias
importantes (Clavijo et al., 2018).

Ainda é precoce no Brasil o estudo da composicdo da microbiota
intestinal em criancas saudaveis e ndo ha estudos em criancas criticas
utilizando as metodologias de sequenciamento de alta eficiéncia. Nestes
grupos de criancas aqui relacionados, a verificagdo do aumento ou diminuicéo
de géneros importantes da microbiota intestinal pode estar relacionado com
insuficiéncia intestinal, constituindo-se em ferramentas importantes no controle

da mesma.
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A microbiota intestinal constitui um 6rgdo da Fisiologia Humana: que o
microbioma intestinal possa ser mais bem compreendido para poder formar
uma rede de conhecimentos, rede regulatéria que permita localizar os pontos
chave desses multiplos érgaos. Conseguir aproximacdo com essa tdo sonhada
medicina de precisdo ndo é facil quando lidamos com esses numeros de
grande valor como os da microbiota intestinal. Concluimos que a microbiota
intestinal tem se consolidado como um 6rgao da fisiologia humana com
interacdo, integrando os 6rgdos ndo somente do aparelho digestivo, pois do

ponto de vista sistémico tem grande importancia (Phillips et al., 2017).
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A microbiota intestinal dos RN termos e prematuros estd sendo
amplamente pesquisada devido a sua importante funcdo no desenvolvimento
de diferentes doengas. Algumas condi¢bes, como gastrosquise e onfalocele,
sdo defeitos congénitos cirdrgicos que se apresentam ao redor de 1: 1000
recém-nascidos vivos, outras malformagdes do trato gastrointestinal, existindo
uma estreita relacdo entre a alimentacdo destes RN no poés-operatério e a
colonizacgéao do trato gastrointestinal.

O conhecimento da colonizagdo do trato gastrointestinal pode ajudar a
prevenir a sepse e dificuldades na adaptacédo intestinal tdo frequentes na
evolucdo destas criancas. Ha poucos estudos para a compreensdo da
interacdo que existe entre a microbiota e o epitélio do trato gastrointestinal.
Andlises de amostras de fezes dos poucos estudos clinicos e experimentais
mostram que a densidade e distribuicAo das espécies bacterianas séo
altamente variaveis e que isto ndo dependeria apenas da idade gestacional do
recém-nascido, sendo também pelo tipo de parto e principalmente pelo tipo de
dieta, pela evolucgéo clinica quando internado em UTI neonatal e acometido por

diversas patologias, como também quando submetidos a corre¢des cirurgicas.
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Descrevendo a microbiota intestinal de RN com defeitos congénitos do
trato gastrointestinal submetidos a cirurgia, internados na UTI, durante o
periodo de internacdo até a alta, visando o acompanhamento das altera¢des da
microbiota intestinal e estabelecendo possiveis relacdes com a terapéutica

utilizada, visando melhorar a adaptacéo intestinal destes lactentes.
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Geral

I. Caracterizar a microbiota intestinal em RN com defeitos congénitos

intestinais apos correcao cirdrgica até a alta hospitalar.

Especificos

II. Descrever as possiveis modificacbes do microbioma intestinal
relacionadas com tempo de jejum, duracdo da nutricdo parenteral total,
introducéo da alimentacdoenteral, ganho ponderal, episodios de sepse,

uso de antibioticoterapia e tempo de permanéncia hospitalar.
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Casuistica

Trata-se de estudo prospectivo longitudinal no periodo de 01/01/2015 a
31/06/2016. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (USP), bem como pelo
Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina da USP. Pacientes
incluidos apoOs assinatura do consentimento livre e esclarecido pelos pais e

responsaveis legais (vide formulario anexo).

Critérios de Inclusao

Foram incluidos RN internados na UTI neonatal do Instituto da Crianca
do Hospital das Clinicas de Sao Paulo, os quais apresentavam defeitos
congénitos da parede abdominal: Gastrosquise, Onfalocele, Atresia Intestinal

ou Hérnia Diafragmaética, os quais foram submetidos a correcéo cirargica.

Critérios de Exclusao

Foram excluidos RN com prematuridade moderada, prematuridade
extrema, enterocolite necrosante e outras malformacdes.

As condi¢des clinicas envolvidas com a internacdo na Unidade foram
registradas em formulario especifico para esta pesquisa (vide anexo). Os
dados coletados foram antecedentes pré-natais, maternos e neonatais. Durante
a internacao, diariamente foram anotados dados referentes ao: tempo de jejum,
uso de nutricdo parenteral prolongada (NPP) e tempo de uso, inicio e qualidade
da alimentacé&o enteral ministrada ao RN, uso de antibioticoterapia e tempo de

uso, além de interven¢gBes medicamentosas e cirlrgicas.
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Analise laboratorial da microbiota intestinal

Origem e coleta do material

As amostras de fezes foram colhidas durante o periodo de internacéo,
sequencialmente, a cada sete dias, até a alta da unidade, diretamente das
fraldas, dependendo da frequéncia de evacuacdo de cada paciente. Nos
pacientes que ndo apresentaram funcionamento intestinal e estiveram com
sonda gastrica, as amostras foram coletadas do conteudo gastrico da sonda
orogastrica.

As amostras coletadas foram imediatamente colocadas em refrigerador
na Unidade e transferidas em gelo para armazenamento em freezer a -80°C,
até o momento do uso, no Laboratério de Microbiologia Clinica do
Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo.

Extracdo de DNA

O DNA bacteriano foi extraido das amostras coletadas utilizando o kit
QiaAmp DNA Stool (Qiagen), de acordo com o protocolo do fabricante, e

armazenados a -20°C até o momento do uso.

Sequenciamento e Andlise de bioinformatica

A amplificacdo da regido V4 do gene 16SrRNA foi realizada por técnica
de PCR, conforme descrito anteriormente (Kozich et al., 2013). Todos os

procedimentos foram realizados seguindo o protocolo do fabricante (lllumina —
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16S Metagenomic Sequencing Library Preparation). Posteriormente, o0s
amplicons obtidos foram sequenciados utilizando a plataforma Illumina Miseq.
Para explorar os resultados, as sequéncias obtidas foram analisadas
através do software QIIME v.1.9.1 (Quantitative Insights Into Microbial
Ecology), uma ferramenta utilizada para analise metagendmica (Caporaso et
al., 2010; Zhuang et al., 2019). O software foi utilizado para a demultiplexacéo
das amostras, remoc¢ao dos barcodes e remoc¢ao de quimeras. As sequéncias
remanescentes foram entdo agrupadas em OTUs e comparadas com 0 banco
de dados Silva, versdo 128, utilizando 97% de similaridade (Quast et al., 2013).
Dessa forma, por comparacéo, foram identificados os filos e géneros a que

pertencem.

Anélise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada no programa SPSS Statistical Analysis
Software versao 22. Para caracterizar os principais filos e géneros encontrados
na microbiota intestinal no periodo basal, os recém-nascidos foram distribuidos
de acordo com a malformacdo apresentada (gastrosquise, onfalocele e
atresia/hérnia) e foi realizado o teste General Mixed Model (GMM) com pos-
teste Sidak. Considerando o padrdo da microbiota intestinal ao final do periodo
de internacdo, a analise com GMM com pos-teste de Sidak foi utilizada na
comparacao entre o uso de antibidticos (mais de 3 ciclos de antibidticos x
menos de 3 ciclos de antibioticos) e a ocorréncia de sepse (houve sepse X nao
houve sepse).

Para avaliar a correlacéo entre a NPP e o tempo de jejum com os filos e

géneros bacterianos encontrados ao final da internacéo hospitalar, foi realizado
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o teste de correlacdo de Spearman (two-tailed). Em todas as andlises o valor

de significancia adotado foi de p<0,05.



6. RESULTADOS
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No presente estudo, foram incluidos 30 RN com defeitos congénitos da
parede abdominal, os quais foram divididos em grupos de acordo com a
malformacdo apresentada: gastrosquise (n=18), onfalocele (n=8) ou
atresia/hérnia (n=4). Os RN com atresia/hérnia foram unificados para fins de
comparacao estatistica. A Figura 1 mostra o fluxograma do acompanhamento

dos RN incluidos neste estudo.

Gastrosquise (n=18) Onfalocele (n=08) Atresia ou hérnia (n=4)

\ )
|

Recém-nascidos com defeitos
congénitos (n=30)

——

Obito (n=3)

—> | Sepse (n=14)

Recém-nascidos com mais de uma amostra
durante o periodo de internacdo (n=23)

Figura 1- Fluxograma do acompanhamento dos RN

No grupo de RN com gastrosquise, a maioria era do sexo masculino
(66,7%) e o nascimento foi por parto cesareo (72,2%). No grupo com
onfalocele, foi observada uma porcentagem igual de RN em relacédo ao sexo e
todos nasceram de parto cesareo. No grupo com atresia ou hérnia, a maior
parte era do sexo masculino (75%) e nasceu de parto vaginal (75%). Com

relacdo a idade gestacional, todos os RN com onfalocele nasceram a termo.
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O tempo médio de internagdo no grupo com gastrosquise foi de 75,5 +
67,4 dias, superior ao observado no grupo com onfalocele (48,5 + 42,9) e no
grupo com atresia / hérnia (43,7 + 21,6). O mesmo foi observado no tempo de
nutricdo parenteral plena (NPP): o grupo com gastrosquise recebeu NPP por
49,8 + 31,3 dias, enquanto o grupo com onfalocele recebeu NPP por uma
média de 28,6 + 28,9 dias e o grupo com atresia ou hérnia por uma média de
35,5 + 19,7 dias. Neste contexto, o tempo de jejum médio observado também
foi maior no grupo com gastrosquise (60,4 + 90,2 dias), em relacdo ao grupo
com onfalocele (13,1 + 7,4) e ao grupo com atresia / hérnia (28,2 + 18,8).
Todos os grupos apresentaram altas taxas de sepse, sendo de 50% no grupo
com gastrosquise, 62,5% no grupo com onfalocele e 75% no grupo com
atresia/hérnia. Por consequéncia, a utilizacdo de antibioticoterapia também foi
elevada nesses grupos — 50% dos RN com gastrosquise, 62,5% daqueles com
onfalocele e 75% daqueles com atresia / hérnia utilizaram mais do que 3 ciclos
de antibidticos durante o tempo de internacdo. Os dados gerais e clinicos

podem ser observados na Tabela 1, os dados de género na Figura 2.
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DADOS DEMOGRAFICOS:

Género (n=30)

B Feminino = Masculino

Figura 2- Género
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Tabela 1- Dados gerais e clinicos

60

s Gastrosquise Onfalocele Atresia / hérnia
Variavel (n=18) (n=8) (n=4)
Sexo
Feminino 6 (33,3%) 4 (50%) 1 (25%)
Masculino 12 (66,7%) 4 (50%) 3 (75%)
Tipo de parto
Cesérea 13 (72,2%) 8 (100%) 1 (25%)
Vaginal 5 (27, 8%) 0 3 (75%)
Peso ao nascimento (g)? 2399,4 + 662,4 3016,2 + 670,5 2577,5 £ 337,9

Peso na 12 semana (g)

2497,1 +579,2

3010,6 £ 691,2

2488,7 £543,4

Peso na 22 semana (Q)

2589,1 +591,7

3190,6 £772,5

2561,2 +£320,4

Peso na 32 semana (g)

2773,4 £ 6143

3335,7 £ 856,1

2698,7 £ 375,6

Peso na 42 semana (g)

2941,3 +£619,9

3637,0 £ 857,9

2828,7 £ 265,7

Peso na 52 semana (Q)

3081,0 £ 535,7

3499,0 + 896,2

3063,3 £ 252,6

Peso na 62 semana (Q) 3090,4 + 450,3 3948,3 £ 887,5

Idade gestacional

Termo 8 (44, 4%) 8 (100%) 1 (25%)

Pré-termo 10 (55, 6%) 0 3 (75%)

Sepse

Sim 9 (50%) 3 (37,5%) 2 (50%)

Nao 9 (50%) 5 (62,5%) 2 (50%)

Mais de 3 ciclos ATB

Sim 9 (50%) 3 (37,5%) 1 (25%)

Nao 9 (50%) 5 (62,5%) 3 (75%)

Tempo de jejum (dias) 60,4 + 90,2 13,1+7,4 28,2+18,8
(13-377) (3-21) (10-54)

Tempo de internagdo 755+67,4 4851429 43,7+ 21,6

(dias)? (6-261) (9-128) (30-76)

Tempo NPP (dias) 49,8 + 31,3 28,6 £ 28,9 355+19,7
(16-120) (7-98) (19-64)

! os dados estdo apresentados em média + desvio padrdo (minimo — maximo); 2 média +
desvio padrédo; g (gramas); ATB = antibiéticos.
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A evolucédo do peso semanal de cada paciente se observa na Figura 3.
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Figura 3- Evolucao do peso semanalmente para cada RN

Analise de Filos e Géneros Bacterianos — Ao Nascimento

Para observar se os grupos apresentavam uma distribuicdo similar da
composi¢cdo microbiana no inicio da vida, a andlise dos principais filos e
géneros observados com a primeira amostra de cada RN foi realizada,
utilizando a primeira amostra coletada de cada RN, independentemente da
semana de vida. O filo mais abundante nos grupos foi Firmicutes, com
prevaléncia no grupo com atresia / hérnia (59,4 + 45,3). O segundo filo mais
abundante foi Proteobacteria, com maior prevaléncia no grupo com onfalocele

(44,7 £ 38,2). Nenhuma analise de filos entre grupos de acordo com a
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malformacédo apresentou significAncia estatistica. Os resultados podem ser

observados na Tabela 2 e na Figura 4.

Tabela 2- Andlise dos filos microbianos ao nascimento

Variavel Gastrosquise Onfalocele Atresia / hérnia V?;(;edo P

Actinobacteria 3,35+4,15 0,78 +£1,39 0,42 +0,72 2,285 0,12
Bacteroidetes 10,33+ 15,9 3,86 £9,5 3,47+6,6 0,830 0,44
Firmicutes 49,7 + 29,2 49,4 + 32,6 59,4 + 453 0,157 0,85
Proteobacteria 34,5+ 29,2 44,7 £ 38,2 36,4 £447 0,249 0,78

Valores expressos em média + desvio padrdo. Valores de P sdo baseados no GMM e confirmados
com o pos-teste Sidak; "Diferenca significativa entre o grupo Gastrosquise e o grupo Onfalocele;
“Diferenca significativa entre o grupo Gastrosquise e o grupo Atresia/hérnia, £Diferenca significativa
entre o grupo Onfalocele e o grupo Atresia/hérnia.

[0 Cutros

M 2 ctinobacteria
[1Bacteroidetes
[ Proteobacteria
B Firmicutes

100,00

20,00+

60,00

40,00

Abundéincia relativa (%o)

20,00+

0,00~

Gastrogquise Onfalocele Atresia ou Hernda

Doenca

Figura 4- Principais filos observados no periodo basal
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Em relacdo aos principais géneros observados entre 0S grupos ao
nascimento, os resultados podem ser observados na Tabela 3. O principal
género observado no grupo com onfalocele e no grupo com atresia/hérnia foi
Staphylococcus (25,78 + 37,9 e 28,55 + 41,9, respectivamente), o qual foi o
segundo mais abundante no grupo com gastrosquise (13,50 + 28,6). O género
mais abundante no grupo com gastrosquise foi Streptococcus (14,34 + 21,3),
porém estes resultados ndo apresentaram significancia estatistica.

Outros géneros abundantes nos grupos foram Gemella, o qual estava
significativamente maior no grupo atresia/hérnia (17,61 + 35,2) em relagéo ao
grupo com gastrosquise (0,32 = 0,7) — p=0,04; o género Lactobacillus,
encontrado significativamente maior no grupo atresia/hérnia (3,35 + 6,7) em
relacdo ao grupo com gastrosquise (0,15 + 0,2) — p=0,05 e o género Serratia,
gue também apresentou abundancia significativamente maior no grupo
atresia/hérnia (23,02 + 45,8) em relacdo ao grupo com gastrosquise (0,35 +
0,4) — p=0,04. As demais comparacdes de géneros entre 0S grupos nao
apresentaram significancia estatistica. Os resultados desta andalise podem ser

observados na Tabela 3 e na Figura 5.
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Tabela 3- Andlise dos géneros microbianos no inicio da vida

Variavel Gastrosquise Onfalocele Atresia / hérnia Valor do teste P

Bifidobacterium 0,48 +1,2 0,05+0,1 0,20+0,4 0,615 0,54
Corynebacterium 0,11+ 0,2 0,36 £ 0,8 0,07 +£0,09 0,999 0,38
Bacteroides 4,64 +10,0 1,40 +3,9 0,57+0,8 0,672 0,52
Odoribacter 0,47 £0,9 0,03+0,1 0,05+0,1 1,073 0,35
Prevotella 157+2,1 0,36 +0,9 2,62 5,2 1,244 0,30
Alistipes 1,71+3,4 0,73x2,1 0,07+0,1 0,674 0,51
Gemella 0,32+0,7 0,01 £ 0,03 17,61+ 35,2 3,632 0,04#
Staphylococcus 13,50 + 28,6 25,78 + 37,9 28,55 +41,9 0,569 0,57
Granulicatella 1,50+5,5 0,01 +0,03 0,02 + 0,05 0,417 0,66
Enterococcus 3,72+7,4 452+7,7 0,22 +0,3 0,518 0,60
Lactobacillus 0,15+0,2 0,11+0,3 3,35+6,7 3,378 0,05*
Streptococcus 14,34 £ 21,3 2,00+2,8 0,70+ 0,6 2,038 0,15
Clostridium 0,55+0,9 1,61+2,3 0,87+15 1,358 0,27
Lachnospiraceae 1,04 +1,7 0,03+0,1 0,02 + 0,05 1,946 0,16
Lachnospiraceae uncultured 0,44 +0,8 0,06 £0,2 0,02 £ 0,05 1,395 0,26
Veillonella 1,50 + 3,2 5,95+ 10,2 2,42+48 1,447 0,25
Enterobacter 2,07+25 3,76 £ 3,7 1,17+2,1 1,390 0,26
Escherichia-Shigella 0,69+1,0 4,45+7,2 2,25+2,7 2,481 0,10
Klebsiella 13,2+ 15,8 20,21 +21,1 7,30 +12,4 0,844 0,44
Serratia 0,35+0,4 0,61+0,8 23,02 £ 45,8 3,622 0,04*
Actinobacillus 0,52+1,6 0,03+0,1 0,02 + 0,05 0,514 0,60
Haemophilus 1,33+3,3 1,11+2,0 0,07 +0,1 0,326 0,72
Acinetobacter 0,34+0,6 0,32+0,7 0,10+0,2 0,264 0,77
Pseudomonas 0,92+1,6 0,15+0,2 0,05+0,1 1,333 0,28
Stenotrophomonas 5,75+12,1 0,03 +0,07 0,07 +0,09 1,269 0,29

Valores expressos em média + desvio padrdo. Valores de P sdo baseados no GMM e confirmados com o pds-teste
Sidak. S6 foram comparados géneros que estavam presentes nos trés grupos; ‘Diferenca significativa entre o grupo
Gastrosquise com o grupo Onfalocele; *Diferenga significativa entre o grupo Gastrosquise com o grupo Atresia/hérnia;
EDiferenca significativa entre o grupo Onfalocele com o grupo Atresia / hérnia.
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Figura 5- Principais géneros observados no periodo basal

Uso de Antibioticoterapia

A porcentagem do uso de antibioticoterapia, nesta populacéo, foi feita de
acordo com as principais classes de antibidticos. Os resultados podem ser
observados na Figura 6. A classe de antibiético mais utilizado foi a dos
Aminoglicosideos (100%), seguido por antibiéticos Beta-lactamicos (96,67%),
Glicopeptideos (63,33%) e Carbapenémicos (60%). As classes de antibibticos
menos utilizadas por essa populacdo foram as Sulfonamidas (3,33%) e as

Quinolonas (3,33%).
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Figura 6- Porcentagem do uso de antibi6ticos durante a internacdo em RN com
defeito congénito de parede abdominal

Numero de Ciclos de Antibioticoterapia Durante a Internacéo

Com o objetivo de avaliar a associagcdo do uso de varios ciclos de
antibioticos durante o periodo de internagéo, dividimos a populagéo entre RN
gue utilizaram mais de trés ciclos de antibioticoterapia durante a internacdo e
RN que utilizaram menos do que trés ciclos, de acordo com a ultima amostra
coletada antes da alta hospitalar. Recém-nascidos que so tiveram uma amostra
coletada durante o periodo de internacdo, anterior ao uso dos ciclos de
antibioticos, foram excluidos desta analise. A Tabela 4 apresenta a
comparacao dos principais filos encontrados. O filo Proteobacteria foi o mais

abundante em ambos 0s grupos, com prevaléncia no grupo que recebeu mais
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de trés ciclos de antibidticos (66,63 + 27,9) em comparacdo ao grupo que
recebeu menos de trés ciclos (57,48 £ 39,9), mas o resultado ndo apresentou
significancia estatistica (p=0,53). Em contrapartida, o filo Firmicutes
apresentou-se mais abundante no grupo que recebeu menos de trés ciclos
(37,25 = 36,5), em comparagcdo ao grupo que recebeu mais de trés ciclos
(24,51 + 22,5), porém o resultado também nao foi estatisticamente significante
(p=0,33). O filo Bacteroidetes apresentou valores mais abundantes no grupo
gue recebeu mais de trés ciclos e o filo Actinobacteria no grupo que recebeu

menos de trés ciclos, mas ndo houve diferenca significativa entre os grupos.

Tabela 4- Andlise dos filos de acordo com o uso de antibioticoterapia

Mais de 3 ciclos de Menos de 3 ciclos de

Filo antibiotico antibiotico Valor do teste P
(n=11) (n=12)
Actinobacteria 0,67+1,3 251+54 1,195 0,28
Bacteroidetes 4,24 +6,5 2,44 + 4.4 0,612 0,44
Firmicutes 2451225 37,25+ 36,5 0,988 0,33
Proteobacteria 66,63 + 27,9 57,48 £ 39,9 0,398 0,53

Valores estdo expressos em média + desvio padrdo. Valores de P sdo baseados no General
Mixed Model (GMM) e confirmados com o pés-teste Sidak.

Em relacdo aos principais géneros observados de acordo com 0 uso de
antibioticoterapia, os resultados podem ser observados na Tabela 5 e nas
Figuras 6 e 7. O género mais prevalente no grupo que recebeu mais de trés
ciclos de antibiéticos foi Klebsiella (22,57 + 23,9) e o género mais prevalente no
grupo que recebeu menos de trés ciclos foi Escherichia-Shigella (20,89 + 36,3).

Outros géneros abundantes no grupo que recebeu mais de trés ciclos, em
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relacdo ao que recebeu menos de trés ciclos, foram Serratia (8,40 £ 17,5),
Stenotrophomonas (4,40 + 9,1) e Veillonella (6,18 + 19,3), porém os resultados
nao apresentaram significancia estatistica (p=0,15, p=0,11 e p=0,62,
respectivamente). No grupo que recebeu menos de trés ciclos, outros géneros
mais abundantes em relacdo ao outro grupo foram Streptococcus (14,92 *
21,1) e Enterococcus (9,02 + 24,7), mas os resultados também nao alcancaram
significancia estatistica (p=0,14 e p=0,29, respectivamente). O Unico género
gue apresentou diferenca estatistica entre 0s grupos nesta andlise foi
Prevotella, o qual se apresentou aumentado no grupo que recebeu mais de trés
ciclos (0,73 £ 1,1) em relacdo ao que recebeu menos de trés ciclos (0,05 + 0,1),

p=0,03. Isto pode ser observado na Figura 8.
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Tabela 5- Andlise dos géneros de acordo com o uso de antibioticoterapia

Mais de 3 ciclos de Menos de 3 ciclos de

Género antibiético antibiotico Valor do =
(n=11) (n=12) teste

Bifidobacterium 0,03 0,09 0,00 £ 0,02 1,001 0,32
Corynebacterium 0,03 +0,08 0,008 + 0,02 1,269 0,27
Rothia 0,29+0,7 2,30+54 1,458 0,24
Bacteroides 0,58 +0,9 1,36 + 3,5 0,521 0,47
Prevotella 0,73+1,1 0,05+0,1 4,846 0,03*
Gemella 0,34 +£0,9 0,30 £0,6 0,013 0,91
Staphylococcus 0,86 +2,0 2,21 +3,9 1,025 0,32
Granulicatella 0,64+1,8 1,61 +5,3 0,330 0,57
Enterococcus 0,90+0,9 9,02 £ 24,7 1,177 0,29
Lactobacillus 1,82+59 0,008 + 0,2 1,110 0,30
Streptococcus 4,26 +10,9 14,92 + 21,1 2,242 0,14
Clostridium 1,16 £ 2,1 0,43+0,9 1,229 0,28
Peptoclostridium 1,56 £4,0 4,04 £13,9 0,322 0,57
Veillonella 6,18 £ 19,3 3,19+6,9 0,252 0,62
Fusobacterium 3,13+10,3 0,02 + 0,08 1,092 0,30
Shingomonas 0,13+0,4 0,008 + 0,02 0,962 0,33
Neisseria 0,02 £ 0,09 0,16 +0,5 0,625 0,43
Enterobacter 3,44+3,1 3,29 +4,7 0,008 0,92
Escherichia- 8,11 +22,6 20,89 + 36,3 1,004 0,32
Shigella

Klebsiella 22,57 +23,9 19,03 £ 27,4 0,108 0,74
Serratia 8,40 £17,5 0,89+0,9 2,189 0,15
Actinobacillus 1,37 +3,2 1,16 + 3,7 0,020 0,88
Haemophilus 244 +59 479+12.8 0,304 0,58
Acinetobacter 1,52 +4,7 0,01 £0,03 1,241 0,27
Pseudomonas 0,11+0,3 0,008 + 0,02 0,928 0,34
Stenotrophomonas 4,40+9,1 0,05 + 0,09 2,752 0,11

Valores expressos em média + desvio padrdo. Valores de P sdo baseados no GMM e confirmados com pds-teste

Sidak; *Diferenca significativa entre os grupos. Sé foram comparados géneros presentes em ambos 0s grupos.
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Ocorréncia de Sepse

Para avaliar a associacao entre a ocorréncia de sepse e alteragdes na
microbiota intestinal, dividimos os RN de acordo com a ocorréncia de sepse
durante a internacdo (houve ou ndo houve sepse), pela Udltima amostra
coletada antes da alta hospitalar. Os resultados em relagé@o aos principais filos
observados estdo na Tabela 6. O filo mais abundante em ambos os grupos foi
Proteobacteria, com valores aumentados em RN que ndo apresentaram sepse
(76,01 = 30,43), com resultado apresentando tendéncia a significancia
(p=0,08). O segundo filo mais prevalente em ambos os grupos foi Firmicutes,
com valor mais abundante no grupo que apresentou sepse (39,16 + 31,23),
porém o resultado n&o alcancou significancia (p=0,15). Os demais filos,
Actinobacteria e Bacteroidetes, apresentaram-se aumentados no grupo que
apresentou sepse (2,56 + 5,20 e 3,95 + 5,0, respectivamente) em relacdo ao
grupo que nao apresentou sepse, porém o0s resultados nao foram

estatisticamente significativos.

Tabela 6- Filos bacterianos de acordo com a ocorréncia de sepse durante a

internacéo
. Houve sepse N&o houve sepse
Filo Valor do teste P
(n=13) (n=10)
Actinobacteria 2,56 £5,20 0,43+1,11 1,602 0,21
Bacteroidetes 3,95+5,0 2,46 £6,19 0,410 0,52
Firmicutes 39,16 + 31,23 20,77 £ 28,09 2,134 0,15
Proteobacteria 50,97 + 34,10 76,01 £ 30,43 3,336 0,08

Valores expressos em meédia + desvio padrdo. Valores de P sdo baseados no GMM e
confirmados com o pés-teste Sidak.
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Os resultados em relagcdo aos principais géneros podem ser observados
na Tabela 7. O género mais prevalente em ambos os grupos foi Klebsiella, com
valor mais elevado no grupo que nao apresentou sepse (28,81 + 30,14) em
relacdo ao grupo que apresentou sepse. O segundo género mais abundante
em ambos os grupos foi Escherichia-Shigella, também com valores maiores no
grupo que nao apresentou sepse (17,57 £ 34,17), seguido por Streptococcus, 0
qual se apresentou mais abundante no grupo que apresentou sepse (12,60 +
22,27) em relacdo ao grupo que nao apresentou sepse (6,22 = 8,01).
Enterococcus (7,30 = 23,45) e Veillonella (7,22 + 18,37) também foram
encontrados aumentados no grupo que apresentou sepse, em relacado ao grupo
gue nao apresentou (2,34 £ 6,51 e 1,24 + 2,74, respectivamente). Em nenhum
destes resultados foi observada significaAncia estatistica, assim como os demais

resultados para géneros nesta analise.
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Tabela 7- Géneros bacterianos de acordo com a ocorréncia de sepse durante a

internacao
Género Houve sepse  N&o houve sepse Valor do teste b
(n=13) (n=10)
Corynebacterium 0,03 + 0,07 0,01 +0,03 0,668 0,42
Rothia 2,10 £5,23 0,35+ 1,07 1,070 0,31
Bacteroides 1,31+ 3,25 0,57 £1,32 0,462 0,50
Odoribacter 0,26 +0,82 0,44 £ 1,39 0,147 0,70
Prevotella 0,47 + 0,86 0,25+0,75 0,433 0,51

Alistipes 0,23 +£0,80 0,49 +1,54 0,256 0,61
Gemella 0,49 £ 0,99 0,14 £ 0,22 1,038 0,32
Staphylococcus 0,96 +1,94 2,35+4,34 1,052 0,31
Granulicatella 2,00 £5,22 0,04 £ 0,09 1,402 0,25
Enterococcus 7,30 £ 23,45 2,34 £ 6,51 0,418 0,52
Streptococcus 12,60 £ 22,27 6,22 + 8,01 0,740 0,39
Clostridium 0,99 +£1,93 0,51 +1,00 0,511 0,48
Lachnospiraceae 0,24 £ 0,79 0,52 + 1,64 0,278 0,60
Lachnospiraceae uncultured 0,16 + 0,55 0,24 £ 0,75 0,083 0,77
Peptoclostridium 1,26 + 3,74 4,92 +15,24 0,700 0,41
Veillonella 7,22 £18,37 1,24 £ 2,74 1,032 0,32
Shingomonas 0,11 +0,41 0,01 £0,03 0,632 0,43
Enterobacter 2,59 + 3,33 4,37 £ 4,67 1,137 0,29
Escherichia-Shigella 12,63 + 28,69 17,57 £ 34,17 0,142 0,71
Klebsiella 14,50 £ 19,91 28,81 £ 30,14 1,877 0,18
Serratia 3,49 £9,82 5,77 15,77 0,181 0,67
Actinobacillus 1,24 2,99 1,29 + 4,07 0,001 0,97
Haemophilus 2,99 £5,70 4,55 + 14,17 0,131 0,72
Acinetobacter 1,29 + 4,33 0,02 £ 0,04 0,852 0,36
Stenotrophomonas 1,66 + 4,74 2,75+ 8,59 0,150 0,70

Valores expressos em média + desvio padrdo. Valores de P sdo baseados no GMM e confirmados com

0 pos-teste Sidak; "Diferenca significativa entre os grupos; Sé foram comparados géneros que estavam

presentes nos dois grupos
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Tempo de uso de Nutrigdo Parenteral Prolongada (NPP)

Para observar a influéncia do tempo de recebimento da nutricdo
parenteral prolongada na microbiota intestinal dos RN incluidos neste estudo,
foi realizado um teste de correlacéo entre o tempo de NPP e os principais filos
e géneros encontrados nas amostras. Os resultados dos testes de correlacdo
com os principais filos encontrados estédo disponiveis na Tabela 8. Para os filos
Actinobacteria e Bacteroidetes os resultados apresentaram uma tendéncia a
significancia, apresentando correlacdo positiva fraca com o uso de NPP
(p=0,078 e p=0,098, respectivamente). Os demais filos ndo apresentaram

valores significativos nos testes de correlagao.

Tabela 8- Correlacao entre os filos bacterianos e o tempo de NPP (n=25)

Filo Tempo de NPP
] ) Spearman? 0,359
Actinobacteria
P 0,078
) Spearman? 0,338
Bacteroidetes
P 0,098
L Spearman? 0,069
Firmicutes
P 0,74
. Spearman? -0,130
Proteobacteria
P 0,53

aCorrelagéo de Spearman (two-tailed); *Significancia observada P<0,05.

Em relacdo aos principais géneros encontrados, os resultados estao
disponiveis na Tabela 9. Os géneros que apresentaram significancia estatistica
no teste de correlacdo foram Lactobacillus (p=0,014) e Lachnospiraceae
(p=0,05), com correlacdo positiva fraca em relacdo ao uso de NPP. Outros

géneros, como Alistipes, Odoribacter e Peptoclostridium, apresentaram
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by

tendéncia a correlacdo positiva fraca ao uso de NPP (p=0,051, p=0,072 e

p=0,068, respectivamente). Os demais géneros ndo apresentaram resultados

significativos nos testes de correlagéo.

Tabela 9- Correlacdo entre os géneros bacterianos e o tempo de NPP (n=25)

Género Tempo de NPP

a
Odoribacter Spearman 0,366
P 0,072

a
Alistipes Spearman 0,395
P 0,051

a
Lactobacillus Spearman 0,485
P 0,014*

a
Lachnospiraceae Spearman 0,395
P 0,05*

a
Peptoclostridium Spearman 0,371
P 0,068

Tempo de Jejum

Para avaliar a influéncia do tempo de jejum na microbiota intestinal

dos RN deste estudo, foi realizado um teste de correlagdo entre o tempo de

jejum e os principais filos e géneros (Tabela 10).
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Tabela 10- Correlagao entre os filos bacterianos e o tempo de jejum (n=25)

Filo Tempo de jejum
Spearman 0,199
Actinobacteria
P 0,34
Spearman 0,358
Bacteroidetes
P 0,07
Spearman 0,045
Firmicutes
P 0,82
Spearman -0,085
Proteobacteria
P 0,68

@ Correlagdo de Spearman (two-tailed); “Significancia observada encontrados nas amostras

Os resultados dos testes de correlacdo com os principais filos
encontrados estdo disponiveis na Tabela 10. O filo Bacteroidetes apresentou
uma tendéncia a correlacdo positiva fraca com o tempo de jejum (p=0,07),
porém os demais filos ndo apresentaram resultados significativos neste teste.

Para os principais géneros, os resultados podem ser observados na
Tabela 11. Os géneros que apresentaram correlacdo positiva fraca com o
tempo de jejum nesta andlise foram: Odoribacter (p=0,032), Prevotella
(p=0,039), Alistipes (p=0,013), Granulicatella (p=0,032) e Lachnospiraceae
(p=0,013); para o género Enterococcus (p=0,011) foi observada uma
correlacdo positiva média. Outros géneros apresentaram uma tendéncia a
correlagao positiva fraca com o tempo de jejum, como Bacteroides (p=0,066),
Lachnospiraceae nado cultivaveis (p=0,067) e Acinetobacter (p=0,081). Os

demais géneros bacterianos ndo apresentaram significancia estatistica.
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Tabela 11- Correlacdo entre os géneros bacterianos e o tempo de jejum (n=25)

Género Tempo de jejum

a
Bacteroides Spearman 0,373
P 0,066

a
Odoribacter Spearman 0,430
P 0,032*

a
Prevotella Spearman 0,416
P 0,039*
Alistipes Spearman @ 0.489
P 0,013*

a
Granulicatella Spearman 0,429
P 0,032*

a
Enterococcus Spearman 0,502
P 0,011*
; Spearman? 0,488

Lachnospiraceae

P 0,013*

a
Lachnospiraceae ulcultured Spearman 0,372
P 0,067

a
Acinetobacter Spearman 0,356
P 0,081

aCorrelagdo de Spearman (two-tailed); *Significancia
apresentados géneros com resultados significativos.

observada P<0,05.

Somente
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A colonizacao microbiana do intestino humano afeta o metabolismo e a
iImunidade do hospedeiro. Embora muitos estudos relatam que ao nascimento
as mucosas do recém-nascido estariam colonizadas por bactérias existentes
intradtero (Funkhouser; Bordenstein, 2013), os mais recentes, como o0 de
Kennedy et al. (2021), concluiram que a colonizacdo do intestino fetal de RN a
termo ocorre principalmente apés o nascimento e que o perfil da microbiota do
meconio neonatal depende da idade gestacional, do meio ambiente e das
condi¢des clinicas do recém-nascido (Liu et al., 2021; Moreira et al., 2019).

No entanto, outras situacdes clinicas na UTI neonatal como a
prematuridade e aquelas relacionados as malformacfes digestivas como
gastrosquise, onfalocele, hérnia diafragméatica e atresias intestinais tém maior
incidéncia observada nos ultimos anos.

A UTI Neonatal do Instituto da Crianca (ICr) Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HCFMUSP) é
considerada como referéncia destes graves problemas, ou seja, admite recém-
nascidos com malformacfes digestorias que frequentemente sdo submetidos
as corregdes cirargicas precoces ocasionando: jejum prolongado, necessidade
de expansdes volumétricas, correcdo dos disturbios hidroeletroliticos, infuséo
de coloides como albumina e NPP. Muitos necessitam drogas vasoativas,
permanecem em ventilagdo mecéanica convencional, ventilacdo de alta
frequéncia e monitorizacao infecciosa conforme os protocolos do servigco que
preza ndo somente a capacitacdo cirurgica mas sobretudo o entendimento da
guestao clinica destas criancas, o que fez a diferenca nos resultados positivos

obtidos em conjunto entre a neonatologia e a cirurgia pediatrica.
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Estes dados foram analisados por Redondo et al., (2016) em estudo
clinico retrospectivo de 50 lactentes com gastrosquise admitidas neste servico.

Os resultados demonstraram que a cirurgia inicial ocorreu com uma
mediana de 2 horas, 14% das criangas foram submetidas a uma interposicao
de silo priméario e 24% tiveram malformagéo intestinal associada. Dezenove RN
necessitaram de mais de uma intervencao cirdrgica. Todos os RN recuperaram
0 débito urinario 48 horas apés a cirurgia e 40% tiveram hiponatremia e
oligoanuria neste periodo. Concluiram que a caracterizacdo clinica de recém-
nascidos com gastrosquise depende da complexidade dos casos, do
conhecimento, da conduta inicial e das comorbidades que impactam a
mortalidade.

No entanto, um dos maiores problemas destes RN esta relacionado a
disbiose intestinal. Sao iniumeros os fatores potenciais de disrupcdo do
microbioma na UTI neonatal associados as malformacdes digestivas, em
especial gastrosquise, desde o jejum prolongado, uso de nutricdo parenteral,
dificuldades na introducédo da alimentacdo enteral ou auséncia de substrato
alimentar intestinal, uso de antibidticos e drogas vasoativas, inibidores de
secrecdo gastrica como Omeprazol e sobretudo as ressecfes intestinais
comuns na UTI Neonatal, além da colonizacdo dos diversos microbiomas da
crianca pelo meio ambiente da UTI e a falta do aleitamento materno, que
conduzem a grave disbiose intestinal, ou seja, um estado alterado da ecologia
microbiana com intenso desequilibrio da microbiota intestinal.

Estudos demostram que as alteragcdes da microbiota intestinal em
pacientes internados em UTI apresentam intensa proliferacdo de bactérias

patogénicas oportunistas, reducdo da flora comensal constituida por
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Lactobacillus e Bifidobacterias e diminuicdo significativa na diversidade da
microbiota intestinal que podem levar a sepse endbégena por translocacao
bacteriana intestinal e agravo da insuficiéncia intestinal (Liu et al., 2021; Rozé
et al., 2020).

No entanto, ndo ha muita informagdo sobre estudos relacionados as
intervencdes cirdrgicas gastrointestinais durante o periodo neonatal. A revisdo
sistematica da literatura revelou apenas dois ensaios clinicos randomizados
realizados na Australia por Rao et al. (2018), o primeiro com 24 neonatos com
gastrosquise e o segundo com oito neonatos com varias condi¢cdes cirurgicas.

Estes estudos apontam para o manejo clinico adequado logo apds o
nascimento com necessidade de balanco hidroeletrolitico e o preparo
metabdlico pré-cirurgia, como verificado no estudo de Redondo et al. (2016).

O inicio da colonizacdo intestinal ocorre apos o parto (Winther et al.,
2020; Moron, 2020). No intestino, a populacdo microbiana inicial € bastante
heterogénea. Mecanismos regulatoérios gerados dentro dos habitats (como
imunidade e condic@es fisico-quimicas do meio) e fatores externos (tipos de
nutrientes, contaminacdo ambiental, medicacdes e uso de antimicrobianos)
condicionam a presenca de alguns tipos de microrganismos patogénicos e a
supressdo de outros (Agostini, Mazzocchi, 2019; Alexandrova et al., 2019;
Antosca et al., 2019; Chong et al., 2018; Koch, 2019; McLean et al., 2019;
Nyangahu, 2019). Posteriormente, a composicdo da microbiota se torna mais
estavel, e a comunidade bacteriana normal do adulto € alcancada (comunidade
climax). As criancas atingirdo uma microbiota com caracteristicas de adulto ou
comunidade climax em torno dos 18 meses de idade. A partir deste periodo,

embora a microbiota intestinal permaneca em interacdo permanente com
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microrganismos do meio ambiente, sua composi¢cdo se mantém estavel (Lee et
al., 2018; Penders et al., 2007).

Os RN, principalmente aqueles que permanecem por muito tempo na
UTI Neonatal, séo altamente suscetiveis as alteragdes na microbiota intestinal.
Um dos aspectos importantes e com consequéncias no periodo pés-cirargico
destas criancas € a disbiose intestinal devido aos fatores associados a doenca
anteriormente mencionados, o0 que ocasiona a disrup¢do do microbioma
intestinal na terapia intensiva neonatal, levando a grave disbiose intestinal, que
comumente levam a insuficiéncia intestinal e dificuldades na adaptacéo
intestinal ao longo do periodo da internacao.

O microbioma intestinal destes pacientes na UTI neonatal sofre muitas
alteragbes em funcdo desses disruptores, ocorrendo diminuicdo da microbiota
comensal de bactérias como lactobacilos e bifidobactérias que modulam a
imunologia intestinal na producdo de anticorpos e a defesa, ocasionando a
permeabilidade intestinal as bactérias patogénicas que podem translocar
através da mucosa intestinal, com a presenca de patdégenos oportunistas
altamente resistentes aos antibiéticos e que podem ter translocacdo bacteriana
intestinal e modificacdo acentuada nos filos bacterianos com predominio das
proteobacterias, que sdo bactérias patogénicas altamente resistentes aos
antibioticos e que podem causar infeccbes de gravidade na UTI neonatal e
pediatrica.

Por outro lado, hd uma diminuicdo da camada de muco e diminuicdo na
producdo dos acidos graxos de cadeia curta, ocasionando desintegracdo do
epitélio da mucosa intestinal, aumento de permeabilidade intestinal e da

resposta inflamatéria imunologica, muitas vezes com a presenca de diarreia e
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diminuicdo da absorcdo de nutrientes. Assim, a disbiose intestinal é uma
caracteristica importante e grave que ocorre nas UTI| neonatais e pediatricas
(Tiffon, 2018; Paparo, 2016).

Devido as consideracdes acima e gravidade do problema decidimos
realizar o estudo da microbiota intestinal, no qual foram incluidos trinta recém-
nascidos com malformacgdes do trato gastrointestinal e da parede abdominal,
com especial énfase em onfalocele e gastrosquise.

Os dados demogréficos da nossa casuistica estdo representados na
figural: no grupo de recém-nascidos com gastrosquise a maioria era do sexo
masculino (66,7%) e o nascimento por parto cesareo (72,2%). No grupo com
onfalocele, observou-se a porcentagem igual de recém-nascidos em relagao ao
sexo e todos nasceram de parto cesareo e idade gestacional de termo. No
grupo com atresia ou hérnia, a maior parte era do sexo masculino (75%) e
nascidos de parto vaginal. Comparando com o estudo de Redondo et al. 2016
com cinquenta RN internados no mesmo centro neonatal com diagndstico de
gastrosquise ndo houve diferenca em relacdo ao sexo: feminino (26 casos) e
masculino (24 casos). A idade gestacional e o peso médio ao nascimento foi de
36 e 1/7 semanas e 2.306 g, respectivamente. Do total de 43 gestantes (86%)
através de parto cesareo e 77% primiparas. A mediana de idade do RN na
admisséo hospitalar para correcéo cirurgica foi de 2 horas e maximo de 6 dias.

Na sequéncia (Tabela 1) verifica-se o tempo meédio de internacdo no
grupo com gastrosquise foi de 75,5 + 67,4 dias, superior ao observado no
grupo com onfalocele (48,5 + 42,9) e no grupo com atresia / hérnia (43,7 +
21,6). O mesmo foi observado no tempo de nutricdo parenteral (NPP): o grupo

com gastrosquise recebeu NPP por 49,8 + 31,3 dias, enquanto o grupo com
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onfalocele recebeu NPP por uma média de 28,6 + 28,9 dias e 0 grupo com
atresia ou hérnia por uma média de 35,5 + 19,7 dias.

Com referéncia ao grafico 3, observa-se que o ganho de peso semanal
dos pacientes foi prejudicado pelas complicagbes e comorbidades, ao passo
que no trabalho de Redondo et al. (2016) o ganho de peso foi semelhante em
ambos 0s grupos que receberam nutricdo parenteral e foi significativamente
maior em pacientes com gastrosquise apos alimentacéo enteral (p = 0,0046).
Os RN gque apresentaram nutricdo enteral mais precoce e em maior quantidade
evoluiram com 2,4 vezes menos colestase.

A analise dos principais filos e géneros observados com a primeira
amostra de cada recém-nascido foi realizada, utilizando a primeira amostra
coletada de cada RN, independentemente da semana de vida. Estudando a
composicdo da microbiota intestinal dos RN em condi¢cdes basais verificamos
nas Tabelas 2 e 3 e figuras 4 e 5 que o filo mais abundante foi Firmicutes, com
prevaléncia no grupo com atresia / hérnia (59,4 £ 45,3). O segundo filo mais
abundante foi Proteobacteria, com maior prevaléncia no grupo com onfalocele
(44,7 + 38,2).

Em relacdo aos principais géneros observados entre os grupos ao
nascimento, os resultados podem ser observados na Tabela 3. O principal
género observado no grupo com onfalocele e no grupo com atresia / hérnia foi
Staphylococcus (25,78 + 37,9 e 28,55 + 41,9, respectivamente), o qual foi o
segundo mais abundante no grupo com gastrosquise (13,50 * 28,6). O género
mais abundante no grupo com gastrosquise foi Streptococcus (14,34 + 21,3),
porém estes resultados ndo apresentaram significancia estatistica. Outros

géneros abundantes nos grupos foram Gemella, o qual estava
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significativamente maior no grupo atresia/hérnia (17,61 + 35,2) em relagdo ao
grupo com gastrosquise (0,32 = 0,7) — p=0,04; o género Lactobacillus,
encontrado significativamente maior no grupo atresia/hérnia (3,35 * 6,7) em
relacdo ao grupo com gastrosquise (0,15 + 0,2) — p=0,05 e o género Serratia,
gue apresentou abundancia significativamente maior no grupo atresia / hérnia
(23,02 + 45,8) em relagéo ao grupo com gastrosquise (0,35 + 0,4) — p=0,04. As
demais comparacdes de géneros entre 0S Qrupos nao apresentaram
significancia estatistica. Os resultados desta analise podem ser observados na
Tabela 3 e na Figura 5.

O estudo realizado por Taddei e Feferbaum em 2016 na mesma UTI
Neonatal demonstra o panorama (ou “foto”) do microbioma intestinal realizado
no mesmo dia de criangas cirargicas internadas (Figura 2 do anexo).

Neste estudo, os principais filos encontrados foram Firmicutes,
Proteobactérias, Bacteroidetes e Actinobacteria (Figura 3 do anexo). A
proporcdo relativa de bactérias na microbiota intestinal estda representada
(Figura 4 do anexo). A diferenga com nossos resultados foi no
compartilhamento da microbiota da UTI Neonatal destas 11 criangas onde se
encontraram 18 géneros bacterianos, sendo o0s mais abundantes:
Enterobacteria, Acinetobacter, Streptococcus, Stenotrophomonas,
Enterococcus, Streptococcus sp. (Figura 1 do anexo).

Assim, verifica-se a falta de diversidade bacteriana destas criancas que
demandam internacdo prolongada em UTI Neonatal, submetidas ao estresse
cirdrgico, terapéutica antimicrobiana, jejum prolongado e nutricdo parenteral

por tempo prolongado.
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A semelhanga com nosso estudo seria a prevaléncia dos filos Firmicutes
e Proteinobacterias na microbiota basal destas criangas e a predominéancia do
género Streptococccus em todos 0S Qgrupos, ao passO que Sa0 menos
frequentes os Lactobacillus e Serratia. Denota-se a diferenga com o trabalho
de Taddei e Feferbaum, com menor diversidade bacteriana da microbiota, a
auséncia dos filos Bacteroidetes e Actinobacterias e a prevaléncia em todos os
grupos do género Gemella.

Quando comparamos nossa casuistica com o desenvolvimento da
microbiota intestinal de criangcas nascidas a termo, em aleitamento materno,
nascidas de parto vaginal e cesariana com o estudo de Pan et al. (2021), que
realizaram sequenciamento de amostras de fezes do gene que codifica 0 rRNA
16S de 82 recém-nascidos com trés e 30-42 dias verificou-se que nas amostras
dos neonatos de trés dias 0S géneros Bifidobacterium,
Lactobacillus e Bacteroides foram mais proeminentes no parto vaginal do que
no grupo de cesariana, que apresentou predominéncia de Staphylococcus,
Streptococcus e Corynebacterium . As diferencas entre os dois grupos foram
estatisticamente significativas (p < 0,05). Nas amostras de lactentes de 30 a 42
dias, Bifidobacterium, Lactobacillus, Escherichia-Shigella e Bacteroides foram
0s principais géneros presentes no grupo de parto vaginal, enquanto no grupo
de parto cesareo os géneros predominantes foram Escherichia-Shigella,
Bifidobacterium, Bacteroides e Staphylococcus.

No nosso estudo descrevemos a composi¢cdo microbiana do inicio da
vida, que é muito diferente dessas criancas; na literatura ndo temos nenhum

estudo semelhante.
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Alteracbes da microbiota intestinal em pacientes sépticos exibem
proliferacdo de bactérias patogénicas oportunistas e uma reducdo importante
da flora saprofita, uma diminuicdo significativa na diversidade da microbiota
intestinal que configura a disbiose intestinal em concordancia. Os estudos de
Moreira (2019); Taddei e Feferbaum (2016) mostraram que durante a
internagdo pode-se ter uma colonizagdo anémala pelo uso de antibioticos.

Verifica-se nas Tabelas 4 e 5 a andlise dos filos e dos géneros
bacterianos que demonstraram menor diversidade nos pacientes que utilizaram
mais de trés ciclos de antibiéticos durante a internacdo; a ocorréncia de sepse
foi em 50% das gastrosquises e de 62.5% na onfalocele.

O filo Proteobacteria foi o mais abundante em ambos os grupos, com
prevaléncia no grupo que recebeu mais de trés ciclos de antibidticos; em
contrapartida, o filo Firmicutes apresentou-se mais abundante no grupo que
recebeu menos de trés ciclos. O filo Bacteroidetes apresentou valores mais
abundantes no grupo que recebeu mais de trés ciclos e o filo Actinobacteria no
grupo que recebeu menos de trés ciclos, mas ndo houve diferenca significativa
entre 0S grupos.

Em nosso estudo com relacdo a ocorréncia de sepse o filo mais
abundante em ambos 0s grupos (que apresentou sepse e nao apresentou
sepse) foi Proteobacteria, com valores aumentados em recém-nascidos que
nao apresentaram sepse. O segundo filo mais prevalente em ambos os grupos
foi Firmicutes, com valor mais abundante no grupo que apresentou sepse. Os
demais filos, Actinobacteria e Bacteroidetes, apresentaram-se aumentados no

grupo que apresentou sepse, como verificado na Tabela 6.
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Mai et al. (2011) observaram que, antes do diagnéstico de Enterocolite
Necrosante, bactérias do filo Proteobacteria, como as enterobactérias,
estiveram em baixas proporcdes nas fezes de neonatos pré-termo, quando
comparadas ao grupo controle. Em contrapartida, observou-se elevada
propor¢cdo destas bactérias ap6s o diagnostico, 0 que sugere que a auséncia
de exposicao/colonizacdo por Proteobacteria na primeira semana de vida pode
comprometer a modulacdo da resposta imunoldgica adaptativa, frente a um
subsequente aumento desta populacao.

Como exemplos individuais Taddei e Feferbaum (2016), descreveram a
microbiota de um recém-nascido pré-termo (RNPT) com idade gestacional de
26 semanas que desenvolveu ECN (Figura 5 do anexo). Descreveram também
a microbiota de uma crianga com gastrosquise, na qual foi identificado na
hemocultura Staphylococcus epidermidis Oxacilina Resistente (Figura 6 do
anexo).

A infeccdo adquirida (nosocomial) em ambiente hospitalar €
primariamente um problema para os prematuros e para aqueles recém-
nascidos de termo com disfuncbes médicas que exigem hospitalizacao
prolongada. Os recém-nascidos de termo saudaveis tém taxas de
infeccdo < 1%. Para neonatos em bercarios de cuidados especiais a incidéncia
aumenta a medida que o0 peso de nascimento diminui. As infeccdes
nosocomiais mais comuns sao infec¢des associadas a cateter venoso central e
as infeccbes cutaneas por Staphylococcus Aureus (tanto sensivel como
resistente a Meticilina). Embora os profissionais da UTIl Neonatal que sao
transportadores do Staphylococcus Aureus nasal sejam fontes potenciais da

infeccdo, sdo 0s neonatos e as maes colonizadas que funcionam como
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reservatorios. O coto umbilical, nariz e virilha sao frequentemente colonizados
durante os primeiros dias de vida. Com frequéncia, a infeccdo se manifesta
apos alta da UTI Neonatal.

Nos RN com muito baixo peso ao nascimento (RNMBPN; < 1.500 g) e
outras patologias, como malformacdes, o0s organismos Gram-positivos, a
maioria Estaphylococcus coagulase-negativos, causam cerca de 70% das
infecgdes. Os organismos Gram-negativos, incluindo Escherichia
coli, Klebsiella, Pseudomonas, Enterobacter e Serratia, sdo responsaveis por
cerca de 20% delas. As micoses (Candida albicans e Candida. parapsilosis)
causam aproximadamente 10% das infeccbes. Os padrbes de infeccédo (e
resisténcia aos antibioticos) variam com as instituicdes e as unidades e mudam
com o tempo. “Epidemias” intermitentes ocorrem as vezes e um organismo
particularmente virulento coloniza uma unidade. A infeccdo é facilitada por
multiplos procedimentos invasivos a que se submetem os recém-nascidos com
malformacdes e outras patologias (p. ex., cateterismo arterial e venoso mantido
por muito tempo, entubacdo endotraqueal, pressdo positiva continua das vias
respiratorias, alimentacdo por sondas nasogastricas ou nasojejunais). Quanto
maior a permanéncia em UTI e quanto mais procedimentos executados, maior
€ a possibilidade de infeccgoes.

Os resultados em relacdo aos principais géneros podem ser observados
na Tabela 7. O género mais prevalente em ambos os grupos foi Klebsiella, com
valor mais elevado no grupo que nao apresentou sepse (28,81 + 30,14) em
relacdo ao grupo que apresentou sepse. O segundo género mais abundante
em ambos os grupos foi Escherichia-Shigella, também com valores maiores no

grupo que nao apresentou sepse (17,57 = 34,17), seguido por Streptococcus, 0


https://www.msdmanuals.com/pt-br/profissional/doen%C3%A7as-infecciosas/bacilos-gram-negativos/infec%C3%A7%C3%B5es-por-escherichia-coli
https://www.msdmanuals.com/pt-br/profissional/doen%C3%A7as-infecciosas/bacilos-gram-negativos/infec%C3%A7%C3%B5es-por-escherichia-coli
https://www.msdmanuals.com/pt-br/profissional/doen%C3%A7as-infecciosas/bacilos-gram-negativos/infec%C3%A7%C3%B5es-por-e
https://www.msdmanuals.com/pt-br/profissional/doen%C3%A7as-infecciosas/bacilos-gram-negativos/pseudomonas-e-infec%C3%A7%C3%B5es-relacionadas
https://www.msdmanuals.com/pt-br/profissional/doen%C3%A7as-infecciosas/bacilos-gram-negativos/infec%C3%A7%C3%B5es-por-e
https://www.msdmanuals.com/pt-br/profissional/doen%C3%A7as-infecciosas/bacilos-gram-negativos/infec%C3%A7%C3%B5es-por-e
https://www.msdmanuals.com/pt-br/profissional/doen%C3%A7as-infecciosas/fungos/candid%C3%ADase-invasiva
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qual se apresentou mais abundante no grupo que apresentou sepse (12,60 +
22,27) em relacdo ao grupo que nao apresentou sepse (6,22 = 8,01).
Enterococcus (7,30 = 23,45) e Veillonella (7,22 + 18,37) também foram
encontrados aumentados no grupo que apresentou sepse, em relagcdo ao grupo
que néo apresentou (2,34 + 6,51 e 1,24 + 2,74, respectivamente). Em nenhum
destes resultados foi observada significancia estatistica, assim como os demais
resultados para géneros nesta analise. Em nosso trabalho demonstramos que
géneros potencialmente patogénicos foram dominantes na microbiota intestinal
da maioria das criangas.

Esses dados foram encontrados em outros estudos com recém-nascidos
pré-termo e criticos (Moreira et al., 2019). A predominancia de géneros de
bactérias potencialmente patogénicas na microbiota intestinal de bebés
cirargicos, encontrados neste estudo, séo fatores de risco para a ocorréncia de
sepse e outras intercorréncias clinicas. Aqui mostramos a presenca de bacilos
gram-negativos nao fermentadores, Acinetobacter, Stenotrophomonas e
Pseudomonas, como membros dominantes do microbioma intestinal e sua
presenca no diagndstico de sepse, sugerindo que a translocacdo do intestino
para a corrente sanguinea pode estar relacionada a ocorréncia de sepse. No
nosso estudo, em condigbes basais o filo mais abundante nos grupos foi
Firmicutes, com prevaléncia no grupo com atresia / hérnia. O segundo filo mais
abundante foi Proteobacteria, com maior prevaléncia no grupo com onfalocele.
Em relacdo aos principais géneros observados entre 0s grupos ao nascimento,
0 principal género observado no grupo com onfalocele e no grupo com

atresia/hérnia foi Staphylococcus, o qual foi o segundo mais abundante no
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grupo com gastrosquise. O género mais abundante no grupo com gastrosquise
foi Streptococcus.

Liu et al. em 2021, no estudo caso-controle comparando 20 pacientes e
20 criangas saudaveis através da analise taxondmica da microbiota intestinal
do sequenciamento do gene 16S rRNA demonstrou que a diversidade da
microbiota intestinal em criangas com sepse foi significativamente reduzida em
comparacao com criangas saudaveis. Desta forma a composi¢do da microbiota
intestinal pode distinguir criangcas com sepse de criangas saudaveis.

No mesmo estudo demonstraram que alteragdes da microbiota no
intestino de pacientes sépticos foram correlacionados positivamente com
indicadores de inflamacdo do sangue PCR e alteracdes infecciosas no
leucograma. Ainda, a abundancia de sete bactérias foi significativamente
diminuida em criancas sépticas em comparacdo com as criancas saudaveis. A
diminuicdo das Bifidobacterias no intestino de pacientes seépticos foi
significativamente correlacionada com o leucograma nestes pacientes,
concluindo-se que o conhecimento da composi¢cao da microbiota intestinal tem
certo potencial para o diagndstico de sepse correlacionado com diminui¢do da
guantidade e supresséo do niumero de bactérias.

Com o objetivo de avaliar a associagcdo do uso de vérios ciclos de
antibioticos durante o periodo de internacéo, pelos resultados observados na
Figura 6 verifica-se que a porcentagem do uso de antibioticoterapia, nesta
populacao, foi feita de acordo com as principais classes de antibidticos. A
classe de antibiotico mais utilizado foi a dos Aminoglicosideos (100%), seguido

por antibidticos Beta-lactamicos (96,67%), Glicopeptideos (63,33%) e
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Carbapenémicos (60%). As classes de antibiéticos menos utilizadas por essa
populagao foram as Sulfonamidas (3,33%) e as Quinolonas (3,33%).

Quando dividimos a populacdo entre recém-nascidos que utilizaram
mais de trés ciclos de antibioticoterapia durante a internagao verifica-se, na
Tabela 4, que apresenta a comparagcédo dos principais filos encontrados de
acordo ao uso de antibioticoterapia, que o filo Proteobacteria foi o mais
abundante em ambos 0s grupos, com prevaléncia no grupo que recebeu mais
de trés ciclos de antibidticos (66,63 + 27,9) em comparacdo ao grupo que
recebeu menos de trés ciclos (57,48 + 39,9), porém sem significancia
estatistica (p=0,53). Em contrapartida, o filo Firmicutes apresentou-se mais
abundante no grupo que recebeu menos de trés ciclos (37,25 £ 36,5), em
comparacao ao grupo que recebeu mais de trés ciclos (24,51 + 22,5), porém o
resultado também ndo foi estatisticamente significante (p=0,33). O filo
Bacteroidetes apresentou valores mais abundantes no grupo que recebeu mais
de trés ciclos e o filo Actinobacteria no grupo que recebeu menos de trés ciclos,
mas néo houve diferenca significativa entre os grupos.

Bresesti et al. (2022) referem que a composi¢cado da microbiota intestinal
neonatal é afetada pelo tempo, duracéo e tipo de exposi¢cdo ao antibidtico. A
profilaxia antibidtica intraparto esta associada a uma diversidade diminuida e a
lactobacilos e bifidobactérias mais diminuidos no intestino neonatal. Da mesma
forma, a diminuicdo do género Bifidobacterium também foi demonstrada apos o
uso de antibidticos pos-natais em bebés prematuros.

Diferentes antibidticos foram encontrados para influenciar a variedade de
espécies da microbiota intestinal. Gilbert et al. (2018) demonstraram que

Meropenem, Cefotaxima e Ticarcilina-clavulanato foram significativamente
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associados a reducao da diversidade da microbiota intestinal, enquanto a
Ampicilina, Vancomicina e Gentamicina nao foram. Eles também encontraram
um risco aumentado para oportunistas e dominancia de bactérias patogénicas
apos o tratamento com antibiéticos. Outro estudo realizado por Angelo et al.,
em 2019 demonstrou também o impacto negativo do uso dos antibiéticos na
formagao do microbioma humano.

Em relacdo aos principais géneros observados de acordo com o uso de
antibioticoterapia, os resultados podem ser observados na Tabela 5 e na Figura
7. O género mais prevalente no grupo que recebeu mais de trés ciclos de
antibiéticos foi Klebsiella (22,57 + 23,9) e 0 género mais prevalente no grupo
gue recebeu menos de trés ciclos foi Escherichia-Shigella (20,89 = 36,3).
Outros géneros abundantes no grupo que recebeu mais de trés ciclos, em
relacdo ao que recebeu menos de trés ciclos, foram Serratia (8,40 £ 17,5),
Stenotrophomonas (4,40 + 9,1) e Veillonella (6,18 £ 19,3), porém os resultados
ndo apresentaram significAncia estatistica (p=0,15, p=0,11 e p=0,62,
respectivamente). No grupo que recebeu menos de trés ciclos, outros géneros
mais abundantes em relacdo ao outro grupo foram Streptococcus (14,92 *
21,1) e Enterococcus (9,02 £ 24,7), sem significancia estatistica (p=0,14 e
p=0,29, respectivamente). O Unico género que apresentou diferenca estatistica
entre os grupos nesta analise foi Prevotella, o qual se apresentou aumentado
no grupo que recebeu mais de trés ciclos (0,73 + 1,1) em relacdo ao que
recebeu menos de trés ciclos (0,05 + 0,1), p=0,03, como observado na Figura
8.

Estudos com neonatos a termo ressaltam o impacto significativo da

utilizacdo de antibidticos durante o periodo neonatal. Brandt et al. (2012)
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observaram reducdo de bactérias anaerdbicas e Escherichia e aumento de
Klebsiella em neonatos que receberam antibioticoterapia por dez dias
comparados com o grupo de neonatos sem antibiético. Tanaka et al. (2009)
sugerem que a microbiota apresenta a tendéncia de restaurar-se ap6s o
periodo de tratamento com antibidticos, porém com a possibilidade de que
algumas alteracbes sejam permanentes. Taddei et al. (2014) verificaram que a
alteracdo da microbiota apos o uso de antibidtico é interdependente e que o
leite materno parece ajudar a resiliéncia da microbiota frente a administracao
de antibitticos (Carvalho-Ramos, 2015).

Para observar a influéncia do periodo de recebimento da nutricdo
parenteral prolongada na microbiota intestinal dos RN incluidos neste estudo,
foi realizado um teste de correlagcéo entre o tempo de NPP e os principais filos
e géneros encontrados nas amostras. Os resultados dos testes de correlacao
com os principais filos encontrados estdo disponiveis na Tabela 8. Para os filos
Actinobacteria e Bacteroidetes, os resultados apresentaram uma tendéncia a
significancia, apresentando correlacdo positiva fraca com o uso de NPP
(p=0,078 e p=0,098, respectivamente). Os demais filos ndo apresentaram
valores significativos nos testes de correlacgéo.

Neste contexto, em nosso estudo o tempo de jejum médio observado
também foi maior no grupo com gastrosquise (60,4 + 90,2 dias), em relacdo ao
grupo com onfalocele (13,1 = 7,4) e o grupo com atresia / hérnia (28,2 + 18,8).
Todos os grupos apresentaram altas taxas de sepse, sendo de 50% no grupo
com gastrosquise, 62,5% no grupo com onfalocele e 75% no grupo com

atresia/hérnia.
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As bactérias mais prevalentes identificadas foram Streptococcus
epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Streptococcus pneumoniae e
Enterobacter cloacae, o que nos mostra a conotacao clinica da modificagdo do
microbioma humano em vigéncia da sepse (Tabela 7).

O tempo de reabilitacao intestinal com inicio da dieta enteral foi de um
més em 19 pacientes, de dois meses em quatro pacientes, de trés meses ou
mais em quatro pacientes e em trés casos nao houve reabilitacdo, denotando a
dificuldade na adaptacdo intestinal destas criancas cirdrgicas muito
provavelmente devido a disbiose intestinal decorrente de todos os fatores ja
analisados

Yatsunenko et al. (2012) e Taddei e Feferbaum (2016) corroboram os
nossos resultados ao concluirem que a falta de aleitamento materno, a
administrac@o de antibidticos e a influéncia do ambiente hospitalar e de longa
internagdo podem explicar a baixa diversidade da microbiota intestinal em
neonatos e a auséncia de bactérias simbioticas como Bifidobacterium e
Lactobacillus, com predominio de bactérias patogénicas como Acinetobacter e
Stenotrophomonas. Esses resultados podem contribuir para o entendimento
de como a microbiota intestinal de neonatos gravemente doentes se
desenvolve sob a influéncia do meio ambiente e da alimentacdo na composi¢cao
da microbiota fecal, sugerindo interven¢cdes mais adequadas relacionadas ao
controle da disbiose intestinal.

Finalizando, o que se propde para a terapéutica da disbiose intestinal do
recém-nascido? Propde-se justamente a melhora do meio microbiano intestinal,
ou seja, passar da disbiose para uma certa eubiose através do uso de pro e

prebioticos, que sdo o alimento das bactérias, principalmente essas bactérias
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gue ocasionam uma melhor imunomodulac&o do sistema imunitario intestinal, e
0 eventual uso de probiéticos que podem colonizar de uma forma positiva esse
intestino e com isso termos uma competicdo e inibicdo dessas bactérias
patogénicas, além da modulacdo do tecido linfoide intestinal, melhorando as
suas condi¢Bes imunoldgicas.

O alimento ideal para fornecimento de bidticos é o leite humano da
propria mae ou do Banco de Leite Humano (BLH).

Como exemplo, uma acdo comum atualmente para RN pré-termos na
prevencdo da enterocolite necrosante € o uso da colostroterapia, com
resultados favoraveis na diminuicdo da ECN no estagio de Bell acima de 2 e da
sepse, além de melhora da aceitacdo e progressao da dieta, atingindo a dieta
enteral plena em menor tempo. Com a colostroterapia, criangas que recebem
colostro nas primeiras horas de vida evoluem com aumento nos niveis das
Imunoglobulinas como IgA, IgG e IgM.

Wydau-Dematteis et al. (2022), comparando colostroterapia entre
colostro cru da prépria méde e colostro pasteurizado do Banco de Leite Humano
(BLH), concluiram que ambos demonstraram maior diversidade microbiana
mesmo com colostro pasteurizado, havendo niveis de lactobacilos e
bifidobacterium bastante apreciaveis com esse ultimo. Portanto, 0 uso precoce
da dieta enteral teria desfechos bastante favoraveis, mostrando que tanto o uso
do colostro cru como do colostro pasteurizado tem efeitos benéficos na
diminuicdo de uso de antibioticos, no tempo de uso da nutricdo parenteral, na
ocorréncia de sepse e no tempo de internagcado na terapia intensiva neonatal.

Analisando os dados do mesmo grupo multicéntrico de pesquisas do

microbioma intestinal em RN pré-termos, Taddei e Feferbaum et al. (2016)
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estudaram a evolucdo da colonizacdo da microbiota fecal de recém-nascidos
prematuros submetidos a colostroterapia: foram estudados 33 RN internados
na UTI neonatal submetidos a colostroterapia, apenas um deles com colostro
materno cru e os demais com colostro pasteurizado. A oferta de colostro
instalado diretamente na orofaringe, nas primeiras 24 horas de vida com
intervalo a cada trés horas demonstrou nas semanas subsequentes a
internacdo presenca dos phylum bacterianos: Proteobacteria, Fusobacteria,
Firmicutes, Cyanobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria.

Zhang et al. (2017) confirmam os beneficios da colostroterapia com
menor incidéncia de ECN e de sepse neonatal em RNPT dos submetidos a
colostroterapia comparados com grupo de controle e aumento do tempo de
aleitamento materno exclusivo nos pés-alta.

Nosso estudo tem a finalidade do reconhecimento e gravidade da
disbiose intestinal no RN com malformacgfes gastrointestinais submetido a
correcdo cirargica. A exemplo da prematuridade, a proposta de tratar a grave
disbiose que prejudica a adaptacdo intestinal destes RN seria através da
modulacao imunoldgica intestinal, corrigindo a disbiose através dos prescricdo
de biodticos e sobretudo do leite humano. Porém, mais estudos serdo

necessarios para atingir este objetivo.
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1. Malformacdes digestivas em RN sdo de alta complexidade clinica e
terapéutica;

2. As intervengbBes cirargicas e consequentes alteragbes clinicas
ocasionando jejum prolongado, sepse e uso de antibioticoterapia e
nutricdo parenteral prolongada conduzem a grave disbiose intestinal,
com predominancia de filos bacterianos constituidos por géneros de
bactérias altamente patogénicas;

3. O reconhecimento da disbiose intestinal nas malformacdes
gastrointestinais do RN € de fundamental importancia para possiveis
alternativas terapéuticas;

4. O leite humano cru ou do BLH pode ser uma alternativa interessante

como conduta terapéutica no controle da disbiose intestinal nestes RN.



9. ANEXOS
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Figura 1. Compartilhamento da microbiota na UTI Neonatal (n=11). 18 géneros
foram encontrados em todas as criancas do estudo, sendo estes 0s mais
abundantes (Taddei; Feferbaum, 2016).
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Figura 2. Panorama da UTI Neonatal Filos (Taddei; Feferbaum, 2016).

M Firmicutes

M Proteobacteria

W Bacteroidetes
W Actinobacteria

W Qutros




Anexos

(" Firmicutes Roseburia
Faecalibacterium
Clostridium
Streptotoccus
Staphylococcus
Enterococcus

Proteobacteria Enterobacterias — Escherichia
Klebsiella
Enterobacter

Nao Fermentadores - Acinetobacter
Stenotrophomonas

Bacteroidetes Bacteroides
Prevotella

\Actinobacteria Bifidobacterium

/

Figura 3. Filos Principais representantes (Taddei; Feferbaum, 2016).
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Figura 4. Proporcdo Relativa de Bactérias na Microbiota Intestinal de Criancas
na UTI Neonatal (n=11) (Taddei; Feferbaum, 2016).
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/” Sequenciamento )
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- fungina
Quantificacdo de Bactérias Totais
1,00E+12
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1,00E+10
Streplococcaceas, Sraplococcus
1,00E+08
Staphyiococcaceas, Slaphylococcus
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Figura 5. Neonato 33 — RNPT IG 26 sem-Enterocolite necrosante. (Taddei;
Feferbaum, 2016).
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Figura 6. Neonato 43- RN — Gastrosquise (Taddei; Feferbaum, 2016).
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1,00E+12
1,00E+11
1,00E+10
1,00E+09
1,00E+08
1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00

Neonato 14 - Gastrosquise

14.1 14.2 14.3

14.4

14.7 14.8

14.5

Evolugdo em semanas

14.6

Figura 7. Evolucdo da Colonizagéo Intestinal — Bactérias Totais — Neonato 14 —
Gastrosquise (Taddei; Feferbaum, 2016).

1,00E+11
1,00E+10
1,00E+09

1,00E+08

1,00E+07 -~
1,00E+06 -
1,00E+05 -+
1,00E+04
1,00E+03 -+
1,00E+02
1,00E+01 -~

1,00E+00 -

Neonato 70 - - Gastrosquise
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Figura 8. Evolucdo da Colonizacéo intestinal - Bactérias Totais - Neonato 70 —
Gastrosquise (Taddei; Feferbaum, 2016).
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Figura 9. Evolucdo da Colonizacgédo Intestinal - Quantificacdo de Lactobacillus -
2,8,47,70- Gastrosquise (Taddei; Feferbaum, 2016).
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Tabela 1. Género, nascimento, alta (*6bito), Peso de Nascimento (PN), tempo de internacéo
(dias), tipo de parto, Idade gestacional (IG) e Apgar (N=30)

Internagao

Caso Género Nascimento Alta PN (g) (dias) Parto 1G Apgar
1 M 11/01/2015  05/03/2015 14205 53 Cesérea 325/7 07/ gg/ 20
2 M 08/02/2015  17/03/2015 2430g 37 Cesérea 372/7 06/ ig/ 20
3 M 02/01/2015  18/03/2015 33705 75 Cesérea 37 07/ g’g/ 20
4 M 30/01/2015  03/03/2015 2910g 32 Cesérea 382/7 09/ 18/ 20
5 M 07/02/2015  12/03/2015 3080g 33 Natural ~ >8S€M DGJS“(’S' €372/7  47/300
6 M 03/02/2015  04/04/2015* 1460g 60 Cesarea 32 01/ 8‘7‘/ 20
7 M 31/01/2015  05/03/2015 3490g 33 Forceps 38 2/7 01/ g’g/ 20
8 M 25/11/2014  04/03/2015 32005 99 Cesérea 391/7 07/ gg/ 20
9 M 15/10/2014  20/02/2015 32005 128 Cesérea 382/7 05/ 8;/ 20
10 F 17/02/215  30/03/2015 3000g 41 Cesirea  SSsem DLlJJS'\é e372/7 08/ cl)g/ 20
11 F 06/02/2015  26/03/2015 22008 48 Cesarea 361/7 02/ 8;/ 20
12 F 09/03/2015  18/03/2015 2580g 9 Cesérea 383/7DUM385/7USG  08/set
13 M 11/03/2015  22/07/2015 20155 133 Cesérea 345/7 08/ gg/ 20
14 M 16/03/2015  03/08/2015 1465 140 Cesérea 345/7 06/ (1)3/ 20
15 M 30/03/2015  14/06/2015 2425g 76 Cesarea 36 4/7 09/ ig/ 20
16 F 30/03/2015  22/05/2015 4310g 53 cesarea 371/7 09/ 18/ 20
17 M 22/04/2015  06/05/2015* 2500g 14 Cesareo 383/7 03/ 8;/ 20
18 M 03/05/2105  03/06/2015 2510g 4 Natural 342/7 09/ ig/ 20
19 M 22/05/2015 29/06/2015 2435g 38 Cesarea 36 semanas 08/(1)(9)/20
20 M 26/05/2015  01/07/2015 23505 36 Natural 35 09/ ig/ 20
21 M 08/06/20215 16/07/2015 1750g 38 Natural 34 10/ ig/ 20
2 F 26/06/2015  01/08/2015 2690g 36 Cesarea 37 09/ 18/ 20
23 F 18/08/2015  23/02/2016 2290g 189 Cesarea 343/7 sem 06/ 88/ 20
24 M 29/08/2015 16/05/2016* 3615g 261 Natural 38 semanas 05/10/20

(adm16/09/15) 10
25 F 16/09/2015  08/10/2015 3330g 22 Cesarea 38 09/ ig/ 20
26 F 03/10/2015  09/10/2015 25008 6 Cesarea 371/7 08/ (1)8/ 20
27 F 09/10/2015  28/10/2015 2360g 19 Cesarea 36 6/7 09/ ig/ 20
28 F 20/10/2015  20/11/2015 21005 31 Cesérea 382/7 09/ 82/ 20
29 M 25/10/2015  24/02/2016 2190g 122 Natural 334/7 07/ gg/ 20
30 F 22/11/2015  22/12/2015 24555 30 Natural 355/7 09/09/20

09
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Caso  Diagnostico Intercorréncias

1 Gastrosquise / prematuro / risco de 107erifér 107eriféric / Sofrimento fetal, RNPT, NIG, IMBP

sepse neo tardia 107eriféric / hernia rafia inguinal
107eriféric (04/03) / hemorragia cranial grau 1 e colestase

2 Gastrosquise / criptorquidia bilateral Sofrimento fetal agudo, RNT, PIG, hemorragia
por SOG (27/02) recebendo Hemacias, 28/0
recebeu vitamina K e omeprazol. Criptorquidea
bilateral.

3 Gastrosquise/pretermo/hernia inguinal direita/celulite Mée com anemia falciforme e 107eriférica, Sepse

parede abdominal neonatal tardia presumida, pneumonia aspirativa,
vicio de rotacéo, sepse tardia por S. epidermidis,
polidrame, taquicardia fetal, infeccéo ITU
presumida.

4 Onfalocele/atresia de ileo Termo, onfalo, artesia de 107eri, percistencia de
canal arterial, forame oval patente, sepse neonatal
tardia e acidose 107eriférica. Convulsao neonatal,
sofrimento fetal

5 Hernia diafragmatica congenital Convulsao, miclonias, 107eriféric, FOP,
granuloma de ferida 107eriférica, RGE. Pai com
gastrosquise. (11/02) correcéo da hernia.

6 Gastrosquise / prematuro Necrose de cerca de 90% do delgado Obito

7 Gastrosquise, AlG, asfixia prenatal, anemia, FOP. 31/01 cirurgia. 02/02 foi para UCINE.

8 Onfalocele integra, sepse tardia, ITU, hernia rafia bilateral, Convulséo, insulficiencia 107eriférical070, fenda

hidrocefalia. palatina, mae toxoplasmose (+).

9 Onfalocele. 17/10 correcdo de onfalocele.

10 Gastrosquise HIC GRAU I// COLESTASE// SEPSE
NEONATAL TARDIA

11 Gastrosquise / prematuro Sepse Neonatal Tardia; Onfalite; ITU por E Coli;
Conjuntivite por S. Epidermidis

12 Onfalocele Ictericia Neonatal

13 Gastrosquise/atresia jejuno terminal/Colon Hipoplasico Atresia de 107eri, percistencia de canal arterial,
forame oval patente, lleite 107erifér
(ileostomia);sepse neonatal tardia (varias), Colon
Hipoplasico; Estenose de Piloro; Trombo em
Atrio Direito; Quilotérax & Direita drenado

14 Gastrosquise/pre termo Sepse Neonatal Taardia sem Meninigite;
Perfuragcao de Jejuno Bloqueado; Jejunectomia e
enteroanastomse Jejunojejunal/ Colestase

15 Atresia de Jejuno, Pre termo Tardio AlG, Sepse Neonatal, Hiponatremia, hipocalcemia; Sepse Neonatal

Sepse relacionada a cateter Tardia; Sepse relacionada a cateter

16 Onfalocele, cardiopatia, macroglossia Cardiopatia Congénita, Hipoglicemia,Acidose
Metabolica, Sepse Neonatal Tardia,

17 8n2l3)cele, Cardiopatia Congenita(Hipoplasia de VE, Desconforto respiratorio precoce;

0A0

18 Gastrosquise / prematuro CIA/ FOP/ Sepse Neonatal Tardia

19 Gastrosquise PT Tardio AIG Trombo em 107erif Direito; Colestase;

20 Atresia lleal, PT Tardio AIG BP Desconforto 107eriférical070 adaptativo
resolvido; Risco de 107eriféric meconial;
Mosaicismo Discreto em acomp com a Genetica

21 Gastrosquise / prematuro Desconforto 107eriférical070 precoce resolvido;
Criptorquidea a Esquerda; Broncodisplasia
Pulmonar; Taquicardia Supraventricular; Anemia

22 Gastroquise Desconforto Respiratorio Precoce Resolvido;
Anemia

23 Gastrosquise, Intestino Curto Ileo prolongado; Sepses 107eriféric; Choque
Septico em varia socasioes; Parada
Cardiorespiratdria revertida

24 Volvo de intestino jejuno e 107eri com perfuracéo Segse_/Ruptura da anastomose/Reop/Ictericia

intestinal, Septiccemia, encefalopatia. 107eriférical07/Abscesso d ecornea
bialteal/Imunodeficiéncia

25 Onfalocele Gigante, T AIG, FM Hipotiroidis Sem 107eriférical070 nem intercorrencias

26 Gastrosquise, Insuf Renal Aguda Fasciculagao de 107erifé por Hipocalcemia;Sd.
Compartimental no Poi de 107eriféri de
Gastrosquise

27 Gastrosquise Oligoanuria e anasarca no Poi; Hipertrofia de
clitoris; Hiponatremia;

28 Onfalocele; T-PI1G-BP; Cardiopatia Congenita; Sepse Neonatal Tardia Resolvida; Sepse
Presumida; Insuficiencia Renal Aguda;
Hipoglicemia refrataria,; Atelectasia em HTD

29 Gastrosquise, atresia, 107eriféric. Desconforto 107eriférical070 precoce; Atresia
Intestinal; Hemorragia ntestinal, Sepse Neonatal;
urosepse; Fmae adolescente

30 Atresia de Jejuno, Ptardio PIG, Sepse,,INN Ictericia Neonatal por IMF ABO; Foramen Oval

Patente
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Tabela 3. Dias de NPP, tipo e inicio de dieta enteral

Caso Dias de NPP Tipo de dieta enteral Inicio de Dieta Enteral
1 Até 20/02/2015 IlzllleO ou FH (Hidrolisado)apos Seio e alta com SM e 18/02/2015
2 Até 16/03/2015 SM (seio)ou FLT via oral 12/03/2015
3 Até 15/03/2015 SM (seio)ou FH via oral 108eriféric para FLT paraalta ~ 07/03/2015
PR N ; 20/02/2015, em 26/02
4 Até 26/02/2015 I'EIIE/ITO ou FH (Hidrolisado)apos Seio e alta com SM e E:ﬁ desde 02/03 SM E
5 12/02- FLT 24/02 ndo tolerou susp em 25/02//27/02 FH 24-25/02/2015
03/03/2015 aceitou//SM e FH 01/03// 03/03 VO e FLT (tentativa); 27/02/2015.
24/03 suspensa x . .
6 por agravamento N&o teve dieta enteral N&o iniciou
7 Até 02/03/2015 26/02 FH// 01/03 SM// 03/03 FLT altacom SM e FLT 26/02/2015
8 Até 21/12/2014 01/01/15 FH ou LMO// 09/01 FLT ou SM 16/12/2014 inicia e
suspende em 24/12/2014.
20/01/2015 volta.
De 15/10/14 até 26/10/2014-11/01/2015;
9 21/01/15. FH 01/01/15//SM/ FLT 16/01/2015
10 Até 16/03/15 11/03 SM ou FH// 14/03 SM ou FLT 16/03/2015
11 Até 19/03/15 18/03 SM e FH; 22/03 SM e FLT 19/03/2015
12 Até 16/03/15 13/03 FLT; 14/03 LMO ou FH; 16/03 Smou FLT 14/03/2015
13 Ate 09/07/15 01/06 FH/LMO susp em 01/06; FH iniciada e susp em
24/06; FH reiniciada em 27/06 tolerou; SM em 28/06 e
trocada FH para FLT em 29/06; Leite desnatada
iniciada em 03/07 acrescentado Maltodextrina 3% e
TCM3% em 04/07; trocada a FH em 13/07 e FLTe
SMLD em 17/07.
Ate 02/06/15/ 02/06/15 susp em 13/07 e
14 defois do 04/07 LMO/FH e depois SM e FLT reiniciada com sucesso
a 15/07 em 15/07/2015
15 At 02/06/15 FH/LMO 23/05;SM 26/05; FLT 02/06 08 R19/05 sem sucesso;
16 Até 24/04/15 LMO ou FLT 18/04 18/04/2015
17 Até o obito N&o recebeu N&o foi alimentado
18 Até 28/05/2015 FLT e Seio Materno 22/05/2015
19 Ate 17/06/2015 FLTem 13/06/ SM 18/06 13/06/2015
20 (Alt%%g%/ 15 LMO/FH 24/06; SM28/06 e FLT 29/06/15 24/06/2015
21 (AltBé 5%’36/ 15 LMO/FH 21/06; FLT 29/06 & SM 02/07/15. 21/06/2015
Até 29/07/15 LMO/FH 20/07; FL sem lactose 22/07; LMO /SM
22 (33 dias) 26107 20/07/2015
Ainda recebe no
23 Hops dia Int Dieta oral a partir do 1° ano 29/08/2016
curto
24 16/09 a Tentado no inicioSeio e FH// LMO e FLT sem 16/10/15 Seio e FH sem
16/10/15//24/10 sucesso// Formula Hidrolisada sem sucesso sucesso susp 16/10/15//
a 23/11/15// 21/10 a 22/10 FLT// Seio,
28/11 a LMO, FLT tentado d
11/03/2016) até €23/10 a 26/10/15//LMO
23/11 suspensa e FLT 09/01 a 10/01/15//
por piora do Tentado FH em 05/3. Em
quadro 30/03 sem sucesso//
31/03 a 04/04 FH// FH de
07/04 a 08/04/16//FH de
26/04 a 27/04/16//
25 Até 04/10/2015 SM/LMO/FLT 28/09 28/09/2015
Mantida_
26 )transferida ao Né&o recebeu Né&o recebeu
Hosp de origem)
27 Ddias(10M10a  Ajgitamento materno 25/10/2015
28 Até 03/11/2015 LMO/FH; SM em 02/11; FLT 07/11 .23/10/2015
21/01/2016;
29 05/1dl_ suspendeu  FH 14/01/16; Seio Materno/Nan AR 28/01/16 14/01/2016
um dia.
30 Até 20/12/2015 SM/ FLT em 02/12/2015 02/12/2015
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Tabela 4. Tipo de antibiético, sepse (sim ou nao)

Caso  Antibibticos Sepse

1 Ampicilina, Amicacina, Cefotaxima, Vancomicina, Menopenem Sim

2 Ampicilina, Amicacina, Metronidazol. N&o

3 Ampicilina, Amicacina, Metronidazol, Vancomicina, Menopenem, Ceftriaxona. Sim

4 Ampicilina, Amicacina, Metronidazol, Vancomicina, Meropenem. Sim

5 Penicilina, Gentamicina, Ampicilina, Amicacina. N&o

6 Ampicilina, Amicacina, Metronidazol, Cefotaxima, Vancomicina, Meropenem, Néo
Micafungina, Levofloxacina.

7 Ampicilina, Amicacina, Metronidazol, Cefotaxima. Né&o

8 Vancomicina, Menoperem, Amicacina, Micafungina, Nilezonida, Polimixina B, Sim
Ampicilina.

9 Ampicilina, Amicacina, Vancomicina, Meropenem, Pipetazo. Sim

10 Penicilina, Amicacina, Oxacilina, Vanco, Meropenem, Teicoplamina. Sim

11 Ampicilina, Amicacina, Vancomicina, Menopenem. Néo

12 Penicilina, Gentamicina. Né&o

13 Ampicilina, Amicacina, Meropenem, VVancomicina, Linesolida, Fluconazol. Sim

14 Penicilina, Amicacina,VVancomicina, Cefotaxima, Meropenem. Sim

15 Ampiclina, Gentamicina, Metronidazol, Amicacina, Vancomicina, Meropenem. Sim

16 Ampicilina, Gentamicina, Metronidazol, VVancomicina, Meropenem. N&o

17 Ampicilina, Gentamicina, Vancomicina, Meropenem, Pipetazo. N&o

18 Ampicilina, Gentamicina, Vancomicina, Cefepime. Sim

19 Ampicilina, Gentamicina, Vancomicina, Meropenem. Sim

20 Ampicilina, Amicacina, Metronidazol. N&o

21 Ampicilina, Metronidazol, Amicacina, Cefotaxima. N&o

22 Ampicilina, Amicacina, Cefotaxima, Cefazolina, Cefalexina. N&o

23 Ampicilina, Amicacina trocada em 21/08 para Cefotaxima, Metronidazo(18/8- Néo
28/08/15), Vancomicina(11/9-22/9), Meropenenem (11/9-13/9)), Vanco e
Mero(29/9-6/10), Linezolida (6/10-23/10)/Meropenem(14/10-23/10)/
Metronidazol(20/10-23/11)/VVanco e Mero(28/10-30/10)/Vanco e Mero(20/11-

30/11), Vanco(19 a 20/12), Ampicilina (20/12-31/12), Vanco(6/1-11/1),
Cefepime (06/01-08/01), Meropenem(8/01-19/01))Cefepime e
Metronidazol(22/01-30/01)Vanco e Mero(30/01-01/02),Micafungian(01/02-
19/02),Anfotericina B(02/02-19/02), Vanco(04/02-12/02),Vanco(16/02-
27/02),Mero(16/02-23/02),Cefepime(23/02-27/02).

24 Vanco e Mero(16/09 a 30/09)/Amica (23/09 a 28/09)/Vanco e Mero (02/10 a Sim
08/10)/Amica e Metronidazol26/10%26/10)/Vanco (26/10 a
27/10)/Mero(26/10%06/11)/Vanco(06/11221/11)/Amica(6/11
a8/11)/Mero18/11823/11)/Vanco23/11/Fluconazol23/11/Micafungina(23/11 a
3/12)/Linezolida(23/11824/11)/Polimixina(23/11203/12)/Bactrim(24/1123/12)/Va
nco(24/1123/12)/Cefazolina(5/0286/02/16)/Vanco(14/2216/2/2016)/Pipetazo(14/22
16/2/2016=

25 Ampicilina, Amicacina. N&o

26 Ampicilina, Amicacina, Cefotaxima. N&o

27 Ampicilina, Amicacina, Metronidazol. N&o

28 Ampicilina, Amicacina, Vancomicina, Menopenem, Cefepime. N&o

29 Ampicilina, Amicacina, Cefotaxima, Metronidazol, Vancomicina, Metronidazol,  Sim
Meropenem, Colistina.

30 Amicacina, Ampicilina, Cefotaxima, Metronidazol. Sim
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Tabela 5. Complicacdes

Caso Complicacoes Culturas
1 Sepse Negativas
2 HipoNa, HiperK e hipoK, sangramento digestivo N4o colhidas sem infeccao
3 Hemocultura 30/01 S. coagulase (-) oxa-R. Hemocul 01/03 cocos gram (+)
S. epidermidis e sepse pelo mesmo. Sepse por 110erifér (epidermidis);
bronquiolite.
4 Sepse tardia resolvida; convusdo neonatal; entero-entero anastomose; Hemocultura central 07/02 cocos gram (+) S.
acldose metabélica. S. epidermidis epidermidis.
5 Refluxo; 110erifér umbilical. Nao.
6 Infecco urinaria (110erifér) em 16 e 30 /0372015 UROC + Candida Albicans (16/03/15) e UROC +
Candida Albicans (20/03/15)
Vi
8 08/12 sepse. 28/01 ITU E. cloacae e Enterococcus sp.
9 ITU Pseudomonas (15/01). UROC Pseudomona 15/01/15
10 Sepse por epidermidis e haemolitycus. 15/03 HMC 110eriférica S. Epidermidis e HMC
central S. Epidermidis e S. Haemoliticus
11 Infeccdo trato 110eriféri (E. coli) UROC 13/03 E Coli e Keuyvera Ascorbata; 15/03
Sec Ocular S. Epidermidis
12 Baixo peso. Negativas
13 Sepses (sta;ﬁ(hylo e klebisiela); infeccdo urinaria (enterobacter); cateter (P. S. Haemoliticus(PICC 20/03); uroc Enterobacter
mirabilis e K. pneumoniae ); anemia; hipoglicemia; Colon Hipoplasico e Cloacae, HMCp Klebsiella Pneumoniae,Ponta do
Estenose de Piloro. CVC Proteus Mirabilis e K. Pneumoniae 10/05;
Ponta do CVC em 17/06 S. Epidermidis; Ponta CVC
em 11/07 B. Cepacia
14 Anemia; Sepse NN Tardia HMCperiferica Stafilococo Epidermidis
15 Colestase: Infeccéo ocular Esq, Sepse; Sepse relacionada a Cateter HMC central, HMCp e Cultura de ponta de cateter
31/05 Stafilococo Epidermidis
16 Sindrome de Beckwith Wiedeman UROC Fneg; , HMC central e HMC 110eriférica
Negativas
17 Dilatacao mod de camaras D, Canal Arterial 6mm Negativas
18 Sepse Neonatal Tardia por Epidermidis. HMC 07/05 Final Neg/HMCperiferica 19/05 S
Epidermidis; Cultura de Ponta de PICC 21/05 S.
Epidermidis; HMC 26/05 Final Negativa
19 Sepse Neonatal Tardia HMCc 01/06 S. Epidermidis/lUROC 01/06klebsiella
Pneumoniae; HMC 08/06 Final Neg; HMC 18/06
Final Neg.HMC 25/06 Final Neg;
20 CIA 6,5 mm, Anemia; Enterectomia 5 cms Negativas
21 Sepse Neonatal Precoce Presumida: Chogue Septico; IRA Negativas
22 Dilatagao Pielocalicial Bilateal; CIV HMC 26/06 Negativa e UROC 09/07 e 20/07
Negativas
23 Intolerancia a deita e lleo prolongado//Reabordada em 30/9/15 HMC e UROC (21/8/15) Final Neg/ .
HMC@erlfer|ca(11/9)Staf|I0cocos pidermidis _
UROC Fneg HMCCentral(12/09) S. Epidermidis//
HMCperiferica(17/9)
FinalNegativa//HMCperiferica(30/9)Estafilococos
Epidermidis//UROC(30/09)FinalNegativa//HMCcen
tral(01/10)Estafilococos Efide(midis o
OxaR//CulturadeL CR(01/10(FinalNeg//HMCperiferi
ca(03/10)Estafilococo Epidermidis//Cult ponta de
cateter(07/10)FinalNeg//HMCperiferica(09/10)Final
Ne/g//Hl\_/ICcentraI(lZ/ 0)FinalNeg//HM enferlca%
12/10)FinalNeg//UROC 13/10)F|naINe¢1;/ HMCperi
erical 14/10}F|na_INe //HMCcentral(15/. O?Flnal eg/
J/UROC(15/10)FinalNeg//CultdepontadoPICC(19/11
)FinaINeg//HMﬂ)er 18/11)FinalNeg//HMCcentral(1
9/11)FinalNeg//HMCperifi 12/12}ﬁnaINeg//HMCcen
tral(12/12)FinalNeg//HMCperif(17/12)FinalNeg//H
MCcentral(17/12)FinalNeg//UROC(17/12)Enterococ
cus
Faecalis//UROC(23/12)FinalNeg//HMCperif(06/01/
16)Enterobacter .
Cloacae//HMCcentral(06/01)FinalNeg//UROC/06/0
1)FinalNeg//HMccentral(08/01)FinalNeg//HMCperif
(12/01)FinalNeg//HMCcentral30/01)Candida
Guillermondii//HMCperif(31/01)CandidaGuillermon
dii//UROC 31/Ql)FinaINe%/Cultl_Jra de ponta de
cateter§01/ 2)FinalNeg//HMCperif(04/02)//HMCcen
tral(16/02)Estafilococo
Epidermi is//HMCperif}lG/OZ)Estafilococo
Epidermidis//UROC(16/02)E.Colli//HMCperif(19/0
2)FinalNeg//UROC(19/02)FinalNeg//
24 Dehiscencia da anastomose(reop) em 23/09/Sepse por CVC S. Epidermidis Cultura de pnta de CVC08/11/15
(06/11). ITU K. oxitoca. Adeno 110erif e Rota (J_r]). 18/11 perfuragéo do S.Epidermidis//HMCperiferica23/11/15FinalNeg//U
intestino/Ictecicia Colestatica/ Absceso de 110erifé ROC23/11/15FinalNeg//Cultura de Liquido
bilateral//Imunodeficiéncia. Pleural24/11 Final
Neg//l-éMCperiferica29/11/15FinaINeg//CuItura de
ponta do
CVC29/11FinaIINeg//HMC§05/12)FinaINeg//UROC
OS/lZfFinaINe?:/_/HMCperi erica(13/02)FinalNeg//U
0OC(13/02/16)FinalNeg
25 Precisou colocar tela de Marlex no 110erifé no 10 de 110eriféri de Negativas
Onfalocele
26 Insuficiencia renal reolvida HMCperiferica 03/10 Final Negativa
27 Prematuridade tardia Negativas
28 Pentalogia cantrell; Sepse Neonatal Tardia(09/11) Negativas
29 Sangramento intestinal. 11/02/2016 Sepse presumida S. aureus. 20/01/2016 UROC 20/01 Enterobacter Cloacae Complex;HMCp
Urosepse E. cloacea. Stafilococo Oxa S em 11/02/15
30 Atresia jejunal; Sepse Neonatal Precoce sem Meningite
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Tabela 6: Cultura e Data

Caso Paciente Sepse Culturas
1 LAG Sim Negativas
2 DLAS Né&o -
3 JCWM Sim -
4 LsC Sim Hemocultura central 07/02 cocos gram (+) S. epidermidis.
5 JVMN Nao -
6 GPM Nao UROC + Candida Albicans (16/03/15) e UROC + Candida Albicans (20/03/15)
7 GMRL Nao -
8 DWBC Sim -
9 PPNSF Sim UROC Pseudomona 15/01/15
10 BQV Sim 15/03 HMC 111eriférica S. Epidermidis e HMC central S. Epidermidis e S. Haemoliticus
11 HGQ Né&o UROC 13/03 E. Coli e Keuyvera Ascorbata; 15/03 Sec Ocular S. Epidermidis
12 GOR Né&o Negativas
S. Haemoliticus gPICC 20/03); uroc Enterobacter Cloacae, HMCp Klebsiella
. Pneumoniae,Ponta do CVC Proteus Mirabilis e K. Pneumoniae 10/05; Ponta do CVC em
13 FSS Sim 17/06 S. Epidermidis; Ponta CVC em 11/07 B. Cepacia
14 ADNQ Sim HMC 111leritérica Statilococo Epidermidis
15 EGAMSO Sim HMC central, HMCp e Cultura de ponta de cateter 31/05 Stafilococo Epidermidis
16 MIS Nao UROC Fneg, HMC central e HMC 111eritérica Negativas
17 YSG Nao Negativas
. HMC 07/05 Final Neg/ HMCperiferica 19/05 S. Epidermidis; Cultura de Ponta de PICC
18 HS Sim 21/05 S. Epidermidis; HMC 26/05 Final Negativa
) HMCc 01/06 S. Epidermidis/lUROC 01/06klebsiella Pneumoniae; HMC 08/06 Final Neg;
19 OHAS Sim HMC 18/06 Final Neg.HMC 25/06 Final Neg;
20 MQM Nao Negativas
21 RCL Nao Negativas
22 CDB Né&o HMC 26/06 Negativa e UROC 09/07 e 20/07 Negativas
HMC e UROC (21/8/15) Final Neg // _HMC 111eriférica (11/9) Stafilococos Epidermidis
UROC Fneg HMC Central (12/09) S. Epidermidis L )
EMdC 11_1der|fer|ca (17/9) Final Negativa // HMC 111eriférica (30/9) Estafilococos
idermidis
ROC (30/09) Final Ne?:ativa /I HMC central (01/10) Estafilococos Epidermidis OxaR
Cultura de LCR (01/10) FinalNeg // HMC 111eriférica (03/10) Estafilococo Epidermidis
Cult ponta de cateter 507/1(')__)_ Final Ne? .
HMC 111eriférica (09/10) Final Neg 7/ HMC central (12/10) Final Neg
HMC periférica (12/10) Final Neg 7/ UROC (13/10) Final Ne:
HMC periférica (14/10) Final Neg // HMC central (15/10) Final Ne
. UROC (15/10) Final Neg // Cult de ponta do PICC (19/11) Final Neg
23 DNAR Né&o HMC per_$18/11) Final Neg HMC central (19/11) Final Ne?\‘
HMC perif (12/12) final Neg // HMC central (]12 12) Final 'e\?
HMC perif (17/12) Final Neg // HMC central (17/ 2} Final ?\?
UROC (17/12) Enterococcus Faecalis // URO ._§23/ 2) Final e8 .
HMCé)erlf 06/01/16) Enterobacter Cloacae // HMC central (06/01) Final Neg
URQOC (06/01) Final Neg // HMC central §08/01 Final Ne . .
HMC perif (12/01) Final Neg // HMC central (30/01) Candida Guillermondii
HMCperif (31/01) Candida Guillermondii // UROC (31/01) Final Neg
Cultura de ponta de cateter_fOl/OZ) Final Neg_// HMC perif (04/02)
HMC central (16/02) Estafilococo Epidermidis
HMC perif (16/02) Estafilococo Epidermidis .
UROC (16/02) E.Colli // HMC perif (19/02) Final Neg // UROC (19/02) Final Neg
(’\Zlultura de pnta de CVC (08/11/15) S. Epidermidis // HMC periférica (23/11/15) Final
e
URgOC (2_3/,1_1/155 Final Ne?___// Cultura de Liquido Pleural (24/118 Final N%q
HMC periférica (29/11/15) Final Neg /I Cultura de ponta do CVC (29/11) Final INeg
. HMC (05/12) FinalNeg /[ UROC (05/12) Final Nezg .
24 GBC Sim HMC periférica (13/02) Final Neg // UROC (13/02/16) Final Neg
25 CMM Nao Negativas
26 CVSS Nao HMCperiferica (03/10) Final Negativa
27 NIMO Nao Negativas
28 MIOG Né&o Negativas
29 MKCS Sim UROC (20/01) Enterobacter Cloacae Complex; HMCp Stafilococo Oxa S (11/02/15)
30 GSPM Sim
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Tabela 7: Dieta Enteral

Caso Paciente

Tipo de dieta enteral

1 LAG LMO ou FH (Hidrolisado) apos Seio e altacom SM e FLT

2 DLAS SM (seio)ou FLT via oral

3 JCWM SM (seio)ou FH via oral transi¢do para FLT para alta

4 LSC LMO ou FH (Hidrolisado)apos Seio e altacom SM e FLT

5 FLT 24/02 néo tolerou susp em 25/02//27/02 FH aceitou//SM e

JVMN FH 01/03// 03/03 VO e FLT

6 GPM N&o teve dieta enteral

7 GMRL 26/02 FH// 01/03 SM// 03/03 FLT alta com SM e FLT

8 DWBC 01/01/15 FH ou LMO// 09/01 FLT ou SM

9 PPNSF FH 01/01/15//SM/ FLT

10 BQV 11/03 SM ou FH// 14/03 SM ou FLT

11 HGQ 18/03 SM e FH; 22/03 SM e FLT

12 GOR 13/03 FLT; 14/03 LMO ou FH; 16/03 Sm ou FLT

13 FSS 01/06 FH/LMO susp em 01/06; FH iniciada e susp em 24/06; FH
reiniciada em 27/06 tolerou; SM em 28/06 e trocada FH para FLT
em 29/06; Leite desnatada iniciada em 03/07 acrescentado
Maltodextrina 3% e TCM3% em 04/07; trocada a FH em 13/07 e
FLTe SMLD em 17/07.

14 ADNQ LMO/FH e depois SM e FLT

15 EGAMSO FH/LMO 23/05;SM 26/05; FLT 02/06

16 MIS LMO ou FLT 18/04

17 YSG N&o recebeu

18 HS FLT e Seio Materno

19 OHAS FLTem 13/06/ SM 18/06

20 MQM LMO/FH 24/06; SM28/06 e FLT 29/06/15

21 RCL LMO/FH 21/06; FLT 29/06 e SM 02/07/15.

22 CDB LMO/FH 20/07; FL sem lactose 22/07; LMO /SM 26/07.

23 DNAR Dieta oral a partir do 1° ano

o4 Tentado no inicio Seio e FH// LMO e FLT sem sucesso// Formula

GBC Hidrolisada sem sucesso

25 CMM SM/LMO/FLT 28/09

26  CVSS N4&o recebeu

27 NIMO Aleitamento materno

28 MIOG LMO/FH; SM em 02/11; FLT 07/11

29 MKCS FH 14/01/16; Seio Materno/Nan AR 28/01/16

30 GSPM SM/ FLT em 02/12/2015
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Figura 10. Gastrosquise

Figura 11. Onfalocele
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Figura 12. Atresia intestinal

Figura 13. Hernia diafragmatica congénita
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