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RESUMO

O ecossistema gastrintestinal € caracterizado por interagdes reciprocas e
dinamicas entre o epitélio gastrintestinal, células do sistema imunolégico e sua
microbiota intestinal (MI), a qual desempenha atividades metabdlicas
importantes locais (mucosa intestinal) e sistémicas. Avaliar a Ml de criangas
com malformagado craniofacial atendidas em um hospital especializado e
verificar a influéncia da antibioticoprofilaxia com cefazolina em palatoplastia foi
o0 objetivo desse trabalho. Foram isoladas e quantificadas as bactérias
anaerobias intestinais dos géneros Bacteroides sp, Bifidobacterium sp e
Lactobacillus sp nas fezes de 11 criangas sem fissura de palato (C) e de 50,
com fissura de palato (FP), no periodo compreendido entre maio de 2007 a
setembro de 2008. Foi avaliada a Ml de 18 criancas com fissura de palato apos
24 horas de tratamento, em dose unica na inducao anestésica, com cefazolina
para palatoplastia. Observou-se que a frequéncia de Bacteroides sp foi maior
no grupo FP (p < 0,001). Para Lactobacillus sp, houve tendéncia a maior
quantidade (p = 0,086) no grupo FP. Nao houve diferenga na frequéncia de
Bifidobacterium sp entre os dois grupos de criangas (p = 0,495). Houve
diminuicdo do numero de UFCs de Bacterodides sp (p = 0,031) e Lactobacillus
sp (p = 0,004) em criangas com fissura tratadas com cefazolina em cirurgia de
palato. Para o género Bifidobacterium sp, houve tendéncia a diminuigdo nas
UFCs (p = 0,063). A dificuldade de ingestao de nutrientes, aleitamento materno
insuficiente, otites recorrentes, entre outras ocorrem com frequéncia em
individuos com malformacao craniofacial, o que pode ter influenciado na

composicao da MI. A associacdo da palatoplastia e o uso de antibidtico
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intensificaram as mudancas na MI. Novas investigacbes devem ser realizadas

para verificar quais fatores relacionados a malformacéo craniofacial, ao
tratamento cirdrgico e o uso de antimicrobianos, estariam implicados na
alteracdo da MI encontrada neste trabalho bem como suas repercussdes

clinicas.
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Abstract

ABSTRACT

The gastrointestinal ecossystem is characterized by reciprocal and dynamic
interactions between the host and the intestinal microbiota (IM), which performs
local important metabolic (intestinal mucosa) and systemic activities. The
purposes of this study are the assessment of the IM in children with craniofacial
malformation attended at a specialized hospital and the verification of the
influence of the antibiotic prophylaxis with cefazolin on palatoplasty. The
intestinal anaerobic bacteria Bacteroides sp, Bifidobacterium sp and
Lactobacillus sp were isolated and quantified in the feces of 11 non-cleft
children (NC) and 50 cleft children (CP), from May 2007 to September 2008.
After a 24-hour treatment, the IM in 18 cleft children was evaluated — in a single
dose — by means of anesthetic induction with cefazolin, in palatoplasty. It was
observed that the Bacteroides sp occurred more often in the CP group (p <
0.001). Regarding the Lactobacillus sp, the largest quantity (p = 0.086) tended
towards the CP group. There was no frequency difference for the
Bifidobacterium sp between the two groups of children (p = 0.495). There was a
reduction in the number of Colony-Forming Units (CFUs) for the Bacteroides sp
(p = 0.031) and the Lactobacillus sp (p = 0.004) in cleft children treated with
cefazolin, in palate surgeries. Regarding the Bifidobacterium sp, there was a
reduction tendency in the CFUs (p = 0.063). The difficulty to ingest nutrients, the
insufficient breastfeeding, the recurrent otitis — among other things — are
frequent in individuals with craniofacial malformation, which may have

influenced the IM composition. The association between palatoplasty and the
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use of antibiotics has intensified the IM changes. New investigations must be

performed in order to verify which factors related to the craniofacial
malformation, the surgical treatment and the use of antimicrobians would be
involved in the IM changes pointed out by this study, as well as the clinical

repercussions.
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Introducdo

1 - INTRODUCAO

O ecossistema intestinal € caracterizado por interagdes reciprocas e
dindmicas entre o hospedeiro e sua microbiota. Estima-se que o trato
gastrintestinal do homem seja colonizado por mais de 500 espécies de micro-
organismos. No célon, a concentracdo de bactérias pode atingir de 10" a 10"
unidades formadoras de colbnias por mililitro (UFC/mL) e, para desempenhar
importantes fungbes metabdlicas, destacam-se em ordem decrescente os

anaerdbios Bacteroides sp, Bifidobacterium sp e Lactobacillus sp, entre outros

(1-3)

A partir do nascimento, o trato gastrintestinal do lactente, previamente
estéril, comecga a ser colonizado por micro-organismos no contato com a mée e
o0 meio ambiente. Inicialmente, Escherichia coli, Clostridium sp e Streptococcus
sp colonizam os intestinos. Com o aleitamento materno, surgem os
Bifidobacterium sp e os Lactobacillus sp e, em seguida, os Bacteroides sp,
Eubacterium sp e Peptococcus sp. Em lactentes, a quantidade de
Bifidobacterium sp pode variar de acordo com o tempo de aleitamento materno,
devido aos fatores promotores do crescimento presentes no leite humano.
Normalmente, o recém-nascido apresenta uma populagdo heterogénea de
bactérias nos intestinos, a qual permanece relativamente estavel durante toda
a vida .

As bactérias intestinais podem ser divididas em espécies prejudiciais,
benéficas e indiferentes para o hospedeiro. Entre os efeitos nocivos, podem ser
citados a diarréia, infecgdes, danos hepaticos, carcinogénese e putrefacao

intestinal. A inibicdo do crescimento de micro-organismos prejudiciais melhora

Vieira NA
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da digestao, da absorgao de nutrientes essenciais, da sintese de vitaminas,

estimulacado do sistema imune e secregao de citocinas anti-inflamatérias sao
exemplos de efeitos protetores desenvolvidos pela microbiota intestinal (Ml),
principalmente por Bifidobacterium sp e Lactobacillus sp. O grupo de
Bacteroides sp € capaz de desempenhar acdes benéficas e prejudiciais. De
acordo com Ryan & Projan ® essas bactérias sdo indcuas a ndo ser que a
barreira da mucosa do trato gastrintestinal ou das vias respiratérias esteja
lesada "9

O intestino humano representa a maior massa de tecido linféide do
corpo e, a partir da sua colonizagdo, bactérias Gram-negativas, como
Escherichia coli e Bacteroides sp, Gram-positivas como Lactobacillus sp. e
Bifidobacterium sp, atuam como fonte de antigenos e imunomoduladores
inespecificos, estimulando resposta imune local e sistémica, bem como
influenciando o numero e a distribuicdo da populacdo de células do tecido
linféide associado ao intestino. Quando presentes na dieta alimentar, recebem
o nome de probidticos (167,

Muitos estudos tém sido conduzidos, com o objetivo de verificar
modificagées na composicdo da Ml em decorréncia de dietas 2 &9, idade ©
" localizagdo geografica ' ' ') terapias medicamentosas "> '® e doencas
entéricas " '®. Umas das funcdes mais importantes da Ml é a protecdo contra
a colonizagao por micro-organismos potencialmente patogénicos — “resisténcia
a colonizagao”, e os anaerdbios sao os principais micro-organismos envolvidos
nesse processo (). Essa resisténcia esta relacionada a competicdo por
substratos, sitios de colonizagéo e a produgao de acidos organicos, que inibem

o crescimento de muitos patégenos. Alguns tipos de bactérias sdo capazes de

produzir “bacteriocinas”, substancias semelhantes a antibiéticos, que inibem o
Vieira NA
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crescimento bacteriano de algumas espécies e exercem efeito auto-regulador

sobre as produtoras &9,

Alguns fatores como doengas e determinados medicamentos podem
destruir o equilibrio da MI. Nesse sentido, pode também ser influenciado pela
dieta, localizacdo geografica, cirurgias do trato gastrointestinal, etnia, uso de
mamadeiras, hospitalizacdo e, principalmente, durante o uso de
antimicrobianos (" V. O impacto de antimicrobianos sobre a composi¢ao da
microbiota colénica dependera da concentragao da droga no lumen intestinal e
de seu espectro de agao, podendo provocar varios efeitos indesejaveis, como a
colonizagdo por patdégenos potenciais, além de influenciar a atividade
metabdlica da microflora intestinal (! 2.

Recentes estudos demonstram a importancia da participacdo da Ml em
determinados processos patologicos, como as infecgdes do trato respiratério,
nas quais os antibidticos sao rotineiramente prescritos (1.12) A administracao de
antibiéticos pode provocar mudangas na microbiota normal da orofaringe e dos
intestinos. Apds terapia antimicrobiana, pode ocorrer reducdo no numero de
micro-organismos que habitam normalmente o trato gastrointestinal, permitindo
0 crescimento excessivo de espécies bacterianas ja presentes e consequente
colonizagdo por micro-organismos potencialmente patogénicos. O uso de
antibidticos também pode promover o desenvolvimento de resisténcia do micro-
organismo com possibilidade de disseminagao desses agentes resistentes pelo
meio ambiente " '?. Estudos realizados por Monreal et al. (", Silva AMP!® ¢

Lode et al. ©?%

, demonstraram que a MI retorna ao normal 30 dias apds o
término do tratamento com antimicrobianos.
A antibioticoprofilaxia em cirurgia diz respeito a utilizagado do antibiético

em pacientes sem evidéncias de processo infeccioso estabelecido, com o
Vieira NA
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objetivo de prevenir a infeccdo sistémica ou da ferida operatéria que

eventualmente possa ocorrer @1 O uso de antimicrobianos profilaticos em
cirurgia esta indicado nas intervengcdes em que € alta a probabilidade de
infeccdo da ferida operatéria, como pode ocorrer nas cirurgias nao
contaminadas ou potencialmente contaminadas; e também nos casos em que
complicacado séptica represente perda total do procedimento, como ocorre na
implantacéo de préteses e, finalmente, em pacientes imunossuprimidos @' 22),
As altas taxas de infecgdo sem antibidtico e sua redugdo com o uso, em
estudos clinicos controlados, justificam a profilaxia nessas circunstancias 2.
No caso das cirurgias contaminadas e infectadas, a indicagdo de antibiéticos &
feita com finalidade curativa e nao profilatica, obedecendo as normas ja
estabelecidas para a antibioticoterapia classica @1

As anomalias craniofaciais, como fissura pré e pods-forame incisivo, sao
resultados de alteragdo ocorridas durante o desenvolvimento embrionario
humano, podendo ser notadas no embrido de apenas alguns dias @) Os
pacientes com fissura labiopalatina ainda n&o operados, por sua vez,
apresentam prejuizo na formagado da pressao intra-oral negativa durante a
sucgdo, com consequente ingestdo insuficiente de leite e, muitas vezes,
inviabilizacdo do aleitamento materno. Assim sendo, pode haver
comprometimento da evolugado clinico-nutricional, predispondo a crianca a

infecgbes ®> 26,

O palato fendido também leva a comunicagdo entre as
cavidades oral e nasal, prejudicando ainda mais a alimentagdo do individuo,
com perdas de alimentos pelo nariz ou aspiracdo dos mesmos, que causam
também infeccao respiratdria e otites de repeticdo. Para esses pacientes, a

cirurgia € o grande destaque do tratamento. No Hospital de Reabilitacédo de

Anomalias Craniofaciais da Universidade de Sao Paulo (HRAC-USP) as
Vieira NA
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queiloplastias (cirurgia de labio) sao feitas a partir de trés meses de idade e as

palatoplastias (cirurgia de palato) podem ser feitas a partir de nove meses de
idade mas, em geral, sdo realizadas apos a crianca completar 12 meses %>29),
O tratamento profilatico para criangas submetidas a palatoplastia é
a cefazolina, antibacteriano betalactdmico pertencente ao grupo das
cefalosporinas de primeira geragéo. As cefalosporinas de primeira geragao sao
ativas contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, ndo tendo acgéo
contra Enterococcus sp, Pseudomonas sp, Listeria sp, Clamidia sp e
Stafilococcus aureus resistentes a oxacilina. Suas principais indicacdes clinicas

sao o tratamento de infecgdes estafilococicas, infeccbes respiratorias

provocadas por Haemophilus influenzae e a prevengao de infecgdes cirurgicas

@7

Vale ressaltar que pouco se sabe a respeito da associacdo entre as
malformagdes craniofaciais e a microbiota gastrointestinal. Diante da
importancia da MI para a saude humana e considerando a inexisténcia de
estudos aplicados a populacdo de criangas com malformagao craniofacial,
justifica-se a realizacdo deste trabalho, com o objetivo de se verificar a
concentragao das bactérias anaerdbias intestinais dos géneros Bacteroides sp,
Bifidobacterium sp e Lactobacillus sp em fezes de lactentes, com e sem fissura
de palato, nos momentos antes e apds 24 horas do tratamento com cefazolina

em cirurgia de palato.

Vieira NA
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2 - OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

Avaliar a microbiota intestinal de criangas com malformagao
craniofacial, com idade entre um e quatro anos, atendidas em um
hospital especializado e verificar a influéncia da

antibioticoprofilaxia com cefazolina em palatoplastia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Isolar e quantificar as bactérias anaerdbias intestinais dos
géneros Bacteroides sp, Bifidobacterium sp e Lactobacillus sp em
fezes de criangcas com fissura de palato, sem antibioticoterapia

nos ultimos 30 dias, antes da palatoplastia (momento 1).

Isolar e quantificar as bactérias anaerdbias intestinais dos
géneros Bacteroides sp, Bifidobacterium sp e Lactobacillus sp em
fezes de criancas com fissura de palato, apés 24 horas de
tratamento, em dose uUnica na inducdo anestésica, com cefazolina

para palatoplastia. (momento 2).
Comparar os momentos 1 e 2.

Verificar a influéncia do estado nutricional, tipo de parto, nivel
socioecondmico e o aleitamento materno na Ml de criangas com

fissura de palato.

Vieira NA
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3 — CASUISTICA E METODOS

3.1.— CASUISTICA:

Foi realizado um estudo prospectivo, longitudinal e randomizado,
envolvendo 50 criangas com fissura de palato (FP) atendidas no Hospital de
Reabilitagdo de Anomalias Craniofaciais da Universidade de S&o Paulo
(HRAC-USP), com idade entre um e quatro anos, no periodo compreendido

entre maio de 2007 e setembro de 2008.

3.2.- METODOS:

3.2.1. Critérios de Inclusao:

Criangas com idade entre um e quatro anos de ambos 0s sexos com
fissura de palato e com indicacdo de palatoplastia, recebendo cefazolina

endovenosa, em dose Unica na indugao anestésica, como antibioticoprofilaxia.

3.2.2. Critérios de Exclusao:

Foram excluidos os individuos com idade igual ou superior a cinco anos

€ ou com uso prévio de antimicrobianos nos ultimos 30 dias.
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3.2.3. Grupos de Estudo:
Os individuos foram distribuidos em dois grupos:

e Grupo Controle (C): Constituido por 11 criangas normais, de
ambos 0s sexos e com idade entre um e quatro anos, triadas no
Bercario e Maternal “Leite & Amor” — no campus da Universidade
de Sdo Paulo em Bauru — SP. Estes individuos n&o utilizavam

antimicrobianos no momento da pesquisa e nos ultimos 30 dias.

e Grupo com Fissura de Palato (FP): Constituido por 50 criancas
com fissura de palato, de ambos os sexos e com idade entre um
e quatro anos, triadas para palatoplastia junto ao Hospital de
Reabilitagdo de Anomalias Craniofaciais da Universidade de Sao

Paulo — Bauru — SP.

Foram fornecidos aos pais ou responsaveis dos lactentes dos Grupos C
e FP os detalhes referentes a realizagdo deste estudo (Apéndice 1) e foi
solicitado a cada um que assinasse o Termo de Consentimento Livre
Esclarecido (Apéndice 2), conforme Resolugdo n° 196/96 sobre “Pesquisa

Envolvendo Seres Humanos”, do Conselho Nacional de Saude/MS.

3.2.4. Momentos do Estudo

Para avaliacdo da microbiota intestinal dos individuos do grupo controle

e dos pacientes foram utilizados os seguintes Momentos Experimentais:

e Momento Um (M,): cultura de fezes dos pacientes com fissura de
palato para identificar e quantificar os micro-organismos dos

géneros Bacteroides sp, Bifidobacterium sp e Lactobacillus sp,
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realizada antes da palatoplastia e sem antibioticoterapia nos

ultimos 30 dias.

Momento Dois (Mz): cultura de fezes dos pacientes com fissura
de palato para identificar e quantificar os micro-organismos dos
géneros Bacteroides sp, Bifidobacterium sp e Lactobacillus sp,
realizada 24 horas apds o tratamento com cefazolina, em dose

unica na indugdo anestésica, em palatoplastia.

As fezes das criangas do grupo controle (C), sem uso de
antibioticoterapia nos ultimos 30 dias, foram colhidas no Bergario
e Maternal “Leite & Amor” e encaminhadas ao Laboratério de
Analises Clinicas do HRAC-USP, para identificar e quantificar os
micro-organismos dos géneros Bacteroides sp, Bifidobacterium

sp e Lactobacillus sp, em momento unico.

MOMENTOS DO ESTUDO

GRUPOS C E FP

M,

GRUPO FP

M.

v 1* Avalia¢io

v Sem uso de
antimicrobianos nos
ultimos 30 dias

v Antes da
palatoplastia e uso de
cefazolina em dose tinica
na inducao anestésica (FP)

v/ 2* Avaliacgio

v' 24 horas apoés a
palatoplastia e
antibioticoprofilaxia com
cefazolina em dose tnica
na inducao anestésica
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3.2.5. Triagem dos pacientes com fissura de palato

Todas as criangas do grupo FP com indicagao de palatoplastia, foram

avaliadas clinicamente pelos médicos do HRAC-USP.

Como exame pré-operatorio, o0 hemograma foi realizado em duplicata no
aparelho Coulter — T890, que forneceu o numero de hemacias, taxa de
hemoglobina, valor do hematdécrito, VCM, HCM, CHCM, o numero de
leucdcitos totais, a porcentagem de linfocitos, valor absoluto de linfocitos e a
contagem de plaquetas. No presente estudo foi utilizada a hemoglobina como
um fator da avaliagao nutricional, considerando a presencga de discreta anemia
os indices entre 8,9 g/dL a 10,8 g/dL. O equipamento foi calibrado diariamente
com o kit 4C Plus (Coulter)®. A contagem diferencial dos leucécitos foi
realizada no esfregago corado pelo método Pandtico, com corantes da marca

Laborclin®. (Apéndice 5)

3.2.6. Tratamento cirurgico dos pacientes com fissura de palato

Todas as criangas do grupo FP receberam tratamento com cefazolina
como profilaxia para cirurgia de palato, prescrita pelos responsaveis em
assisténcia cirargica do HRAC-USP. A cefazolina foi utilizada na dose unica de
25 mg/Kg de peso corporal, por via endovenosa, na indugdo anestésica e,

portanto, antes da palatoplastia.
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3.2.7. Caracteristicas epidemiolégicas (Apéndice 3)

Os pais ou responsaveis pelas criangas dos dois grupos foram
entrevistados, pelo autor do trabalho, em salas reservadas observando-se
informacdes relativas a sexo, idade, procedéncia, peso, altura, antecedentes
pessoais patoldgicos, tipo de parto (natural ou cirirgico) e duragdo do

aleitamento materno.

3.2.8. Avaliagao socioecondmica (Anexo 2)

A classificagdo socioecondmica das criangas dos grupos C e FP foi
realizada observando-se o0s seguintes parametros: situagdo econbémica da
familia, numero de membros, escolaridade, habitacdo e ocupacio. Para essa
avaliagao, foi utilizado um sistema de pontuacdo simples, por meio de
correlagcdes, em classificacdo por estratos: baixo inferior, baixo superior, médio
inferior, médio, médio superior e alto. Esses indicadores foram organizados em
uma tabela denominada “Instrumental para a Classificagcdo Socioecondmica’,
com as respectivas pontuagdes, com elementos qualitativos e quantitativos. Os
dados foram organizados em protocolo denominado “ficha social do Hospital
de Reabilitacdo de Anomalias Craniofaciais-USP”, de acordo com a
metodologia de classificacdo socioeconémica proposta por Graciano, Lehfeld e

Neves Filho ®). (Anexo 2).
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3.2.9. Avaliagao nutricional (Apéndice 3)

A avaliacao nutricional foi obtida por meio de medidas antropométricas,
considerando o percentil de peso para estatura em criangas até dois anos e

IMC para os acima de dois anos *39,

Peso (P) — Foi aferido em quilogramas (Kg) pela manha, com os
lactentes descalgos e nus, em balanga FILIZOLA, modelo pediatrico, com

precisao de 10 gramas e carga maxima de 16 kg (31).

Estatura (E) — Foi aferida em centimetros (cm). As medidas foram
realizadas em craveira de formica, com escala métrica de aluminio preso em
uma das bases laterais cujo comprimento néo se altera significativamente com
as variacdes de temperatura; subdividida a cada 0,5 cm e com 1 metro de
mensuracdo maxima. A craveira possui um anteparo fixo para encostar-se na
cabeca da crianga e outro mével, que se estende até os pés. Os pacientes

estiveram na posigéo supina, horizontal, descalgos e nus % 3%,

indice de Massa Corporal (IMC) — Foi calculado a partir da relagéo

peso (Kg) e estatura ao quadrado (m?) pela férmula: IMC = P/E? 3439,

Percentil de peso para estatura — O percentil de peso para idade foi
avaliado segundo a curva de referéncia do “National Center for Health
Statistics (NCHS)”, sendo estabelecido como linha diviséria da normalidade o

percentil cinco. (Anexo 3).
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3.2.10. Avaliagao da Microbiota Intestinal (Apéndice 4)

Os responsaveis pelos lactentes do Grupo Controle (C) foram
orientados sobre os procedimentos relacionados a colheita e transporte da

amostra de fezes até o laboratério, para os procedimentos padronizados.

Os individuos do Grupo FP foram orientados, no momento da
anamnese, que deveriam colher duas amostras de fezes, sendo que a primeira
deveria ser antes do tratamento cirirgico e a segunda 24 horas apds o
tratamento profilatico com cefazolina para palatoplastia. Foram entregues aos

pais dos lactentes dois frascos estéreis para colheita de fezes.

Apos a colheita, as fezes foram encaminhadas imediatamente ao
Laboratério de Patologia Clinica do HRAC-USP, onde foi avaliada a MI dos
dois grupos de criangas.

Para a avaliagdo microbiolégica da microbiota intestinal, foi adaptado o

método de Zilberstein e colaboradores ©©.

Foi, entdo, separado 1g das fezes com auxilio de Balanga Analitica —

METTLER AE260 Delta Range — (Foto 1).
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Foto 1 — Balanca Analitica (pesagem do material)

Essa aliquota de um grama foi colocada em tubo plastico, de tampa
rosqueavel identificado com o numero 1 e contendo 9 mL de solugao tampao

fosfato pH 7,2, obtendo-se uma diluigao inicial de 1:10 (Foto 2).

Foto 2 — Diluicdo da amostra no frasco n° 1
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Esta mistura foi homogeneizada em Agitador de Tubos Mixtron —

Leucotron® até completa dissolugao (Foto 3).

g
Foto 3 — Homogeneizacdo da amostra
A partir da diluicdo 107, uma aliquota de 1 mL foi transferida para outro
tubo de ensaio contendo a mesma solugdo tampdo (107?), e assim
consecutivas diluicdes foram realizadas até alcancar 10, utilizando a mesma

solugao tampao em todos os tubos e agitagao (Foto 4).
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Foto 4 — Diluigdo da amostra

Foram utilizados os meios de cultura seletivos Kanamycin-Vancomycin
blood Agar, Bifidobacterium medium e Lactobacillus selective medium (Probac
do Brasil) para Bacteroides sp, Bifidobacterium sp e Lactobacillus sp,
respectivamente, preparados para este estudo pela Empresa Probac do Brasil-

Produtos Bacteriologicos Ltda (foto n° 5).

Foto 5 — Meios de cultura seletivos para Bifidobacterium sp (1), Lactobacillus sp (2) e Bacterodides sp (3)
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Cada placa de meio seletivo foi dividida em nove partes, conforme foto

n° 6.

Lactobacillus Bifidobacterium Kanamycin-vancomycin
blood Agar

p

selective medium médium

Foto 6 — Meios de cultura seletivos divididos e nove partes

Apbs o preparo dessas diluigdes, procedeu-se ao plaqueamento de 10

ML de cada diluigdo nos meios seletivos (foto 7).

Foto 7 — Inoculagédo de 10 pL da amostra diluida nos meios seletivos

Terminada a inoculacdo, as placas devidamente identificadas, foram
acondicionadas em Jarra Anaerobica GasPak (Permution) em ambiente de

anaerobiose, e incubadas a 37°C por um periodo de 48 horas (foto 8). Como
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gerador de atmosfera com teor reduzido de oxigénio e aumentado de gas

carbonico, foi utilizado o Anaerobacter® - Probac do Brasil (foto 9).

Foto 8 — Jarra de Anaerobiose GasPak (Permution) contendo placas inoculadas, ativadas pelo gerador
de gas carbobnico Anaerobac® com fita indicadora

®

Foto 9 — Anaerobac™ antes da incubagéo (A) e ao término da incubacéo (B)
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Apos esse periodo, as placas foram analisadas quanto ao crescimento

bacteriano e aspecto das colénias. As Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC) foram contadas em cada placa, considerando-se a presenca de pelo

menos uma UFC na maior diluicdo em cada meio seletivo (Foto 10).

Kanamycin-vancomycin blood Agar »

L o,
Foto 10 — Contagem das col

oVias: Bacteréides sp = 10° UFC (A), Bifidobacterium sp = 10° UFC (B) e
Lactobacillus sp = 10® UFC (C)
Além disso, para cada teste foram realizadas as seguintes observacoes:
e Morfologia das colénias — tamanho, forma, cor e aspecto (Foto
10)
e Celular: coloragao pelo Gram (Foto 11)

e Prova da catalase: membros do género Lactobacillus sp e
Bifidobacterium sp dao reacdo negativa e bastonetes Gram-

negativos (Bacteroides sp) dao reacao positiva.
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Foto 11 — Laminas coradas pelo Gram
1 — Bifidobacterium sp
2 — Lactobacillus sp
3 — Bacterdides sp

Laminas coradas pelo Gram

Bifidobacterium sp (Gram-Positivo) Lactobacillus sp (Gram-Positivo)

Bacterdides sp (Gram-Negativo)

Estas analises foram realizadas no Laboratério de Patologia Clinica do

HRAC-USP pelo autor da pesquisa.
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3.2.11.Método Estatistico

Para as contagens de Bacteroides sp, Bifidobacterium sp e
Lactobacillus sp foram calculadas medianas com a transformacgao logaritmica

dos dados @7,

Para a comparagao entre momentos (M4 e M3) no grupo FP foi utilizada
a prova nao-paramétrica de “Wilcoxon signed-rank test” com o calculo das

estatisticas teste t, Mann-Whtney e p.

Para a comparagéao entre os grupos C (M4) e FP em momento M4 foram
utilizados o teste t para duas amostras independentes (usando o logaritmo da
contagem) com o calculo das estatisticas t e p e/ou 0 método n&o-paramétrico

de Kruskal-Wallis.

Em todas as anadlises efetuadas, as estatisticas calculadas foram
consideradas significativas quando p < 0,05 (p é a probabilidade de
erroneamente concluir pela significancia) e tendéncia a significancia quando

0,05 < p < 0,10.

3.2.12.Etica (anexo 1)

O presente estudo foi submetido a avaliagdo do Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Reabiltacdo de Anomalias Craniofaciais da
Universidade de S&o Paulo, recebendo parecer favoravel em 03 de agosto de

2006.
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4 — RESULTADOS

4.1.Caracterizagao da casuistica quanto a sexo e idade

A) Caracterizagdo da casuistica quanto ao sexo

A distribuigdo dos individuos de todos os grupos de acordo com o sexo

esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicdo das 61 criangas, com e sem malformagao
craniofacial, dos grupos FP e C, de acordo com o sexo. Bauru, SP, 2009
Grupos FP C Total
Sexo n° (%) n° (%) n° (%)
Masculino 24 (48,0) 6 (54,5) 30 (49,2)
Feminino 26 (52,0) 5 (45,5) 31 (50,8)
Total 50 (100,00) 11 (100,00) 61 (100,00)
FP = Grupo de 50 criangas com fissura de palato

C = Grupo Controle

Método Estatistico = Teste do Qui quadrado com correcéo de Yates
Analise estatistica: p < 0,05

De acordo com os géneros masculino e feminino, ndo houve diferenga

significativa entre os grupos estudados.

B) Caracterizagao da casuistica quanto a idade

A distribuicdo do numero de individuos dos grupos FP e C, de acordo

com a idade, esta apresentada na Figura 1.

Vieira NA




27

Resultados

IDADE

78%

B <2 anos

Ne° 30 -
02 2 anos

- 36%
I

FP Cc
GRUPOS

FP: Grupo de 50 criancas com fissura de palato
C: Grupo Controle

Estatistica: Teste Exato de Fisher

Analise estatistica: p < 0,05

Figura 1 — Distribuicdo das 61 criangas dos grupos FP e C, de acordo com
faixas etarias. Bauru-SP, 2009.

Nao houve diferenga significativa entre os grupos quando se considera a
faixa etaria maior ou menor que dois anos. Foi observado entre os individuos
dos grupos FP e C que a maioria tinha entre um e dois anos. A mediana da

idade foi de 1,4 anos, variando de um a quatro no total dos grupos.

4.2. Caracterizagao da casuistica quanto a procedéncia

No presente trabalho observou-se que 100% dos individuos do grupo C
e 68% do grupo FP eram provenientes do Estado de Sdo Paulo. Os demais
eram provenientes dos estados de Minas Gerais (8%), Distrito Federal (8%),
Mato Grosso do Sul (4%), Espirito Santo (2%), Goias (2%), Maranhao (2%),

Parana (2%), Rio de Janeiro (2%) e Roraima (2%).
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4.3.Caracterizagao da casuistica quanto ao nivel socioeconémico

A distribuicdo dos individuos dos grupos FP e C, de acordo com o nivel

socioecondmico, esta apresentada na Figura 2.

58%
307 l
N°
Bl BS M
FP = Grupo de 50 criangas com fissura de palato C: Grupo Controle
Bl = Baixo Inferior BS = Baixo Superior
M = Médio

Figura 2 — Distribuicdo das 61 criancas com e sem malformagao craniofacial
dos grupos FP e C, de acordo com o nivel socioecondmico. Bauru-SP, 2009.

Foi observado que todos os individuos do grupo C pertenciam ao nivel
socioecondmico meédio, e que no grupo FP, a maioria pertencia ao nivel baixo

superior.

4.4.Caracterizagao da casuistica quanto a avaliagao nutricional

A distribuicdo dos individuos dos grupos FP e C, de acordo com a

avaliagao nutricional estdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Distribuicdo das 61 criangcas com e sem malformacgao

craniofacial do grupo FP e C de acordo com a avaliagdo nutricional.
Bauru, SP, 2009

Grupos FP C Estatistica
Classificacao N° (%)  NO (%)  (TesteExatodeFisher)
Desnutricao 9 (18,0) 1(9,1) p=0,67
Eutrofia 35 (70,0) 4 (36,4) p=041
Sobrepeso 6 (12,0) 6 (54,5) p = 0,005
Total 50 (100,0) 11(1000) @ -------

FP: Grupo de 50 criangas com fissura de palato

C: Grupo Controle

p <0,05

Foi observado que a maior porcentagem de criangas no grupo C tinha

sobrepeso (p = 0,005). No grupo FP, a maior porcentagem de criangas era

eutrofica. Houve diferencas estatisticamente significativa.

4.5.Caracterizagao do grupo FP quanto a anemia e diagndstico

nutricional

Foi observado que, entre os 50 individuos do grupo FP, nove (18,0%)
apresentaram anemia leve, com valores de hemoglobina entre 8,9g/dL a
10,8g/dL, sendo que, entre os nove desnutridos, trés (33,3%) apresentaram

discreta anemia.

4.6. Caracterizagao da casuistica quanto ao tipo de parto
A distribuicdo dos individuos dos grupos FP e C, de acordo com o tipo

de parto (normal ou cirurgico) esta apresentada na Figura 3.
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Tipo de Parto
11
(100%)
100+
90
80 B NORMAL
30 B CIRURGICO

%

FP c

FP: Grupo de 50 criangas com fissura de palato
C: Grupo Controle

Figura 3 — Distribuicdo das 61 criangcas com e sem malformagao craniofacial
dos grupos FP e C, de acordo com o tipo de parto. Bauru, SP, 2009.

Foi observado que todas as criangas no grupo C nasceram de parto

cirurgico. Do grupo FP, a maioria (60%) nasceu de parto cirurgico.

4.7.Caracterizagdo da casuistica quanto ao aleitamento materno

A distribuicdo dos individuos dos grupos FP e C, de acordo com o tempo

de aleitamento materno, esta apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3 - Distribuicdo das 60 criangcas com e sem malformacgao

craniofacial dos grupos FP e C de acordo com o tempo de aleitamento
materno. Bauru, SP, 2009

Grupos|  pp C Total
Tempo de
Aleitamento materno N° (%) N° (%) N° (%)
0 —| 150 dias 43 (87,8) 3(27,3) 46 (76,7)
150 —| 365 dias 6 (12,2) 8 (72,7) 14 (23,3)
TOTAL 49 (100,0) 11 (100,0) 60 (100,0)

FP: Grupo de 50 criangas com fissura de palato

C: Grupo Controle

Foi observado que a maioria das criangas no grupo C (72,7%) recebeu
leite materno por mais de seis meses (mediana de 365 dias). A maioria das
criangas dos grupos FP (87,8%) recebeu leite materno por menos de cinco

meses com mediana de dez dias (minimo de zero e maximo de 150 dias).

4.8.Composicdo da Microbiota Intestinal dos pacientes com e sem

malformacgao craniofacial

A) Contagem de Lactobacillus sp, Bacteroides sp e Bifidobacterium

sp

A composicdo da microbiota intestinal, em termos de Bacteroides sp,
Lactobacillus sp e Bifidobacterium sp, do grupo controle e dos pacientes com

fissura de palato esta apresentada na Tabela 4.
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Tabela 4 - Mediana da contagem logaritmica de Lactobacillus sp,

Bacteroides sp e Bifidobacterium sp nas fezes das 61 criangas com e sem
malformacao craniofacial dos grupos FP e C antes da palatoplastia e sem

antibioticoterapia nos ultimos 30 dias. Bauru-SP, 2009

Microbiota
oglg de fezes | | ,ctopacillus sp  Bacteroides sp Bifidobacterium sp
Grupos
FP 6,0 9,0 7,0
C 5,0 2,0 7,0
Estatistica p = 0,084 p <0,001 p = 0,495

FP = Grupo de 50 criangas com fissura de palato
C = Grupo Controle
Analise estatistica: Kruskal-Wallis; p < 0,05

A frequéncia de Bacteroides sp foi maior no grupo FP (p < 0,001). Para
Lactobacillus sp, houve maior frequéncia no grupo FP com tendéncia a
significancia (p = 0,086). Para Bifidobacterium sp, nado houve diferenca

significativa entre os grupos.

B) Contagem de Lactobacillus sp, Bacteroides sp e Bifidobacterium

sp nas fezes das criangas com e sem malformacgao e o tipo de parto.

A composicdo da microbiota intestinal, em termos de Bacteroides sp,
Lactobacillus sp e Bifidobacterium sp do grupo controle e dos pacientes com

fissura de palato e o tipo de parto esta apresentada na Tabela 5.
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Tabela 5 - Mediana da contagem logaritmica de Lactobacillus sp,

Bacteroides sp e Bifidobacterium sp nas fezes das 61 criangas com e sem
malformagao craniofacial dos grupos FP e C, de acordo com o tipo de
parto. Bauru-SP, 2009

Microbiota Intestinal
Log10/g fezes ) ) . )
Lactobacillus sp Bacteroides sp Bifidobacterium sp
Grupos e Tipo de Parto
Normal 6 9 7
FP

Cirargico 6 8 7

Cc Cirargico 5 2 7

FP = Grupo de 50 criangas com fissura de palato
C = Grupo Controle
Estatistica:

Foi observado que a frequéncia de Bacteroides sp foi maior no grupo FP
nascidos de parto normal com tendéncia a significancia (p < 0,08). Para
Lactobacillus sp e Bifidobacterium sp nao houve diferenga significativa entre os

grupos.

C) Contagem de Lactobacillus sp, Bacteroides sp e Bifidobacterium
sp nas fezes das criangas com e sem malformagao e o aleitamento

materno.

A composicdo da microbiota intestinal, em termos de Bacteroides sp,
Lactobacillus sp e Bifidobacterium sp do grupo controle e dos pacientes com

fissura de palato e o aleitamento materno esta apresentada na Tabela 6.
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Tabela 6 - Mediana da contagem logaritmica de Lactobacillus sp,

Bacteroides sp e Bifidobacterium sp nas fezes das 60 criangas com e sem
malformacao craniofacial dos grupos FP e C de acordo com o aleitamento
materno. Bauru-SP, 2009

Microbiota
(log/g de fezes) Mediana dos dias

Lactobacillus sp  Bacteroides sp  Bifidobacterium sp de Aleitamento

(Variagao)
Tempo de aleitamento
0 6 meses (n = 46) 6,0 8,0 7,0 10 (0-150)
2 6 meses (n = 14) 6,5 6,0 7,0 180 (180 - 365)

Estatistica p=0122 p=0,008 p=0,786

FP = Grupo de 50 criangas com fissura de palato
C = Grupo Controle
Estatistica: Teste de Mann-Whitney

Em relacdo ao aleitamento materno, observou-se que a frequéncia de
Bacteroides sp foi maior nos grupos FP e C com tempo de aleitamento materno
acima de seis meses. Para Lactobacillus sp (p = 0,122) e Bifidobacterium sp (p

= 0,786) nao houve diferencga significativa entre os grupos.

D) Contagem de Lactobacillus sp, Bacteroides sp e Bifidobacterium

sp nas fezes das criangas do grupo FP de acordo com a anemia.

A composicdo da microbiota intestinal, em termos de Bacteroides sp,
Lactobacillus sp e Bifidobacterium sp das criangcas do grupo FP que

apresentavam ou ndo anemia esta apresentada na Tabela 7.

Vieira NA



35

Resultados
Tabela 7 - Mediana da contagem logaritmica de Lactobacillus sp,

Bacteroides sp e Bifidobacterium sp nas fezes das 50 criangas do grupo

FP com e sem discreta anemia. Bauru-SP, 2009

Microbiota
L°g1°Ig fezes Lactobacillus sp Bacteroides sp Bifidobacterium sp
Grupo (n)
FP com discreta anemia (9) 6 8 7
FP com Hemoglobina normal (41) 6 9 7

FP = Grupo de 50 criangas com fissura de palato

Nao foi observada associagao significativa entre a contagem dos micro-
organismos Bacteroides sp, Lactobacillus sp e Bifidobacterium sp nas fezes

das criangas do grupo FP com a anemia.

E) Contagem de Lactobacillus sp, Bacteroides sp e Bifidobacterium
sp nas fezes das criangas dos grupos FP e C de acordo com o nivel

socioecondmico.

A composicdo da microbiota intestinal, em termos de Bacteroides sp,
Lactobacillus sp e Bifidobacterium sp das criangas dos grupos FP e C, de

acordo com o nivel socioecondmico, esta apresentada na Tabela 8.
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Resultados
Tabela 8 - Mediana da contagem logaritmica de Lactobacillus sp,

Bacteroides sp e Bifidobacterium sp nas fezes das 61 criangas dos

grupos FP e C de acordo com o nivel socioeconémico. Bauru-SP, 2009

Grupo FP C

ivel Social

Bl BS M M Estatistica

Microbiota e Log,o/g de fezes

Lactobacillus sp 6,0 6,0 6,0 5,0 p=0,130
Bacteroides sp 8,0 9,0 8,5 2,0 p = 0,001
Bifidobacterium sp 7,0 7,0 7,5 7,0 p=0,130

FP = Grupo de 50 criangas com fissura de palato Bl = Baixo Inferior

BS = Baixo Superior M = Médio

C = Grupo Controle NS = Nao significativo

Estatistica = Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney

N&o foi observada associac&o significativa entre a contagem dos micro-
organismos Lactobacillus sp e Bifidobacterium sp nas fezes das criangas dos
grupos FP e C com o nivel socioeconémico. Houve diferenga significativa na
contagem de Bacteroides sp entre os grupos FP e C de acordo com o nivel

socioecondmico.

F) Contagem de Lactobacillus sp, Bacteroides sp e Bifidobacterium
sp nas fezes das criangas com e sem malformagao quanto a avaliagao

nutricional.

A composi¢cado da microbiota intestinal, em termos de Lactobacillus sp
das criangas dos grupos FP e C de acordo com a avaliagdo nutricional esta

apresentada na Figura 4.
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Lactobacillus sp

70 - x 65" WmFP

6,0

5,5 OcC

3,6

Log1o/g Fezes

1,0

Desnutrigdo Eutrofia Excesso de
Peso

Estatistica = Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
* Analise estatistica: p < 0,05

FP = Grupo de 50 criangas com fissura de palato

C = Grupo Controle

Figura 4 — Mediana da contagem logaritmica de Lactobacillus sp nas fezes das
61 criangas com e sem malformacgao craniofacial dos grupos FP e C de acordo
com a avaliagao nutricional. Bauru-SP, 2009.

De acordo com a avaliagdo nutricional, observou-se que,
independentemente do diagndstico nutricional, a concentragédo de Lactobacillus

sp foi maior no grupo FP.

A composicao da microbiota intestinal, em termos de Bacteroides sp das
criangas dos grupos FP e C de acordo com a avaliagdo nutricional esta

apresentada na Figura 5.
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Resultados
Bacteroides sp
mFP

10,0 - 9,0* 0C

8o 70" 7,0"
qu'_) 6,0 n 5,5
o
s 40
S

2,0 -

0,0 1,0
0,0 B T
Desnutrigao Eutrofia Excesso de Peso

Estatistica = Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
* Analise Estatistica: p = 0,087

FP = Grupo de 50 criangas com fissura de palato

C = Grupo Controle

Figura 5 — Mediana da contagem logaritmica de Bacteroides sp nas fezes das
61 criangas com e sem malformacgao craniofacial dos grupos FP e C de acordo
com a avaliagao nutricional. Bauru-SP, 2009.

De acordo com a avaliagao nutricional, observou-se que a concentragao

de Bacteroides sp foi maior no grupo FP.

A composicido da microbiota intestinal, em termos de Bifidobacterium sp
das criangas dos grupos FP e C de acordo com a avaliagao nutricional esta

apresentada na Figura 6.
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Bifidobacterium sp

8,0 * *
7,0 7,0 7,0 7,0#

mFP
mfe

Log1o/g Fezes
>
<)

Desnutrigéo Eutrofia Excesso de Peso

Estatistica = Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
* Analise Estatistica: p < 0,05

# Analise Estatistica: p = 0,05

FP = Grupo de 50 criangas com fissura de palato

C = Grupo Controle

Figura 6 — Mediana da contagem logaritmica de Bifidobacterium sp nas fezes
das 61 criangas com e sem malformacao craniofacial dos grupos FP e C de
acordo com a avaliagao nutricional. Bauru-SP, 20009.

De acordo com a avaliagao nutricional, observou-se que a concentragao
de Bifidobacterium sp nao apresentou diferenga significativa entre os grupos

FPeC.

A composicdo da microbiota intestinal, em termos de Lactobacillus sp,
Bacteroides sp e Bifidobacterium sp das criangas dos grupos FP e C do nivel

socioecondmico médio e sem excesso de peso esta apresentada na Tabela 9.
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Resultados
Tabela 9 - Mediana da contagem logaritmica de Lactobacillus sp,

Bacteroides sp e Bifidobacterium sp nas fezes das 14 criangas dos
grupos FP e C do nivel socioecondmico médio e sem excesso de peso.
Bauru-SP, 2009

Microbiota Intestinal
0g10/g Fezes) Lactobacillus sp Bacteroides sp Bifidobacterium sp
Grupos
FP (n=9) 6,0 8,0 7,0
C (n=5) 3,0 0,0 7,0
Estatistica p = 0,062 p = 0,003 p = 0,592

Estatistica = Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
FP = Grupo de criangas com fissura de palato
C = Grupo Controle

A frequéncia de Bacteroides sp foi maior no grupo FP (p < 0,003). Para
Lactobacillus sp, houve maior frequéncia no grupo FP com tendéncia a
significancia (p = 0,062). Para Bifidobacterium sp, nao houve diferenca

significativa entre os grupos.

G) Contagem de Lactobacillus sp, Bacteroides sp e Bifidobacterium
sp nas fezes das criangas com e sem malformagao nos momentos M1 e

M2.

A composicdo da microbiota intestinal, em termos de Bacteroides sp,
Lactobacillus sp e Bifidobacterium sp do grupo de pacientes com fissura de

palato nos momentos M1 e M2 esta apresentada na Figura 7.
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Resultados

Comparagao da Microbiota Intestinal em M1 e M2

H M1
B M2

Log, /g de fezes

Lactobacillus sp Bacteroides sp Bifidobacterium sp

M1 = Momento antes do tratamento com cefazolina em palatoplastia e sem uso de antimicrobianos nos ultimos 30
dias

M2 = Momento apds 24 horas do tratamento com cefazolina em cirurgia de palato

Estatistica: Teste t

Analise Estatistica para Lactobacillus sp: p = 0,001

Analise Estatistica para Bacteroides sp: p = 0,006

Analise Estatistica para Bifidobacterium sp: p = 0,026

Figura 7 — Mediana da contagem logaritmica de Lactobacillus sp, Bacteroides
sp e Bifidobacterium sp nas fezes das 18 criangcas com malformacéao
craniofacial do grupo FP nos momentos M1 e M2. Bauru-SP, 20009.

Foi observada diminuicdo do numero de UFCs de Bacteroides sp,
Lactobacillus sp e Bifidobacterium sp estatisticamente significativa, em criangas

do grupo FP tratadas com cefazolina em cirurgia de palato.
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5 - DISCUSSAO

Diversos estudos demonstram que a colonizagdo do corpo humano por
micro-organismos ocorre no inicio da vida. O célon abriga diversas
comunidades de micro-organismos aerdbios e anaerdbios, cujo numero
ultrapassa a soma de todas as células somaticas e germinativas do proprio

(18) " Estes micro-organismos constituem uma comunidade

organismo
ecologicamente dindmica (microbiota) e desempenham atividades metabdlicas
em nivel local (mucosa intestinal) e sistémico ©°*3. A partir do nascimento, o
trato gastrintestinal é colonizado por muitos micro-organismos ingeridos através

1. 44-47) Os anaerdbios

dos alimentos e pelo contato com 0 meio ambiente (
predominam no célon, com cerca de 10'" organismos por grama de fezes.
Diversos fatores podem influenciar a MI, entre eles a idade do individuo, modo
do nascimento (parto normal ou cirurgico), dieta, localizagdo geografica,
cirurgias do trato gastrintestinal, etnia, uso de mamadeiras, hospitalizagao e
uso de antibiotico ! 342 4"} Qutro fator a ser considerado é o gendtipo de cada
malformado, uma vez que o controle da colonizagao estaria relacionado a
disponibilidade e qualidade dos sitios de adesao na mucosa intestinal, visto
que a permanéncia das bactérias no intestino depende de ligagado a um sitio de
adeséo, caso contrario a bactéria seria eliminada pelo peristaltismo “®) Nesse
sentido, a participagdo das malformagdes craniofaciais, bem como suas

repercussdes na alimentacao infantil, e também a utilizacdo frequente de

antimicrobianos poderia contribuir para modificagoes da Mi.
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As fissuras labiopalatinas sdo exemplos de malformagao craniofacial,

resultante de alteragdes (ou defeitos) congénitas que envolvem a regido do
cranio e da face. Diversos estudos demonstram que sua etiologia € complexa e
esta ligada a multiplos fatores, genéticos e ambientais. As fissuras labiais, com
ou sem fissura de palato, sdo etiologicamente independentes das fissuras de
palato isoladas. As primeiras tém incidéncia maior no género masculino e as
fissuras de palato isoladas no género feminino. Além disso, estas ultimas estao
mais associadas as sindromes e anomalias congénitas multiplas e sofrem
ainda maior influéncia de fatores ambientais do que as fissuras de labio, com

ou sem fissura de palato “1°9),

Nao se encontram facilmente estudos da MI relacionada a malformacéao
craniofacial. Nesse sentido, o presente estudo investigou diferencas na
composicao da MI de criangas com fissura labiopalatina, de ambos os sexos e
faixa etaria entre um e quatro anos, sem uso de antimicrobianos, enfocando
trés géneros de bactérias anaerdbias consideradas importantes para a saude

do individuo: Bifidobacterium sp, Lactobacillus sp e Bacteroides sp*!°" 52,

A literatura cientifica sobre MI apresentou crescimento expressivo na
Ultima década (' 615 17. 18, 38-48, 50-57) ' ge\;5 mecanismos de acdo vém sendo
investigados experimentalmente, indicando que bactérias dos grupos
Bifidobacterium sp, Lactobacillus sp e Bacteroides sp exercem seus efeitos
competindo com patégenos, modificando o ambiente intestinal pela redugao do
pH, em consequéncia dos produtos da fermentagao, interagindo e modulando
resposta imunolégica local e sistémica, entre outros “*°". Segundo Souza &

(83)

Scarcelli , qualquer modificagdo na microbiota indigena do hospedeiro

implica em perturbacdes dessa populagédo. Essa modificagdo, em grande parte,

Vieira NA



45

Discussdo
deriva do uso indiscriminado de drogas antimicrobianas, especialmente

antibidticos, havendo a substituicdo da microbiota indigena por organismos

®3) Nao foram encontradas informacdes relacionadas a influéncia

resistentes
da antibioticoprofilaxia por cefazolina na MI. O presente trabalho teve por
objetivo avaliar a MI de criangas com fissura de palato, atendidas em um

hospital especializado e verificar a influéncia da antibioticoprofilaxia com

cefazolina em cirurgia de palato.

Considerando-se que no HRAC-USP a indicagao das cirurgias de palato
se faz apds as criancas completarem 12 meses, o presente estudo foi
constituido por pacientes com fissura de palato entre um e quatro anos de

idade.

Em relagdo ao género, pouco se sabe a respeito de sua associagédo com
a Ml e a malformacéo craniofacial em criancas com até quatro anos. Neste
estudo, ndo foram encontradas diferencas do tipo de fissura de palato, em
relacdo aos géneros masculino e feminino.

No que se refere a procedéncia, observou-se que a maioria dos
pacientes era proveniente do estado de S&do Paulo, sendo o restante deles
originarios de varios estados brasileiros. Trabalhos realizados no HRAC-USP,

©®0 também

como o de Vieira & Pereira ©®, Peres et al ®® e Arena et al.
encontraram esse resultado, o que reforga a importante area de abrangéncia
do HRAC-USP, que se configura como um centro de referéncia em sua

especialidade Unico no pais, atendendo pelo Sistema Unico de Saude (SUS)

(58-60)

Diversas pesquisas demonstram a influéncia da dieta na Ml 3 &10 A

alimentacao do individuo, por sua vez, esta relacionada com sua condicdo

Vieira NA



46

Discussdo
socioecondmica. Neste estudo, observou-se que a maioria dos pacientes

pertencia a estratificagdes socioeconémicas baixo inferior e baixo superior.
Esses resultados concordam com estudos de Vieira & Pereira ®® e dados
nacionais apresentados por Borgo 1) em 2001, em reunido da Organizacao
Mundial da Satde ", mostrando que 86% dos pacientes com malformacéo
craniofacial, matriculados no HRAC-USP, eram oriundos de classe
socioecondmica baixa. As criangas com malformacgao craniofacial do grupo FP,
de nivel socioecondbmico médio e baixo, apresentaram caracteristicas

semelhantes da MI.

A MI de uma crianca apresenta colonizagao inicial por bactérias da
microbiota vaginal e fecal de sua méae e/ou por bactérias do ambiente,

(4. 42,62 63)  Contudo, o tipo de

conforme o parto, natural ou cirdrgico
alimentacgao, aleitamento natural ou artificial € de grande importancia, pois o
leite materno proporciona uma MI de composicdo predominante por
Bifidobacterium sp e Lactobacillus sp, enquanto que o aleitamento artificial, de

g (4 42

40% a 60% desses micro-organismo ). podendo encontrar-se, também,

bactérias dos géneros Clostridium sp, Staphylococcus sp e Bacteroides sp “2),
Os Bacteroides sp aparecem no trato gastrintestinal de neonatos em,
aproximadamente, dez dias apds o nascimento, entretanto as criancas
amamentadas pela mae apresentam numeros expressivos de Bacteroides sp
somente apdés o desmame @) 0 presente estudo revelou que as fezes de
criancas com fissura de palato, comparadas as do grupo controle,
apresentaram concentracao elevada de Bacteroides sp, com discreto aumento

de lactobacilos e nenhuma diferenca de Bifidobacterium sp. Em recentes

estudos, diversos autores % %) demonstraram haver uma percentagem
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menor de bactérias da familia Bacteroidetes e maior do grupo das Firmicutes

associadas a obesidade tanto em seres humanos como em ratos “germfree”.
Seguindo essa linha de raciocinio, observou-se que grande parte das criangas
com fissura de palato se apresentava eutréfica no momento do estudo devido
as orientacbes de condigcbes pré-cirurgicas recebidas pela equipe do HRAC-
USP, enquanto que a maioria das criangas do grupo controle tinha sobrepeso e

obesidade.

Segundo Moraes & Neto ®9) a MI é benéfica para o individuo quando ha
simbiose com o hospedeiro, isto €, equilibrio entre as necessidades e efeitos

9 Pesquisadores como Kallioaki et al. ©® Marchand &

reciprocos
Vandenplas ©3) relatam em seus estudos que a MI do neonato, do lactente e do
adulto se forma de modo gradual e sequencial, adquirindo caracteristicas

estaveis em torno dos dois anos de idade " V. Segundo Almeida et al. ("

, a
microbiota intestinal materna € a fonte natural das bactérias que colonizam o
recém-nascido, e o parto cirdrgico ou normal devera influir de modo

consideravel (@

, sendo necessarios de seis a 12 meses para que uma
microbiota semelhante a de um adulto se instale. No presente estudo, foi
observado que todas as criangas sem malformagao craniofacial nasceram de
parto cirurgico, enquanto que as do grupo com fissura de palato, em sua
maioria, nasceram de parto cirurgico. Quanto a associagado do tipo de parto
com a frequéncia de Bacteroides sp, Lactobacillus sp e Bifidobacterium sp, a
presente pesquisa demonstrou ndo haver diferenga significativa entre os trés

grupos, o que talvez possa ser explicado pelo fato dessa avaliagao ter sido

realizada em criangas com mais de 12 meses de idade.
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Em seus estudos, Palmer et al. " relatam que a composicdo da Mi

infantil € bastante variavel e menos estavel ao longo do tempo. No primeiro ano
de vida, o trato gastrintestinal da crianca progride da esterilidade para
colonizagdo extremamente densa, culminando com uma mistura de micro-
organismos semelhante a de um adulto ("3 Os fatores que determinam a
composi¢cao microbiana intestinal de um individuo ao longo do tempo ainda séo

pouco compreendidos. Novak et al.

demonstraram que lactentes
alimentados com leite materno tém MI diferente dos que sao alimentados com
formulas lacteas. Os primeiros tém predominio de Bifidobacterium sp e
Lactobacilos sp, e os alimentados com férmulas apresentam mais coliformes e

Bacteroides sp'’* ™. Estudos de Hopkins et al. "®

, empregando a técnica da
PCR em tempo real, revelaram grande aumento da concentragdo de
Bacteroides sp nas fezes de criancas entre sete e 24 meses de idade. Penders
J e colaboradores ") observaram densa colonizacdo por Bacteroides sp,
Lactobacillus sp e Bifidobactérium sp em 1.032 criancas com idade de 30 dias
e concluiram que a alimentagao infantil apresentou um impacto significativo

M. N&o sdo encontrados relatos de aleitamento materno ou

sobre a MI.
féormulas lacteas que mostrem a influéncia na MI de criancas com malformacgao
craniofacial. Os resultados obtidos nesta andlise sugerem que a falta de
aleitamento materno, bem como a dificuldade de ingerir outros alimentos,
ocorrida na grande maioria das criangas com fissura palatina tenham
contribuido para a ocorréncia da maior porcentagem de criangas desnutridas
no grupo com malformagao craniofacial. A associacdo da malformagao, da
dificuldade alimentar e o estado nutricional devem ter influenciado na MI. A

presente pesquisa revelou ainda, que com a falta de aleitamento materno, a

maioria das criancas com e sem fissura de palato apresentaram concentracdes
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maiores de Bacteroides sp, concordando com estudos de Stark PL & Lee A ),

Vale ressaltar que as concentragdes de Bifidobacterium sp e Lactobacillus sp
nao foram diferentes entre as criangas que receberam aleitamento materno por

mais ou menos de seis meses.

Outro fator importante que tem sido associado a modificagcao da Ml é o
uso de antimicrobianos. Diversos estudos tém demonstrado que as terapias
antimicrobianas sao capazes de induzir mudancas rapidas e importantes na Mi
M A antibioticoprofilaxia por cefazolina, indicada em cirurgias de palato no
HRAC-USP, tem como objetivo prevenir a infeccdo no sitio cirurgico e/ou

(% Chuo e colaboradores ")

sistémica que eventualmente possa ocorrer
estudaram a microbiota nasal, da garganta e ouvido de criangas com fissura
labiopalatina, com idade entre um e 26 meses, concluindo que estas
apresentavam risco significativo de infeccdo por Staphylococcus aureus nas

) Contudo, seria necessario realizar

cirurgias primarias de labio e ou palato
exames bacteriolégicos no pré-operatério para identificar micro-organismos
patogénicos, bem como estabelecer protocolos adequados para o uso
profilatico de antibiéticos em queiloplastias e palatoplastias ") Fernandes e
colaboradores "® compararam a eficacia da cefazolina endovenosa utilizada
como esquema profilatico, em pacientes com fraturas de mandibula tratados
com fixacdo aberta (placas e parafusos), avaliando a incidéncia de infecgéo
local e concluiram que o indice de infeccdo foi comparavel em ambos os
grupos, nao havendo diferenga entre antibioticoprofilaxia com cefazolina
endovenosa apenas na indugao ou prolongado por 24 horas no pés-operatério

(79)

(78), Segundo Caniello , septoplastias sdo consideradas cirurgias

potencialmente contaminadas, e nao tém necessidade de antibioticoprofilaxia
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por cefazolina, pelo baixo risco de infecgdo pds-operatéria. O uso de

antibidticos de maneira indiscriminada pode levar a sérias complicagdes, como
reagdes toxicas, redugdo do estimulo a formagdo de anticorpos, além de
representar um alto custo financeiro e poder estimular um relaxamento de uma
boa técnica cirtrgica " 7°#"_ A incidéncia de reagdes alérgicas a antibidticos
varia entre 0,7% a 10%, sendo que anafilaxia fatal ocorre em um a cada 25 mil
pacientes "®. Segundo Wise e colaboradores 2, estima-se que de 20 a 50%

dos antibioticos utilizados em seres humanos s3o desnecessarios 782,

O presente estudo observou que, 24 horas apos o tratamento profilatico
com cefazolina em cirurgia de palato, houve redugédo significativa na
quantidade de micro-organismos dos géneros Bifidobacterium sp, Lactobacillus
sp e Bacteroides sp. Estudos de Monreal & Pereira ™ demonstraram que, no
segundo momento, apds antibioticoterapia com amoxicilina, pacientes com
infecgdes do trato respiratério apresentavam reducdo das mesmas bactérias.
De modo geral, no HRAC-USP, os pacientes recebem alta hospitalar 24 horas
apos realizem a palatoplastia, retornando somente apdés um ano para novas
avaliagdes. Assim, ndo foi possivel avaliar a Ml em outros momentos para
verificar o impacto e o tempo de recuperacdo desta, conforme estudos de

Monreal & Pereira () e Souza & Pereira ®.

A diminuicdo desses micro-organismos pode representar diversos
prejuizos para o hospedeiro, sendo um dos principais a diminuicdo da
resisténcia a colonizagdo por micro-organismos patogénicos. Uma vez
identificados, podem ser minimizados pela equipe de saude pela utilizacao de
medidas relativas a conduta terapéutica e alimentar, visando reduzir a

influéncia nociva sobre o ecossistema gastrintestinal do paciente.
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Por fim, observou-se no presente estudo que a MI das criangas com

fissura palatina foi diferente das do grupo C, particularmente os niveis de
Bacteroides sp estiveram elevados. Novos estudos, acompanhando a
concentracdo destes micro-organismos, devem ser realizados a fim de se
conhecer as possiveis repercussdes clinicas, imunoldgicas e nutricionais

durante o desenvolvimento dos individuos com fissura palatina.

Além disso, ha necessidade de investigagdes posteriores que informem
quais fatores relacionados ao tratamento cirurgico estariam implicados na
alteracdo da microbiota intestinal, como, por exemplo, medicacbes de uso
rotineiro em momentos pré, trans e pds-cirurgicos, e o estresse cirurgico. O que
o presente estudo demonstrou, com pioneirismo, € a influéncia da malformacao

craniofacial na formacgao da Mi.

Diante da importadncia da MI na saude humana, o presente estudo
verificou que o tratamento de cefazolina em cirurgia de palato poderia
influenciar na concentragcao de bactérias anaerébias do célon infantil. Em face
de tais evidéncias, sugere-se que cirurgides responsaveis pelo tratamento
corretivo de fissuras labiopalatinas analisem a necessidade de administracao

deste antibidtico, especialmente considerando sua repercussao na M.
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Consideragdes finais

6 — CONSIDERAGOES FINAIS

Considerando a importancia da microbiota intestinal para a saude do
hospedeiro, o presente estudo identificou as influéncias possiveis que as
malformacgdes craniofaciais podem desencadear sobre a microbiota intestinal,
bem como impacto que esta sofre apds o tratamento com cefazolina em

cirurgia de palato.

Entre os parametros avaliados neste estudo, a faixa etaria, as condigdes
socioecondmicas e o tipo de parto das criangas, sugerem que 0S mesmos nao

foram capazes de promover modificacdes diretas sobre a microbiota intestinal.

No entanto, a malformagao craniofacial influenciou a composi¢do da
microbiota intestinal. Foi observado aumento na quantidade de UFCs/g de
fezes dos microrganismos Bacteroides sp e Lactobacillus sp nas criangas com
fissura de palato. A malformagao dificulta a ingestdo de nutrientes e, muitas
vezes, inviabiliza o aleitamento materno, comprometendo a evolucao clinico-
nutricional e predispondo a crianga a infeccdo. Vale ressaltar que a
comunicagdo entre as cavidades oral e nasal prejudica ainda mais a
alimentacao do individuo, com perdas de alimentos pelo nariz ou aspiracdo dos
mesmos, causando infecgcdo respiratoria e otites de repeticdo, sendo
indispensavel o uso de antibidticos, que consequentemente contribuiria para a

modificacdo da MI.

A MI das criancas com fissura palatina apresentou diferenca quando
comparada ao grupo controle. Esta diferenga se acentuou quando submetidas

ao estresse cirurgico e uso da cefazolina. A eficacia e a necessidade da
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Consideragdes finais
antibioticoprofilaxia indicada nas cirurgias para correcdo desta malformacao

sao discutiveis, considerada desnecessaria por muitos autores, e deve ser

revista com novos estudos a fim de comprovar o efeito deletério sobre a MI.

Assim, é importante acompanhar a influéncia da antibioticoterapia sobre
a MI. Na prescricdo de antimicrobianos deve ser considerado o seu espectro de
acao, sua capacidade de produzir disturbios sobre a MI, a possibilidade de
emergéncia de cepas resistentes, reacdes téxicas e redugdo do estimulo a

formacéao de anticorpos.

Novos estudos devem ser realizados no sentido de se esclarecer melhor
as complexas interagdes entre a microbiota intestinal e seu hospedeiro,
particularmente em individuos com malformacdo craniofacial. Diferentes
métodos de analises, como biologia molecular associada a citometria de fluxo e
um grupo de estudo maior poderiam confirmar estas diferengas. A analise
genotipica deve ser considerada, tendo em vista que o controle da colonizagéo
estaria relacionado a disponibilidade e qualidade dos sitios de adesao na

mucosa intestinal.
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8 - ANEXOS

Anexo 1

HOSPITAL e REABILITACAO
e ANOMALIAS CRANIOFACIAIS
UNIVERSIDADE e SAD PaLLO

Servigo de Apolo ao Ensino,

Pesquisa e Extenséo

Oficio n° 206/2006-SVAPEPE-CEP
Bauru, 03 de agosto de 2006.
Prezado(a) Senhor(a)

O projeto de pesquisa encaminhado a este Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos,
denominado “Microbiota intestinal de criangas com anomalias craniofaciais tratadas com
cefazolina em cirurgia de palato.”, de autoria de NARCISO ALMEIDA VIEIRA desenvolvido
sob sua orientagfo, foi enviado ao relator para avaliagdo.

Na reunidio de 26 de julho de 2006 o parecer do relator, aprovando o projeto, foi aceito
pelo Comité, considerando que ndio existem infragdes éticas pendentes para inicio da pesquisa.
Solicitamos a V.S a gentileza de comunicar o parecer ao pesquisador e anexar o presente oficio ao
projeto, pois 0 mesmo serd necessério para futura publicagio do trabalho.

O pesquisador fica responsavel pela entrega no Servigo de Apoio ao Ensino, Pesquisa e
Extensio dos relatorios semestrais, bem como comunicar ao CEP todas as alteragdes que possam
ocorrer no projeto.

Informamos que apos o recebimento do trabalho concluido, este Comité enviard o parecer

final para publicagdo.

Atcnciosy
OF. DR. ALCEU SE

Coordenador do Comité

IO TRINDADE JUNIOR
Etica em Pesquisa do HRAC-USP

Ilmo(a) Sr(a)
Dr. Paulo Camara Marques Pereira

Laboratorio de Andlise Clinica— HRAC/USP

Rua Silvio Marchione, 3-20 Bauru SP Brasil
Caixa Postal 1501 CEP 17.012-900
Tel. 55 14 3235 8421 Fax: 5514 3234 7818
E-mail: anag@usp.br
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Anexo 2

FICHA DO SERVICO SOCIAL "e™ [ 1 | | | J-L |
| - Investigagéo Diagnéstica

1 - Classificagéio Sécio-Econdmica: Total pontos: DD
( )NC ( )F-BI ( )E-BS ( )D-MI ( )C-M ( )B-MS ( )A-AL
00 {20 20 {30 30 {40 40 {47 47 {54 54 {57
OBS.: Alteragéo da Tabela ( ) Sim ( )Nao  Esp.
2 - Situagio econdmica da familia: D D D D D saldrios minimos
Pontos Renda bruta mensal Especificagéo
21 [ [ acima de 100 SM |
18 () 60 1100 SM
14 () 30160 SM
12 () 15130 SM
9 { .} 09115 SM
5 £ ) 04 {09 SM
3 i ) 02 104 SM
& 2 () 11,102 SM
1 « @ 0H 1/, SM

Tipo de rendimento:

( )saldrio ( ) retirada pré-labore ( ) rendimento financeiro  ( ) aluguéis ( ) honorérios

( ) aposentadoria ( ) pensionista ( ) outros. Especificar:
3 - Numero de membros residentes da familia / Especificagao: EN:] pessoas
Pontos Especificagéo / Relagdes (religido)
6 ( ) até 2
4 ( ) 244 VU e R ——— —
3 () 446
2 () 648 . =
1 () acima de 8
4 - Escolaridade - Maior nivel educacional / responsével * 3 S P BB SR E’ [:]
Pontos Nivel educacional Especificagio /Vinculo/Relagdes
. 7 () [1-Superior e
5 () |2-Superior incompleto / 3-Colegial completo
4 () |4-Colegial incompleto / 5-Gindsio completo
3 () | 6-Gindsio incompleto / 7-Primario completo
2 ( ) | 8- Primdrio incompleto B
1 () |9-Sem escolaridade / alfabetizado . .
0 () | 10-Sem escolaridade / analfabeto
N ( ) | 11-Sem idade escolar e TP S
5 - Habitag#o / Situagéo i
6 - Habitag#o / Condigéio I = e |[r]
Situagéio - Pontos Condigéo / Acomodagdes
[1-Prec. 2-Ins. 3-Reg. 4-Boa 5 - Otima |
6 7 8 9 10 ( ) |1-Prépria
5 6 7 8 9 ( ) |2-Financiada = =
4 5 6 7 8 ( ) |3-Alugada e
2 3 4 5 6 ( ) |4-Cedida -
0 0 0 1 2 ( ) |5-Outras.Espec.| —
Obs.: Nimero de cémodos [ 1] comodos

Continua

Continuagdo
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7 - Tipo: [l

L( ) 1. tijolos ( ) 2. madeira ( ) 3. tijolos e madeira ()4 outE‘ Espec.:
[

8 - Zona (localizagéo):
[ ()1 rural () 2. urbana () 3. suburbana ]

9 - Infra-estrutura:
|( 1. éguaencanada ()2 mina [ ] ( )1.esgoto ( )2 fossa[ | ( )1.luzelética ()2 lamparna ]|

10 - Nivel Ocupacional:

|( ) 1.ativo ()2 aposentado () 3. pensionista ( )4.desempregado [ | |
Ocupagéo - Maior nivel ocupacional / responsével _ - — B o 0|
Pontos Especificagéio /Vinculo/Relagdes
13 () | 1. Empresérios -
n ( ) | 2 Trabalhadores da alta administragéo s e s S
9 ( ) | 4. Trabalhadores assalariados administrativos,
técnicos e dentficos 0000 [ 2
6. Trabalhadores por conta prépria/aLtbnomos: 3
6 () | 7.Semempregado e
5 () | 8 Pequenos produtores rurais: com empregado N N e
3 ( ) | 9 Semempregado oty e e i
3 () | 10.Empregados domésticos: urbanos I )
2 ()| MR .
1 () | 12 Trabahadores rurais assalariados, volantes
e assemelhados : N
11- Setor: ___ ; : D
[( ) 1. primério (recursos da natureza) ( ) 2. secuUNdArio (atividades Industriais) () 3. tercidrio © presiaglo de servigos) |
Observagéo: ( ) 1. publico ( )2 privado . ) ]
Il - Recursos para Reabilitagio
Cidade / Estado (trajeto) Hs ou Km:

Recursos para retomos (préprio, C.A., T.F.D., Coordenadores, Associagdes)

Prazo para comunicagéio de retomo: .
Periodicidade dos retomos:

Recursos para tratamento local (odonto, fono, etc):

Expectativas:

Problemas de satide ou deficiéncias:

Il - Parecer / Interveng&o do Servigo Social:

Data: / / Assistente Social:
D Cédigo CPD 08/57
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Anexo 3
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Continuacdo

Produtos Exclusivos do Pediatra

ALTURA(cm)

PESO (kg)
10 1520 25 30

0 5

Fonte - Padréo de referéncia do NCHS Peter V. V., M.D.H., Terence A. Drizd, M.S.PH., and Clifford L.
.Iuhnmn MS PH., Dmslonofﬂnllh Examination S!nhmu, Robert B. Reed, Ph. D., Professor of
Huvurd

ALTURA (cm)

PESO (kg)

35 40 45 50 55 60 65 70 75 BO 85 90 95

23456789 10N2HMBEYT B
IDADE EM ANOS

Yelbw Springs, Ohio.
NCHS Growth Curves for Children Birth - 18 Years.

y; and Alex F. Roche, Ph. D., MD., Senior Scientist, Fels Research Institute,
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9 - APENDICES

Apéndice 1
CARTA DE INFORMACAO AO SUJEITO DA PESQUISA

Titulo: “MICROBIOTA INTESTINAL DE CRIANCAS COM ANOMALIAS
CRANIOFACIAIS TRATADAS COM CEFAZOLINA EM CIRURGIA DE
PALATO’

Justificativa:

Todas as pessoas possuem alguns germes no intestino que ajudam a evitar doencas e participam de
varias reagdes que trazem beneficios ao ser humano. Porém, quando doente ou quando s&o
utilizados determinados remédios, o homem pode ter diminuicdo destes germes e assim dificultar a
sua recuperagao.

A referida pesquisa tem como objetivo:

Identificar a presencga e a quantidade destes germes em amostras de fezes.

Procedimentos:

Solicitamos sua participagdo neste estudo, e para isso sera necessario que nos fornega pequena
quantidade de fezes, sangue e algumas informagdes necessarias para avaliarmos a presenga e a
quantidade destes germes.

Com esses resultados sera possivel oferecer orientagdes relativas a alimentagdo, como forma de
melhorar a quantidades destes germes que trazem beneficios a saude.

Garantias:

Acesso as informagdes sobre os procedimentos e beneficios relacionados a pesquisa; liberdade para
retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem prejuizos; sigilo
e privacidade.

Assim que existam resultados estes serdo apresentados para vocés em consultas a serem
agendadas conforme rotina do hospital;

Todos os resultados de exames laboratoriais estarao disponiveis no prontuario geral do paciente em
nosso hospital e s6 serdo acessados mediante a requisigdo da familia ou do profissional qualificado.
"Caso o sujeito da pesquisa queira apresentar reclamacbes em relacdo a sua participagdo na
pesquisa, podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, do
HRAC-USP, pelo endereco Rua Silvio Marchione, 3-20 na Unidade de Ensino e Pesquisa ou pelo
telefone (14) 3235-8421"

Estou ciente também de que minha participagédo é voluntaria e dela posso desistir a qualquer momento,
sem explicar os motivos e sem comprometer meu tratamento no HRAC.

Bauru, / /2007

Nome do sujeito ou responsavel:

Assinatura do sujeito ou responsavel:

Nome do pesquisador responsavel: Prof. Ms. Narciso Almeida Vieira

Assinatura do pesquisador responsavel:

Vieira NA
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Apéndice 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o Sr.(a)
portador da cédula de identidade , ¥ responsavel pelo paciente

, apos leitura minuciosa da CARTA
DE INFORMACAO AO SUJEITO DA PESQUISA, devidamente explicada pelos profissionais em
seus minimos detalhes, ciente dos servicos e procedimentos aos quais sera submetido, ndo restando
quaisquer duvidas a respeito do lido e explicado, firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO concordando em participar da pesquisa: “MICROBIOTA INTESTINAL DE
CRIANCAS COM ANOMALIAS CRANIOFACIAIS TRATADAS COM CEFAZOLINA EM
CIRURGIA DE PALATO?”, realizada por: Prof. Ms. Narciso Almeida Vieira n° do Conselho CRBio-1:
06.350/01-D, sob orientagdo do Prof.Dr: Paulo Camara Marques Pereira, n° do Conselho: CRM 37.675.

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

Por estarem de acordo assinam o presente termo.

Bauru-SP, de de 2007.
Assinatura do Sujeito da Pesquisa Assinatura do Pesquisador
Responsavel

ou responsavel

* A SER PREENCHIDO, SE O SUJEITO DA PESQUISA NAO FOR O PACIENTE.

Nome do Pesquisador Responsavel: Prof. Ms. Narciso Almeida Vieira
Endereco do Pesquisador Responsdvel: Av. Orlando Ranieri, 7-108 — Bloco 31 — Apto.: 13
Cidade: Bauru — Estado: Sdo Paulo — CEP: 17047-001

Telefone: (14) 3203-8013 — E-mail: narvieira@centrinho.usp.br

Endereco Institucional: Rua Silvio Marchione, 3-20

Cidade: Bauru — Estado: Sao Paulo — CEP: 17012-900

Telefone: (14) 3235-8100 — Fax: (14) 3234-7818

Vieira NA
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Apéndice 3
Protocolo de Avaliagao Clinica
RG Nome:
Idade:. Sexo (_ YMasc () Fem Data: /1200
Cor: Altura: Peso:
a) Hipdtese diagnostica:
b) Queixa principal geral:
c) Duragéo da doenca:
( ) febre — Dias () vémito — Dias
( ) nduseas — Dias ( ) diarréia — Dias
( ) apatica — Dias ( ) inapeténcia — Dias
( ) sintomas respiratérios — Dias

( ) dor abdominal — Dias
( ) desidratagédo: ( )1°grau ( )2°grau ( )3°grau
() hidratado/medicagoes - — Dias
d) Medicagbes em uso:
e) Antecedentes pessoais patolégicos:
f) Antecedentes familiares:
g) Antecedentes alimentares — aleitamento materno: ( ) Sim ( ) Nao —
Periodo:
h) Acha que seu filho tem intestino preso ou é ressecado?

( )Sim ( )Nao

Ha quanto tempo?
Freqliiéncia evacuatéria:

x / dia - x / semana

Consisténcia fecal Freqiéncia

6 — Pelotas, enrugadas ou partidas
Duras

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

— Liquida

Macias

DIFICULDADE AO EVACUAR - Freqiiéncia
Forca muito:

Demora muito:
Cora:

Sangue nas fezes:
Desiste:

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

Seu filho costuma apresentar algum destes sintomas? Assinale com um X
FreqGéncia
() Vémitos

() Dor no abdémen

() Empaxamento

() Flatuléncia (gases)

Vieira NA
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Apéndice 4
Protocolo de Avaliagao Microbiolégica
RG: Paciente:
Data: /1200
Flora Momento 1
10" 10° 10° 10* 10° 10° 10 10° 10°
Bact.
Bifido
Lacto
Flora Momento 2
10’ 10 10° 10* 10° 10° 10 10° 10°
Bact.
Bifido
Lacto

Vieira NA
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Apéndice 5

Avaliagao Laboratorial

Nome: RG:

Indicadores Mensurados Valor?s d_e M1
Referéncia

HEMOGLOBINA (g/dL) Acima de 11,0

HEMATOCRITO (%) 34a48

VCM (ftL) 87,0+5,0

HCM (pg) 29,0 + 2,0

CHCM (%) 32a36

LEUCOCITOS TOTAIS (mm°) 23a75

CONTAGEM DE PLAQUETAS (mm?) 1 236(.)3303

Vieira NA
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Apéndice 6
Avaliagao dos pacientes quanto ao nivel socioeconémico, género e antropometria
NIVEL - Idade Peso Altura
PACIENTE SOCIAL GENERO (anos) (Kg) (cm)
1 FP BS F 2,64 13,1 88,5
2 FP BS F 1,75 9,88 82
3 FP BS M 1,22 10,45 76
4 FP BS F 1,02 9,83 74
5 FP BS F 1,69 8,73 82,3
6 FP Bl M 1,27 9,28 76,5
7 FP BS M 1,51 11,4 82,3
8 FP BS M 3,04 14,3 91,7
9 FP BS F 1,02 8,6 77
10 FP BS F 1,03 8,18 75
11 FP BS M 1,58 10,43 77,5
12 FP BS M 1,01 11,3 81,5
13 FP BS F 2,65 11,8 87,5
14 FP BS M 1,40 12,7 84,8
15 FP BS M 1,44 11,03 75,6
16 FP Bl M 1,07 8,12 75
17 FP BS F 1,98 10,9 83,5
18 FP Bl F 1,01 12,9 83,5
19 FP M M 1,08 10,06 76
20 FP BS F 1,45 9,67 76,5
21 FP BI F 1,25 8,4 78
22 FP BI M 1,74 12,75 87,5
23 FP BI M 2,29 11,6 76
24 FP BS M 1,11 9,5 76
25 FP M M 1,00 10,9 78
26 FP M M 1,15 10,07 78,1
27 FP M F 1,15 9,95 79
28 FP BS F 1,03 10,35 79.5
29 FP BS F 2,35 14 86
30 FP Bl F 1,41 9,45 81
31 FP BS F 1,02 9 70
32 FP M F 1,01 9,48 75,4
33 FP BS F 1,02 8,92 74
34 FP BI F 2,24 12,4 85,5
35 FP BS M 1,54 10,1 83,5
36 FP Bl F 1,73 12,63 85,3
37 FP BS M 2,09 11,8 84,5

Continua
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Continuagao

NIVEL o Idade Peso Altura
PACIENTE SOCIAL GENERO (anos) (Kg) (cm)
38 FP BS M 1,42 9,76 81,5
39 FP M M 2,07 12 84
40 FP Bl F 1,28 11 80,2
41 FP BS F 1,64 12,12 83
42 FP BS F 1,68 10,26 82
43 FP BS M 1,01 11,3 85
44 FP BS F 2,01 13,23 88,1
45 FP M M 1,02 9,84 78
46 FP BS F 1,03 10,36 80,7
47 FP Bl M 2,22 10,9 75
48 FP M F 1,01 10,85 74,5
49 FP M M 1,02 8,27 75,5
50 FP M M 1,14 9,78 77,2
51 C M F 4,05 15 95
52 C M M 2,90 14,43 99
53 C M F 1,29 12,685 84
54 C M F 2,25 12,5 97
55 C M M 1,44 12,8 82,5
56 C M F 1,18 12,8 89
57 C M M 1,61 11,1 84
58 C M F 1,27 10 72,5
59 C M M 1,19 12,3 81
60 C M M 1,92 12,7 83,5
61 C M M 2,66 15,5 90

Nivel Social: BI = Baixo Inferior; BS = Baixo Superior; M = Médio.
Género: M = Masculino; F = Feminino.
Paciente: FP = Grupo de criancas com fissura de palato; C = Grupo Controle

Vieira NA
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Apéndice 7
Avaliacdo Hematoldgica

PACIENTE Hemoglobina | Hematoécrito | Leucocitos | Neutrofilos | Linfécitos | Mondcitos | Eosindfilos

(g/dL) (%) (/mm3) (/mm3) (/mm3) (/mm3) (/mm3)
1 FP 12,,0 36 13200 5808 6336 0 8
2 FP 13,2 39 9900 4653 5049 198 0
3 FP 11,0 33 9400 6016 3196 188 0
4 FP 12,8 39 11400 2850 7524 1026 0
5 FP 11,2 38 6800 1700 4692 204 204
6 FP 12,0 37 14900 7152 7301 447 0
7 FP 11,9 35 9400 3854 5076 188 282
8 FP 12,3 37 9000 4140 4320 180 360
9 FP 12,0 38 7900 3239 3950 395 316
10 FP 10,7 32 8800 2112 5984 352 352
11 FP 11,3 34 13500 4185 8235 270 810
12 FP 8,9 29 9600 4992 4128 96 384
13 FP 12,7 39 8700 2871 5394 435 0
14 FP 11,7 36 12800 4608 7296 0 896
15 FP 12,7 38 11400 3876 6840 570 114
16 FP 10,6 32 7500 3075 4200 225 0
17 FP 13,1 39 9100 4550 4368 182 0
18 FP 10,7 33 12400 5332 5828 248 992
19 FP 10,7 34 6000 2100 3660 120 120
20 FP 10,8 33 13100 7074 5764 262 0
21 FP 11,8 36 10500 6510 3570 420 0
22 FP 10,3 32 8500 3740 4335 425 0
23 FP 12,1 38 8500 3060 4335 765 340
24 FP 13,5 41 10500 3360 6930 210 0
25 FP 12,5 37 16800 6048 10080 672 0
26 FP 11,0 33 7100 3053 3337 568 142
27 FP 12,5 37 11500 4830 6440 0 230
28 FP 11,0 35 11200 4480 6496 224 0
29 FP 12,8 38 13400 5896 6700 134 670
30 FP 12,2 37 15300 7650 6885 765 0
31 FP 12,5 37 10000 4300 5000 0 700
32 FP 11,5 35 13700 4247 9316 137 0

33 FP 11,5 35 16400 7708 8364 328
34 FP 11,9 36 11400 5016 6156 228

35 FP 10,7 33 9700 4268 4947 194 291
36 FP 11,1 36 9800 4802 4704 0 294

Continua
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Continuagao
PACIENTE Hemoglobina | Hematécrito | Leucécitos | Neutroéfilos | Linfocitos | Monécitos | Eosinéfilos
(g/dL) (%) (fmm3) | ((mm3) | (f/mm3) | (imm3) | (/mm3)
37 FP 13,7 40 17500 5075 12250 175 0
38 FP 13,1 38 8000 3440 4240 320 0
39 FP 12,9 39 14900 8195 6258 447 0
40 FP 11,5 37 10800 3672 6696 108 324
41 FP 10,8 34 15500 11315 4030 155 0
42 FP 11,2 35 10600 4876 5194 212 318
43 FP 12,2 37 12000 4680 6360 360 600
44 FP 12,7 38 12000 4800 5880 120 1200
45 FP 11,2 34 14800 4736 9768 296 0
46 FP 11 34 10300 5974 3708 618 0
47 FP 12,1 36 7600 2660 4712 228 0
48 FP 12,2 36 11200 5152 4928 1120 0
49 FP 11,1 33 11900 3570 7973 357 0
50 FP 12 36 6500 2990 3120 65 325

Paciente: FP = Grupo de criancas com fissura de palato; C = Grupo Controle

Vieira NA
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Apéndice 8

Microbiota intestinal e o tipo de parto de Pacientes com e sem fissura de palato

Lac Lac Bac Bac Bif Bif
PACIENTES | Tipo de Parto M1 M2 M1 M2 M1 M2
(Logso/fezes) (Logio/fezes) | (Logio/fezes) | (Logso/fezes) (Logso/fezes) (Log.o/fezes)

1 FP Normal 9 == 9 --- 7 ---
2 FP Cirtrgico 9 2 9 8 8 6
3 FP Cirdrgico 9 7 9 8 9 8
4 FP Normal 9 5 9 9 9 9
5 FP Normal 6 - 9 - 8 -
6 FP Normal 6 == 9 --- 9 ---
7 FP Normal 5 3 8 5 7 6
8 FP Normal 7 - 6 - 8 ———
9 FP Normal 6 -— 8 -— 6 -—
10 FP Normal 5 4 9 7 7 7
11 FP Cirtirgico 7 —— 9 j— 7 —
12 FP Cirdrgico 3 9 --- 8 -
13 FP Cirargico 7 - 7 - 7 -
14 FP Normal 6 — 9 — 8 f—
15 FP Cirdrgico 7 5 9 8 7 6
16 FP Cirurgico 7 - 7 - 7 -—
17 FP Cirdrgico 5 8 --- 5 -
18 FP Cirargico 8 6 7 7 9 8
19 FP Cirtrgico 5 3 9 6 7 6
20 FP Normal 8 3 9 8 6 4
21 FP Normal 3 - 6 -— 5 -—
22 FP Cirdrgico 6 5 8 1 7 5
23 FP Normal 6 — 7 - 9 -
24 FP Normal 6 - 9 - 7 -
25 FP Cirtrgico 7 - 8 - 8 -
26 FP Cirtrgico 8 6 6 6 7 6
27 FP Cirtrgico 6 6 9 8 -7 7
28 FP Normal 4 — 9 m— 6 m—
29 FP Cirurgico 4 - 7 - 7 -—
30 FP Normal 9 2 9 8 9 7
31 FP Cirtirgico 8 — 9 J— 9 -
32 FP Cirtirgico 3 - 6 - 8 —
33 FP Normal 3 0 9 9 7 7
34 FP Cirtrgico 9 - 9 - 9 -
35 FP Cirtirgico 6 -— 7 —— 5 —
36 FP Cirtirgico 5 — 8 J— 7 -
37 FP Cirtirgico 1 - 9 - 5 -
38 FP Normal 7 - 7 - 5 -
39 FP Cirargico 4 --- 9 - 7 -

Continua
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Continuagao
Lac Lac Bac Bac Bif Bif
PACIENTES | Tipo de Parto M1 M2 M1 M2 M1 M2

(Logyo/fezes) (Log.o/fezes) (Log.o/fezes) (Logo/fezes) (Log.o/fezes) (Logyo/fezes)

40 FP Cirargico 6 — 8 - 6 —
41 FP Cirtrgico 3 _— 7 - 6 _—
42 FP Normal 6 3 9 7 5 5
43 FP Cirtirgico 7 _— 8 — 8 _—
44 FP Cirargico 6 _— 7 - 7 -—
45 FP Normal 6 8 8
46 FP Cirargico 6 4 9 8 7 6
47 FP Normal 6 4 6 6 7 5
48 FP Cirurgico 7 6 9 8 8 7
49 FP Cirtirgico 9 _— 7 — 9 _—
50 FP Cirirgico 6 4 9 7 6 6
51 C Cirargico 3 — 0 o 7 o
52 C Cirargico 6 o 0 o 6 o
53 C Cirargico 6 . 0 o 7 —
54 C Cirargico 5 . 0 o 7 o
55 C Cirargico 9 — 2 o 9 o
56 C Cirargico 1 — 1 o 7 o
57 C Cirargico 3 o 5 o 9 o
58 C Cirargico 1 . 6 o 7 —
59 C Cirargico 7 . 5 o 7 o
60 C Cirargico 4 — 6 o 7 o
61 C Cirargico 5 o 8 o 7 o

FP = Grupo de criancas com fissura de palato

C = Grupo Controle
Lac = Lactobacillus sp
Bac = Bacteroides sp
Bif = Bifidobacterium sp
M1 = Momento antes do tratamento com cefazolina em palatoplastia e sem uso de antimicrobianos nos ultimos 30 dias
M2 = Momento apés 24 horas do tratamento com cefazolina em cirurgia de palato

Vieira NA



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

