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EFEITOS DO SEEDING VAGINAL NO PADRAO DE COLONIZACAO DA
MICROBIOTA INTESTINAL DE NEONATOS CANINOS NASCIDOS POR
CESARIANA ELETIVA

RESUMO- O objetivo deste estudo foi analisar diferencas entre a
microbiota intestinal de neonatos caninos nascidos de parto normal com a de
nascidos por meio de cesariana eletiva, bem como investigar a influéncia do
seeding vaginal sobre a composicéo da microbiota intestinal daqueles nascidos
de cesariana, de modo a propor esta técnica como ferramenta na modulacéo da
microbiota de neonatos nascidos por cesariana eletiva. Foram utilizadas trés
cadelas adultas gestantes, submetidas a cesariana e outras quatro gestantes,
acompanhadas durante o parto normal. Os animais incluidos no experimento
possuiam peso corpéreo entre 4 a 15 kg, idade entre 2 a 5 anos. Amostras da
boca, vagina, anus e da regido da mama da fémea submetida a cesariana foram
coletadas antes da realizagéo da anestesia epidural (m0), utilizando-se luvas e
swabs estéreis e, da mesma forma, foram obtidas amostras da fémea néo
submetida a cesariana (parto normal) no momento em que apresentou sinais de
prédromo. No estudo dos efeitos do seeding vaginal na microbiota dos neonatos,
assim que os mesmos foram retirados do Utero realizou-se a colheita das
amostras da boca e do anus dos neonatos e, ato continuo, o seeding vaginal, o
qual consistiu em esfregar as gazes retiradas da vagina da mée na boca, face e
no corpo dos neonatos. No grupo cesariana, foi realizado o seeding em metade
dos neonatos (grupo cesariana seeding, n=6 neonatos) e na outra metade
apenas a colheita das amostras microbioldgicas, sem realizagdo do seeding
(grupo cesariana, n=6 neonatos). Um terceiro grupo (grupo parto normal, n=16
neonatos) foi composto por neonatos nascidos por parto normal, nos quais
também foi avaliada a composicdo da microbiota intestinal. A contagem foi
realizada através de plagueamento em superficie e quantificados os grupos de
enterobactérias, staphylococcus spp. e streptococcus spp.. Os resultados deste
projeto mostraram que a relacéo entre a via de nascimento e o desenvolvimento
da microbiota intestinal de neonatos caninos possui certa relevancia, porém,
outros fatores como o contato dos neonatos com os tetos, boca e anus da mée
parecem contribuir mais para a colonizagao inicial da microbiota canina do que
0 modo de nascimento propriamente dito. O uso do seeding vaginal como
ferramenta para modulacdo da microbiota de neonatos nascidos através de
cesariana eletiva nao foi efetivo no presente estudo.

Palavras-chave: cées, disbiose, microbiologia, neonatologia, score Apgar



EFFECTS OF VAGINAL SEEDING ON THE COLONIZATION PATTERN OF
THE INTESTINAL MICROBIOTA OF CANINE NEONATES BORN BY
ELECTIVE C-ESAREAN AREAS

ABSTRACT- The aim of this study was to analyze differences between
the intestinal microbiota of canine neonates born of normal delivery with that of
born cesarean section, as well as investigating the influence of vaginal seeding
on the composition of the intestinal microbiota of those cesarean section, so as
to propose vaginal seeding as a tool in modulation of neonatos microbiota born
by elective cesarean section. Three pregnant adult dogs were submitted to
caesarean section and four other, accompanied during normal delivery. The
animals included in the experiment had body weight between 4 and 15 kg, age
between 2 to 5 years. Samples of the mouth, vagina, anus and teat were collected
before the epidural anesthesia (M0), using sterile gloves and swabs and, likewise,
female samples were not subjected to Cesarean section (normal delivery) at the
time it presented signs of prodrome. For the study of the effects of vaginal
seeding on the neonatos microbiota, as soon as they were removed from the
uterus, the samples of the mouth and anus of the neonates were performed and,
continuous act, the vaginal seeding, which consisted of rubbing the secretions
removed from the mother's vagina in the mouth, face and body of the neonates.
In the Caesarean group, seeding was held in half of the neonates (cesarean
seeding group, n = 6 neonates) and in the other half only the harvest of
microbiological samples, without seeding (cesarean group, n = 6 neonates). A
third group (normal delivery group, n = 16 neonates) was composed of neonates
born by normal delivery, in which the composition of the intestinal microbiota was
also evaluated. Counting was performed by surface platening and the groups of
enterobacteria, Staphylococcus and Streptococcus. The results of this project
showed that the relationship between the birth pathway and the development of
the intestinal microbiota of canine neonates has some relevance, but other
factors such as the contact of neonates with the mother's ceilings, mouth and
anus seem to contribute more to colonization initial canine microbiota than the
birth mode itself. The use of vaginal seeding as a tool for modulation of neonate
microbiota born through elective cesarean section was not effective in the present
study.

Keywords: dogs, dysbiosis, microbiology, neonatology, score Apgar



CAPITULO 1- Consideragdes gerais

1. INTRODUCAO

Define-se neonatologia a ciéncia responséavel pelo estudo dos cuidados
aos neonatos, aos seus aspectos fisiologicos e as suas afeccbes neonatais
propriamente ditas (Lucio et al., 2009). O periodo neonatal em caes corresponde
as duas primeiras semanas de vida, periodo no qual ainda se observa elevada
taxa de mortalidade (Vannucchi et al., 2012; Vassalo et al., 2015). Fatores
predisponentes envolvem erros no manejo e a imaturidade do feto canino ao final
da gestacdo. Causas nao-infecciosas incluem hipoxia, prematuridade,
hipotermia, hipoglicemia, doencas genéticas, trauma e intoxicacdes. As causas
infecciosas incluem bactérias, virus e parasitas, sendo as doencas bacterianas
as mais importantes (Souza et al., 2017).

Ao nascimento, 0 sistema gastrintestinal do neonato sofre mudanca
funcional drastica e assume as funcdes digestérias previamente realizadas pela
placenta, incluindo a absorcao de proteinas, carboidratos, lipideos, vitaminas e
minerais para um crescimento e desenvolvimento adequado (Poffenbarger,
1990a, b).

ApOs o0 nascimento, o trato gastrointestinal do recém-nascido é
rapidamente colonizado por microrganismos e € altamente instavel (Garrigues et
al., 2022). Admitiu-se inicialmente que o trato gastrointestinal dos mamiferos era
estéril durante a vida fetal intrauterina, ocorrendo a inoculacdo de
microrganismos por contato com a vagina e pele da mae e ingestéo de leite nas
primeiras horas apés o parto (Dunn et al., 2017). Porém, esta avaliacdo foi
recentemente contestada devido ao surgimento de técnicas moleculares que
permitiram a deteccdo de bactérias na placenta, utero ou liquido amnidtico em
diferentes mamiferos, com potencial transmisséo de bactérias da mae para o
feto no utero. (Alipour et al., 2018; Aagaard et al., 2014; Wassenaar et al., 2014).
Todavia, a transferéncia bacteriana intrauterina ainda permanece um assunto de
debate (Garrigues et al., 2022).

Ferreti et al. (2018) identificaram cepas em recém-nascidos humanos

provenientes da microbiota materna e relataram que algumas dessas cepas sao
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mais propensas a se adaptar e persistir no intestino do neonato do que estirpes
nao adquiridas da mae. Por outro lado, alguns microrganismos permaneceram
na microbiota dos neonatos de forma transitoria, sugerindo sua origem de locais
do corpo materno diferentes da via fecal (dorso da lingua, vagina e pele), ndo
colonizando o trato gastrointestinal neonatal. Em contraste, outras espécies
fecais mais tipicas (por exemplo, Bacteroides vulgatus, Bifidobacterium longum
e Bifidobacterium breve) persistem desde o nascimento até pelo menos 4 meses
de idade, sugerindo colonizacdo do intestino infantil humano.

A composicdo inicial de bactérias intestinais pode afetar o
desenvolvimento do sistema imunologico pds-natal. Em humanos, acredita-se
que a reducdo da estimulacdo microbiana durante a infancia resulte em
maturacdo tardia do sistema imunolégico (Bjorkstén, 2006; Bjorkstén et al.,
2001). Ademais, tem-se observado que bactérias intestinais especificas podem
ajudar a promover a saude humana, tendo papel na prevenc¢éo ou tratamento de
certas doencgas, tais como faléncia multipla de 6érgdos, cancer de colon e
doencas inflamatérias intestinais (Guarner; Malagelada, 2003).

Nas ultimas décadas, varios estudos em humanos tém mostrado que o
aumento da incidéncia de doencas autoimunes, infecciosas e alérgicas em
populacdo pediatrica e adulta pode estar intimamente relacionada a disbiose,
que € a alteracdo do desenvolvimento fisiologico da microbiota intestinal. Esta
alteracdo da microbiota intestinal tem sido observada em criangas que nasceram
por cesariana e, portanto, que foram privadas do contato com a microbiota
vaginal durante a passagem pelo canal do parto.

Na tentativa de corrigir esta disbiose dos recém-nascidos de cesariana,
pesquisadores tem promovido a exposi¢cdo de neonatos aos fluidos vaginais
maternos, denominado seeding vaginal. As investigacdes utilizando este
procedimento tém apresentado resultados interessantes, mas os estudos em
humanos possuem limitagbes, destacando-se a auséncia de repeticdo de
resultados numa mesma cesariana, o que impossibilita a comparagéo entre dois
individuos expostos as mesmas condi¢des. No caso da medicina veterinaria, até
0 presente momento ndo ha relatos sobre a possivel influéncia que o seeding
vaginal teria na colonizacao bacteriana durante os primeiros dias de vida.

Destarte, ainda h4 uma falta de conhecimento sobre o desenvolvimento

da microbiota intestinal em filhotes caninos e entender essa evolucao inicial esta
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se tornando um aspecto fundamental para melhorar a saide e o bem-estar dos
cées a curto e longo prazo (Garrigues et al., 2022). Devido a crescente evidéncia
de que o microbioma intestinal desempenha um papel importante na saude de
neonatos em diferentes espécies, a identificacéo de fatores que o influenciam e,
por sua vez, a saude geral em filhotes, € um topico promissor de pesquisa para
diminuir a morbidade e mortalidade na espécie canina. (Garrigues et al., 2022).

Além disso, estudos recentes revelaram que a microbiota intestinal canina
€ semelhante a microbiota intestinal humana (Coelho et al., 2018). Tal fato, em
parte, pode estar associado a domesticacao do cao, que desempenhou um papel
importante na alteracdo da microbiota intestinal canina, levando a perda de
algumas bactérias intestinais em comparacdo com as dos lobos nao
domesticados e o0 surgimento de novas bactérias gastrointestinais devido a
interacdo com humanos (Coelho et al., 2018).

A semelhanca estrutural e funcional do microbioma canino com o humano
implica que, como os estudos em humanos séo preditivos de resultados em
caes, os estudos em caes podem ser preditivos de resultados em humanos. Os
estudos com cées fornecem, entdo, um duplo beneficio: diretamente para caes
e para seu potencial de generalizacdo para humanos (Coelho et al., 2018).
Destarte, os cdes podem ser considerados bons modelos experimentais para
avaliar os efeitos do seeding vaginal, visto que apresentam partos multiplos e,
portanto, ter-se-a varios neonatos advindos da mesma mae, mantidos sob a
mesma alimentacdo e ambiente, expostos ao mesmo microbioma. Em vista do
exposto, este estudo teve como escopo comparar a microbiota intestinal de
filhotes nascidos de parto normal e de cesariana, bem como verificar o possivel

efeito do seeding vaginal em ninhadas nascidas de cesariana.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Investigar se a via de nascimento influencia a composicdo da microbiota
intestinal de neonatos caninos e se ha influéncia do seeding vaginal sobre o
microbioma de neonatos nascidos de cesariana eletiva.

2.2. Objetivos especificos

a) Avaliar comparativamente a microbiota de neonatos nascidos de cesariana
eletiva com e sem a realizacéo de seeding vaginal, de modo a se verificar se ele,

de fato, modifica a microbiota intestinal de neonatos.

b) Identificar a composi¢céo da microbiota de neonatos nascidos por via vaginal,

assim como comparar com a de nascidos por cesariana eletiva.

¢) Quantificar as bactérias presentes na boca, vagina, pele (mama) e anus das
fémeas caninas submetidas a cesariana eletiva, daguelas em trabalho de parto
normal, bem como da boca e anus do recém-nascido, e das fezes nos primeiros

15 dias p6s nascimento.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Caracteristicas Gerais da Microbiota Intestinal em caes

A microbiota intestinal canina é constituida por uma popula¢éo microbiana
complexa que estd potencialmente relacionada ao metabolismo, atividade
imunoldégica e aparecimento de doencas gastrointestinais. Estudos iniciais
revelam que a microbiota intestinal canina é dindmica e as populacdes
bacterianas presentes nos segmentos intestinais adjacentes sdo semelhantes,
com predominancia de géneros anaerobios. Destarte, com o0 uso da analise
metagenbmica, observou-se que os conteddos de nutrientes na dieta podem

modular as populacdes bacterianas e os metabdlitos no intestino canino.



Pesquisas posteriores revelaram correlagdes significativas entre fatores
dietéticos e microbiomas do intestino canino. Ademais, as doencas
gastrointestinais caninas estdo intimamente relacionadas com a disbiose da
microbiota intestinal e distlrbios metabdlicos (Huang et al.,2020).

A composicdo da microbiota intestinal evolui rapidamente durante o
desenvolvimento da vida canina e o intestino é colonizado progressivamente por
algumas bactérias cruciais, principalmente anaerobias, antes que o filhote atinja
a idade adulta. Essas comunidades bacterianas sdo de suma importancia para
a saude do hospedeiro e quaisquer distdrbios em sua composi¢ao podem levar
a alteracfes em estados metabdlicos, podendo culminar com diarreia aguda ou
doenca inflamatoria intestinal (Garrigues et al., 2022).

ApOs o0 nascimento, o trato gastrointestinal do recém-nascido é
rapidamente colonizado por microrganismos e € altamente instavel. Nos
primeiros dois dias de vida, o trato gastrointestinal € dominado por Firmicutes,
representando cerca de 60% das comunidades bacterianas (Guard et al., 2017).
Entretanto, a baixa abundancia microbiana e a diversidade da microbiota nessa
fase da vida facilitam a potencial colonizacdo por bactérias externas (Perez-
Munoz et al., 2017).

Nas espécies animais, a presenca de oxigénio no trato gastrointestinal
durante os primeiros dias de vida promove a colonizacdo de anaerdbios
obrigatorios e facultativos (Sanidad e Zeng, 2020). A maioria das Proteobacterias
e Bacteroides se enquadram nessas categorias e demonstraram estar entre 0s
primeiros membros colonizadores no intestino neonatal. O consumo de oxigénio
e diminuicdo do potencial redox (que € positivo no nascimento) desempenham
um papel fundamental na preparacdo do intestino para maior colonizacdo de
anaerébios estritos, posteriormente necessarios para a funcdo intestinal
saudavel (Moon et al., 2018; Shin et al.,2015; Pereira et al., 2020). Rapidamente,
a proporcao de bactérias aerotolerantes diminui no intestino do filhote. Destarte,
a capacidade dessas bactérias de digerir oligossacarideos do leite e produzir
lactato sugere que o aumento em abundancia no intestino do filhote ndo esteja
relacionado apenas a homeostase do oxigénio, mas também a ingestao de leite
pelo filhote durante o periodo neonatal (Garrigues et al., 2022).

Observa-se entdo que as mudangas importantes nas populagdes

bacterianas do trato gastrointestinal dos filhotes acontecem durante as primeiras
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semanas de vida, antes mesmo de o filhote comecar a ingerir alimentos solidos.
Essas mudancas microbianas e, portanto, as propriedades biologicas do
microbioma séo induzidas principalmente por eventos metabdlicos neonatais,
COMO 0 consumo progressivo de oxigénio no intestino ou a capacidade crescente
do intestino de absorver nutrientes, produzir acidos biliares e desenvolver
fungBes imunoldgicas (Buddington, 2003).

De acordo com Gethings-Behncke e colaboradores (2020), Proteobacteria
e Firmicutes foram os filos mais dominantes na maioria das amostras retais
coletadas nos dias 1 e 8 pos-parto, ratificando o papel desses filos como os
colonizadores precoces mais abundantes do microbioma intestinal em neonatos
caninos. A importancia do Enterococcus no microbioma retal inicial de filhotes
saudaveis ainda € incerta. Embora o Enterococcus faecium seja considerado um
probiético benéfico em cédes (Subramanian et al., 2015), também foi relatado seu
aumento em quadros de diarreia e foi associado a hipocobalaminemia em
animais saudaveis (Shin et al.,2015; Dunn et al.,2017).

Segundo Beller e colaboradores (2021), em cées neonatos nascidos por
via vaginal, a composicdo da populacdo microbiana meconial assemelha-se a
sua contraparte vaginal materna, enquanto em neonatos nascidos por cesariana,
assemelha-se a composicao bacteriana materna vaginal e oral.

Embora muitos estudos se concentrem na microbiota de criancas, ainda
h& uma falta de conhecimento sobre o desenvolvimento da microbiota intestinal
em filhotes caninos. Entender essa evolucgdo inicial esta se tornando um aspecto
fundamental para melhorar a satude e o bem-estar dos cées a curto e longo prazo
(Garrigues et al., 2022).

3.2. Caracteristicas Gerais da Microbiota Intestinal em Humanos

A colonizacao intestinal inicial em recém-nascidos humanos tem inicio
com a exposi¢do a microbiota vaginal e fecal materna, e € fundamental para o
desenvolvimento e funcao intestinal normal (Insoft et al., 1996; McCracken e
Lorenz, 2001). Altera¢des gestacionais associadas ao microbioma e seus efeitos
em recém-nascidos humanos foram extensivamente investigados devido as
suas possiveis implicacfes nos estados de saude e doenga, tanto no inicio da

vida quanto posteriormente (Nuriel-Ohayon et al., 2016; Vuillermin et al., 2017,
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Nuriel-Ohayon et al., 2019; Torres et al., 2020). Estado de saude inadequado da
mae, nascimento por cesariana, qualidade do leite, uso de antibidticos e parto
prematuro séo fatores associados ao desenvolvimento anormal do microbioma
neonatal e estdo potencialmente ligados a varias doencas,como por exemplo,
asma, atopia e obesidade(Nuriel-Ohayon et al., 2016; Arrieta et al., 2014;
Turjeman et al., 2021).

Em humanos, o parto vaginal leva a uma populagéo microbiana intestinal
neonatal dominada pelo canal de parto materno e constituintes microbianos
fecais (por exemplo, Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.), enquanto a
cesariana resulta em populacéo microbiana neonatal dominada por constituintes
microbianos da pele materna (por exemplo, Staphylococcus spp.) (Nuriel-
Ohayon et al., 2016). Enquanto a microbiota intestinal adulta € dominada por
membros dos filos Firmicutes e Bacteroidetes, a microbiota intestinal neonatal &
inicialmente representada por microrganismos de Proteobacteria e
Actinobacteria, tornando-se mais diversificada posteriormente com o surgimento
de Firmicutes e Bacteroidetes (Spor et al., 2011; Ottman et al., 2012).

Como g@énero bacteriano dominante na microbiota de bebés
amamentados pelo leite materno temos o género Bifidobacterium spp. (Turroni
et al., 2012; Palmer et al., 2007). Porém, estudos recentes também mostraram
uma alta ocorréncia de enterobactérias nessa populacao infantil. Observou-se
que as Proteobactérias (principalmente Enterobacteriaceae) dominam a
microbiota intestinal infantii durante as primeiras semanas, sendo as
bifidobactérias a segunda maior popula¢do microbiana, as quais aumentam ao
longo do tempo concomitante a diminui¢cdo das enterobactérias (Arboleya et al.,
2014). Esses primeiros momentos de comunicacdo microbiota-hospedeiro
constituem eventos-chave que sustentam a maturacédo adequada do hospedeiro
humano, com subsequente estabelecimento e manutencéo da homeostase da
microbiota hospedeira durante o inicio da vida, eventos que podem ter

consequéncias imediatas e de longo prazo para a saude (Milani et al., 2017).

3.3. Influéncia da Microbiota Intestinal na saude do hospedeiro

Estudos recentes em mamiferos destacam a microbiota como ferramenta

fundamental nos processos vitais do hospedeiro, estando envolvida nos
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processos de requisitos de energia, metabolismo, atividade imunoldgica e
desenvolvimento neurocomportamental. A interag&o entre a microbiota intestinal,
seu hospedeiro e outras células somaticas regula funcées como a digestao, o
metabolismo do hospedeiro, sintese de vitaminas (vit. K e complexo B),
biotransformacdo de acidos biliares, correta maturacdo das células
gastrointestinais e defesa contra bactérias patogénicas (Steiner; Ruaux, 2008).
Nos ultimos anos o microbioma intestinal tem sido considerado
equivalente a um novo 6rgao, fundamental para a sobrevivéncia do hospedeiro
(Baquero;Nombela, 2012). De fato, a microbiota do trato gastrointestinal € uma
estrutura altamente complexa composta por trilhndes de microrganismos,
dependendo da espécie. Por exemplo, existem cerca de 1010 bactérias em
apenas 1 ml de rGmen de vaca (Matthews et al., 2018), enquanto existem cerca
de 1013 microrganismos no total no intestino de onivoros, como os humanos e
carnivoros, como 0s cées, 0s quais sdo majoritariamente bactérias, embora
também haja virus e fungos (Gill et al., 2006; Suchodolski, 2011). Esses
microrganismos compartilham um vinculo profundo com seu hospedeiro,
oferecendo propriedades metabdlicas que o organismo sozinho ndo poderia
realizar, como assimilagao de nutrientes e desenvolvimento do sistema imune.
A composicao da microbiota gastrointestinal pode ser afetada por muitos
fatores, como idade, nutricdo e ambiente (Hasan;Yang, 2019; Tilocca et al.,
2017). Algumas das mudancas induzidas por esses fatores serdo seguidas por
efeitos benéficos na saude intestinal do hospedeiro, mas outras podem levar a
mudancas do equilibrio microbiano (eubiose) para o desequilibrio (disbiose) e,
consequentemente, distdrbios gastrointestinais ou mesmo doencas metabdlicas
sistémicas ou autoimunes (Tilocca et al., 2017; Kim et al., 2015; Chakraborti,
2015; Nishino et al., 2018; Moffa et al.,, 2019). Um estado de disbiose &
encontrado em uma ampla gama de doencas, como doenca inflamatéria
intestinal (DII), obesidade, alergia, diabetes e autismo (Mondo et al, 2019). Um
ecossistema microbiano equilibrado é crucial para a saude e homeostase do
hospedeiro (Guard et al, 2017). Além disso, durante o periodo neonatal e de
desenvolvimento do individuo, o microbioma intestinal &€ ainda mais sensivel a
potenciais disruptores do que durante a idade adulta, e as mudancas na
composicdo da microbiota que ocorrem durante este periodo podem induzir

distarbios de saude de forma mais tardia (Han et al, 2018).
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Um grande exemplo da importancia da microbiota intestinal na satude do
hospedeiro é a existéncia de uma rede de comunicagdo bidirecional entre a
microbiota intestinal e o cérebro em humanos, que inclui sistemas/vias neurais,
enddcrinas, metabdlicas e imunoldgicas, conhecida como eixo intestino-cérebro
(Heijtz et al., 2011; Ogbonnaya et al., 2015; Lynch;Pedersen, 2016; Fung et al.,
2017). Estudos recentes tém investigado o envolvimento da microbiota intestinal
na contribuicdo para o desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) por
exemplo, neurogénese, maturagéo da microglia e mielinizacao (Erny et al., 2015;
Hoban et al, 2016) e funcdes,por exemplo, cognicdo, humor e
comportamento,como sociabilidade e ansiedade (Heijtz et al., 2011; Clarke et al.,
2013). Além disso, foi demonstrado que a microbiota intestinal desempenha
papéis-chave na patogénese e progressdo de varios disturbios
neurodegenerativos,por exemplo, doencas de Parkinson e Alzheimer,
esquizofrenia, transtorno do espectro do autismo e esclerose multipla(Martinez
et al., 2017; Sun et al., 2019; lannone et al., 2019; Rinninella et al., 2019; Xue et
al., 2020).

Devido a crescente evidéncia de que o microbioma intestinal desempenha
um papel importante na saude de neonatos em diferentes espécies, a
identificacdo de fatores que o influenciam e, por sua vez, a salude geral em
filhotes, é um tépico promissor de pesquisa para diminuir a morbidade e

mortalidade na espécie canina. (Garrigues et al., 2022).

3.4. Influéncia da via de nascimento no estabelecimento da microbiota

intestinal neonatal e adulta e suas consequéncias

Ha muitos fatores que impulsionam a microbiota intestinal, entre eles, a
idade tem um dos maiores impactos na composi¢cdo microbiana (You e Kim,
2021). O desenvolvimento do microbioma intestinal comeca logo no nascimento
e tem evolucdo em sua composicéo juntamente com os diferentes estagios da
vida do hospedeiro. Na medicina humana, foi relatado que a maioria das cepas
bacterianas intestinais permanecem estaveis por décadas (Faith et al., 2013).
Este fato torna a colonizacdo precoce uma etapa crucial para o recém-nascido,

pois as primeiras bactérias estabelecidas possivelmente moldaréo as fun¢des do
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intestino do hospedeiro durante a maior parte de sua vida (Subramanian et al.,
2015; Shin et al., 2015).

Inicialmente, muitos estudos consideraram que o trato gastrointestinal dos
mamiferos é estéril durante a vida fetal intrauterina, ocorrendo a inoculagcéao de
microrganismos por contato com a vagina e pele da méae e ingestéo de leite nas
primeiras horas apos o parto (Dunn et al., 2017). Conhecido como o “paradigma
do utero estéril’, esta avaliacdo foi recentemente contestada devido ao
surgimento de técnicas moleculares que permitiram a deteccédo de bactérias na
placenta, Gtero ou liquido amnidtico em diferentes mamiferos, suscitando a ideia
de que ha transmissédo de bactérias da méae para o feto ainda no ambiente uterino
(Aagaard et al., 2014; Wassenaar; Panigrahi, 2014; Alipour et al., 2018).

Em estudo realizado por ZakoSek e colaboradores (2020) explorou-se a
possibilidade de colonizacdo bacteriana intrauterina do feto canino por meio da
analise da composicdo da microbiota em amostras de mecdnio e placenta,
detectando-se a presenca de bactérias em 86,5% das amostras de meconio e
57% das amostras de placenta, coletadas imediatamente ap0s o nascimento.
Em cées, assim como em humanos, Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e
Neisseria zoodegmatis, respectivamente dos filos Firmicutes e Proteobacteria,
foram as bactérias mais comumente isoladas (Dong et al., 2018; He et al., 2020).
Destarte, Staphylococcus parece ser um dos géneros mais comuns ha
microbiota do endométrio das maes, enquanto o Streptococcus spp. esta mais
presente na vagina, corroborando que a microbiota do meconio dos filhotes
nascidos de parto vaginal se assemelha parcialmente a da vagina da mae e
sustentando a hipotese de transferéncia transplacentaria de microrganismos
(Lyman et al., 2019). De fato, a presencga de microbiota, mais frequentemente
Acinetobacter spp., Staphylococci e Bacillus spp., no liquido amniético e no
meconio foi observada em filhotes nascidos por cesariana (Rota et al., 2021).

Apesar desses estudos, o fato de terem obtido resultados com baixa
concentracéo de bactérias e as técnicas baseadas em cultura poderem falhar na
identificacdo da maioria dos organismos, adicionado ao fato da contaminacao
ambiental ndo poder ser totalmente descartada ao coletar amostras de recém-
nascidos no nascimento (Gunay et al.,2010; Perez-Munoz et al., 2017), a

transferéncia bacteriana intrauterina ainda permanece um assunto de debate.
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Apdés 0 nascimento, 0 primeiro passo na modulacdo da microbiota
intestinal do filhote vem da transferéncia vertical da méae. Por exemplo, cadelas
prenhes compartilham Bifidobacteria de seu trato intestinal com seus filhotes
(Milani et al., 2017). Em porcas, os agentes microbianos maternos (do leite, pele,
vagina, fezes) contribuem para cerca de 90% das bactérias do intestino delgado
de recém-nascidos com menos de 35 dias de idade (Liu et al., 2019). Essas
descobertas sustentam que a transmissdo vertical da m&e para a prole
desempenha um papel decisivo na formacdo da composicdo inicial e da
diversidade da microbiota do recém-nascido.

Estudos recentes sobre a microbiota infantil em humanos sugeriram que
a transferéncia de bactérias da mae para o bebé é altamente dependente do tipo
de nascimento, com bebés nascidos por cesariana apresentando alteracdo da
microbiota e, como consequéncia, maior risco de problemas de saude
(Dominguez-Bello, et al., 2016; Mortensen et al., 2021). Achados semelhantes
foram observados em estudos caninos com menor diversidade bacteriana no
meconio de filhotes nascidos por cesariana em comparacdo com 0s nascidos
por via vaginal (Zakosek et al., 2020; Kajdic et al., 2021). Além disso, 0 meconio
de filhotes apds o parto vaginal € colonizado por espécies de Staphylococcus
quase imediatamente apds o parto (Saijonmaa-Koulumies e Lloyd, 2002), sendo
esta espécie de bactéria comum na microbiota vaginal da mae (Zakosek et al.,
2020). Na medicina humana, foi observada menor diversidade e colonizacao
precoce de bactérias oportunistas em criancas nascidas por cesariana, 0 que
acaba impactando a saude do recém-nascido durante o periodo neonatal
(Dewey et al., 2003; Flaherman, et al., 2015). Em cées, foi demonstrado que
filhotes nascidos de parto vaginal ganharam peso significativamente mais rapido
do que os nascidos por cesariana. Destarte, os filhotes com colonizacao
bacteriana detectada no meconio, ganharam significativamente mais peso no
terceiro e quarto dias de vida (Garrigues et al., 2022).

Outro estudo em humanos cita que bebés nascidos de parto vaginal
entram em contato com a microbiota vaginal e fecal materna, o que resulta na
colonizacdo do intestino neonatal por microrganismos associados a vagina,
como Lactobacillus e Prevotella (Dominguez-Bello et al., 2010; Biasucci et al.,
2010). Em contraste, os bebés nascidos por cesariana ndo sédo diretamente

expostos aos microrganismos maternos e, portanto, sdo mais propensos a
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serem colonizados por microrganismos ambientais da pele materna, da equipe
do hospital ou do ambiente hospitalar (Biasucci et al., 2010; Bokulich et al., 2016;
Rodriguez et al., 2015; Backhed et al., 2015). Essas diferencas entre a microbiota
de bebés nascidos de parto normal e cesariana diminuem gradualmente, embora
0s bebés nascidos de cesariana mantenham uma microbiota mais heterogénea
até os 12 meses de vida comparado aos nascidos de parto normal (Backhed et
al., 2015, Martin et al., 2016). Ademais, reportam-se diferencas persistentes na
microbiota intestinal entre criancas nascidas por cesariana e parto normal a partir
dos 7 anos (Salminen et al., 2004; Penders et al., 2006; Neu; Rushing, 2011).
As diferencas observadas na microbiota entre bebés nascidos por parto
vaginal e por cesariana tém sido associadas ao efeito protetor do parto natural,
principalmente porque foi sugerido que a cesariana tem implicacbes para a
saude alongo prazo. De fato, tem sido reportado uma reducao notavel nos niveis
de varias citocinas em bebés nascidos por cesariana (Malamitsi-Puchner et al.,
2005; Jakobsson et al., 2014), bem como a associacdo desta com risco
aumentado de disturbios imunoldgicos, tais como asma (Thavagnanam et al.,
2008), alergia (Bager et al., 2008) e diabetes tipo 1 (Cardwell et al., 2008), e
maior incidéncia de obesidade (Pei et al., 2014). Assim, a descoberta de que o
tipo de parto afeta o estado de salude ao longo da vida adulta e os efeitos na
composicdo da microbiota intestinal diminuem apds os primeiros anos de vida,
destaca a relevancia da microbiota intestinal inicial na maturacdo e

desenvolvimento do sistema imunolégico do hospedeiro (Milani et al., 2017).

3.5. Cées como modelo de pesquisa para estudos em humanos

Estudos recentes revelaram que a microbiota intestinal canina é
semelhante a microbiota intestinal humana (Coelho et al., 2018). Tal fato, em
parte, pode estar associado a domesticagéo do céo, que desempenhou um papel
importante na alteracdo da microbiota intestinal canina, levando a perda de
algumas bactérias intestinais em comparacdo com as de lobos néo
domesticados e o0 surgimento de novas bactérias gastrointestinais devido a
interacdo com humanos (Coelho et al., 2018).

A selecédo natural, impulsionada por pressées ambientais convergentes,

pode ter desempenhado um papel importante na modulagdo de um conjunto
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semelhante de genes entre os genomas de humanos e caninos (Coelho et al.,
2018). Um grupo de genes relacionados a digestdo e metabolismo em ambas as
espécies aparenta ter sofrido selec@o positiva durante a domesticacdo. Varias
selecBes positivas em ambas as espécies determinam evolucao paralela. Outra
conclusao interessante é que a selecao positiva atuou em genes envolvidos em
processos neuroldgicos tanto em humanos quanto em caninos (Coelho et al.,
2018). Os genes envolvidos nos processos neurolégicos caninos se sobrepdem
extensivamente com esses genes em humanos (Wang et al., 2013). Além disso,
Tal e colaboradores (2021) relataram semelhancas nos fenotipos da composicéao
retal disbiética em cdes e humanos, o que pode sugerir uma fisiopatologia
compartilhada entre doencas neonatais humanas e caninas que estao
associadas a disbiose precoce.

No trabalho de Coelho e colaboradores (2018) foi construido um catalogo
de genes do microbioma intestinal canino, no qual se observou que este é
predominantemente composto por cinco filos: Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Actinobacteria e Fusobacteria, com o0s dois primeiros
contribuindo com mais da metade dos genes detectados. Destarte, os autores
supracitados concluiram que a distribuicdo em nivel de filo genético no intestino
do cdo é mais semelhante a do intestino humano, embora observemos uma
propor¢cao maior de genes de Fusobacteria.

A semelhanca estrutural e funcional do microbioma canino com o humano
implica que, como os estudos em humanos séo preditivos de resultados em
cées, os estudos em caes podem ser preditivos de resultados em humanos. Os
estudos com cées fornecem, entdo, um duplo beneficio: diretamente para caes
e para seu potencial de generalizagcdo para humanos (Coelho et al., 2018). Um
exemplo sdo estudos que podem fornecer abordagens potenciais no uso de
modelos caninos para investigar doencas neurologicas (Huang et al., 2020).
Portanto, o estudo dos microrganismos intestinais caninos permite esclarecer
alteracdes nas bactérias intestinais caninas em diferentes condi¢des, simular
doencgas humanas em modelos caninos e realizar estudos aprofundados sobre

as interagdes entre bactérias intestinais e doencas (Huang et al., 2020).

3.6. Seeding vaginal
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O termo seeding vaginal corresponde a técnica de inoculagdo de gaze ou
swab com fluidos vaginais maternos para transferéncia de parte da microbiota
vaginal para boca, nariz ou pele de um neonato nascido por cesariana (Mueller
et al., 2014; Molloy, 2015). Como o aumento na frequéncia de asma, doenca
atopica e disturbios imunoldgicos reflete 0 aumento na taxa de cesariana, 0 uso
do seeding vaginal tem como objetivo permitir a colonizacdo adequada do
intestino fetal e, portanto, reduzir o risco subsequente dessas doencas (Mueller
et al., 2014). Apés divulgacdo de potenciais beneficios do seeding vaginal,
tornou-se cada vez mais comum que as pacientes discutissem 0s possiveis
beneficios de realiza-lo com seus obstetras ou outros prestadores de cuidados
obstétricos (Cunnington et al., 2016).

No entanto, existem poucos estudos publicados testando o seeding
vaginal em mulheres (Butler et al., 2021). Dominguez Bello e colaboradores.
(2016), publicaram um estudo piloto muito pequeno mostrando que 0s
microbiomas da pele, cavidade oral e anal de quatro bebé&s nascidos por
cesariana e que haviam recebido o seeding vaginal, eram mais semelhantes aos
de sete neonatos nascidos de parto normal do que os de sete bebés nascidos
por cesariana sem o uso do seeding. Embora esse relato descreva um aparente
efeito positivo do seeding vaginal, nenhuma amostra de fezes foi coletada e,
portanto, ainda ndo esta claro qual efeito a semeadura teve na microbiota
intestinal desses bebés (Butler et al.,2021).

No estudo de Song e colaboradores (2021), o seeding vaginal pode estar
associado ao desenvolvimento de uma microbiota no inicio do primeiro ano de
vida que se alinha mais intimamente com bebés nascidos por parto vaginal do
gue com aqueles nascidos por cesariana. No entanto, permanecem guestdes
como o beneficio dessa diferenca, e a relacao causal do seeding vaginal com as
diferencas subsequentes da microbiota, que devem ser abordadas antes de
incentivar 0 uso como uma pratica de rotina nas cesarianas.

E certo que a otimizacdo do microbioma pode fornecer uma estratégia
terapéutica para prevenir doencas neonatais associadas a disbiose
caracteristica entre as espécies, acarretando implicacbes globais de saude
Gnica. Nesse quesito, o uso do seeding vaginal pode ser uma ferramenta
promissora, embora ainda sejam necessarios estudos que esclarecam seu real

efeito.
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Abstract

The neonatal period represents a critical stage for the establishment and
development of the gut microbiota, which profoundly influences the future health
trajectory of individuals. This review examines the importance of intestinal microbiota in
humans and dogs, aiming to elucidate the distinct characteristics and variations in the
composition between these two species. In humans, the intestinal microbiota contributes
to several crucial physiological processes, including digestion, nutrient absorption,
immune system development, and modulation of host metabolism. Dysbiosis, an
imbalance or disruption of the gut microbial community, has been linked to various
disorders, such as inflammatory bowel disease, obesity, and even neurological conditions.
Furthermore, recent research has unveiled the profound influence of the gut-brain axis,
emphasizing the bidirectional communication between the gut microbiota and the central
nervous system, impacting cognitive function and mental health. Similarly, alterations in
the canine intestinal microbiota have been associated with gastrointestinal disorders,
including chronic enteropathy, such as inflammatory bowel disease, food allergies, and
ulcerative histiocytic colitis. However, our understanding of the intricacies and functional
significance of the intestinal microbiota in dogs remains limited. Understanding the
complex dynamics of the intestinal microbiota in both humans and dogs is crucial for
devising effective strategies to promote health and manage disease. Moreover, exploring
the similarities and differences in the gut microbial composition between these two
species can facilitate translational research, potentially leading to innovative therapeutic
interventions and strategies to enhance the well-being of both humans and dogs.

Keywords: gut microbiome, dysbiosis, gut-brain axis, vaginal seeding.
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Introduction

The neonatal period in dogs corresponds to the first two to four weeks of life
(Grundy, 2006; Vannucchi et al., 2012; Mila et al., 2015; Vassalo et al., 2015). It is a
challenging period (Konde et al., 2015; Chastant-Maillard et al., 2017) characterized by
high rates of morbidity (Konde et al., 2015) and mortality. The main causes of death
include stillbirth, maternal and environmental factors, as well as infections (Indrebg et
al., 2007; Lourengo, 2015). Infectious diseases, particularly those caused by bacteria, are
the second most common cause of death during this period (Meloni et al., 2014; Miinnich
and Kichenmeister, 2014).

The mammalian intestinal tract harbors numerous microbial populations and plays
crucial roles in host health, such as providing nutritional substrates, modulating the
immune system, and aiding in defense against intestinal pathogens (Spor et al., 2011,
Pitlik and Koren, 2017). Studies indicate that early intestinal colonization in human
newborns starts with exposure to maternal vaginal and fecal microbiota, which is essential
for normal intestinal development and function (Insoft et al., 1996; McCracken and
Lorenz, 2001; Dominguez-Bello et al., 2010; Murgas Torrazza and Neu, 2011).
Moreover, the mode of delivery, whether cesarean or vaginal, may influence the incidence
of neonatal sepsis. Cesarean section has been shown to affect the intestinal microbiota
and neonatal immunity in both humans and mice, thereby impacting the risk of bacterial
infection (Shao et al., 2019; Zachariassen et al., 2019). In dogs, differences have been
observed in the microbiota of puppies born vaginally versus those delivered by cesarean
section, with higher rates of growth and weight gain in the former (Zakosek-Pipan et al.,

2020).
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Alterations in gut microbiota have been associated with various gastrointestinal
and systemic diseases, highlighting the potential utility of studying intestinal microbiota
in diagnostic procedures and therapies (Garrigues et al., 2022).

While there is extensive research on the intestinal microbiota in humans, our
understanding of the development of intestinal microbiota in puppies is limited. Gaining
insight into the early evolution of the canine microbiota is crucial for improving the short-
and long-term health and well-being of dogs. Therefore, comprehending how dogs can
serve as experimental models for human studies is highly relevant, as it would facilitate
the design and execution of new studies that provide dual benefits for both canine and
human health.

The objective of this work is to review the literature regarding the influence of the
intestinal microbiota on neonatal and pediatric development in both humans and dogs,
and to explore the various research possibilities involving dogs as an experimental model
for applications in human medicine.

General characteristics of the intestinal microbiota in dogs

The canine intestinal microbiota is comprised of a complex microbial population
that potentially influences metabolism, immune activity, and the onset of gastrointestinal
diseases. Initial studies have revealed that the canine intestinal microbiota is dynamic,
with similar bacterial populations present in adjacent intestinal segments, primarily
consisting of anaerobic genera. Metagenomic analysis has shown that the dietary nutrient
content can modulate bacterial populations and metabolites in the canine intestine.
Further research has demonstrated significant correlations between dietary factors and
canine gut microbiomes. Additionally, canine gastrointestinal diseases are closely
associated with dysbiosis of the intestinal microbiota and metabolic disorders (Huang et

al., 2020).
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The composition of the intestinal microbiota evolves rapidly during the
development of a dog's life, with the intestine being progressively colonized by crucial
bacteria, mainly anaerobic, before reaching adulthood. These bacterial communities are
of paramount importance for the host's health, and any disturbances in their composition
can lead to changes in metabolic states, potentially resulting in gastrointestinal disorders
(Garrigues et al., 2022).

After birth, the gastrointestinal tract of newborn dogs is rapidly colonized by

microorganisms and is highly unstable. In the first two days of life, Firmicutes dominate
the gastrointestinal tract, representing approximately 60% of bacterial communities
(Guard et al., 2017). However, the low microbial abundance and diversity at this stage
facilitate potential colonization by external bacteria (Perez-Munoz et al., 2017).
In animal species, the presence of oxygen in the gastrointestinal tract during the first days
of life promotes the colonization of obligate and facultative anaerobes (Sanidad and Zeng,
2020). Most Proteobacteria and Bacteroides fall into these categories and have been
shown to be among the first colonizers of the neonatal gut. Oxygen consumption and a
decrease in redox potential (which is positive at birth) play a key role in preparing the gut
for the subsequent colonization of strict anaerobes, which are necessary for healthy gut
function (Moon et al., 2018; Shin et al., 2015; Pereira et al., 2020). Over time, the
proportion of aerotolerant bacteria decreases in the puppy's gut. The increase in
abundance of these bacteria in the puppy's gut is not only related to oxygen homeostasis
but also to the ingestion of milk during the neonatal period, as these bacteria can digest
milk oligosaccharides and produce lactate (Garrigues et al., 2022).

Significant changes in bacterial populations in the gastrointestinal tract of puppies
occur during the first weeks of life, even before they start consuming solid food. These

microbial changes, and consequently the biological properties of the microbiome, are
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mainly induced by neonatal metabolic events such as progressive oxygen consumption in
the intestine or the increasing capacity of the intestine to absorb nutrients, produce bile
acids, and develop immune functions (Buddington, 2003).

According to Gethings-Behncke et al. (2020), Proteobacteria and Firmicutes were
the most dominant phyla in most rectal samples collected on days 1 and 8 postpartum,
confirming their role as the most abundant early colonizers of the intestinal microbiome
in canine neonates. The significance of Enterococcus in the early rectal microbiome of
healthy puppies is still uncertain. While Enterococcus faecium is considered a beneficial
probiotic in dogs (Subramanian et al., 2015), its increase can lead to changes such as
diarrhea and hypocobalaminemia (Shin et al., 2015; Dunn et al., 2017).

According to Beller et al. (2021), in neonates born vaginally, the composition of
the meconium microbial population resembles that of the maternal vaginal microbiota,
while in neonates born by C-section, it resembles the bacterial composition of the
maternal vagina and oral cavity.

Although many studies focus on the microbiota of children, there is still a lack of
knowledge about the development of the intestinal microbiota in puppies. Understanding
this initial evolution is becoming a fundamental aspect in improving the short and long-
term health and well-being of dogs (Garrigues et al., 2022).

General Characteristics of the Intestinal Microbiota in Humans

Early colonization of the human intestine in newborns begins with exposure to
maternal vaginal and fecal microbiota, which is crucial for normal intestinal development
and function (Insoft et al., 1996; McCracken and Lorenz, 2001). The impact of
microbiome-associated changes during pregnancy on newborns has been extensively
studied due to their potential implications for health and disease, both early in life and

later on (Nuriel-Ohayon et al., 2016; Vuillermin et al., 2017; Nuriel-Ohayon et al., 2019;
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Torres et al., 2020). Factors such as inadequate maternal health, cesarean birth, milk
quality, antibiotic use, and premature birth have been associated with abnormal
development of the neonatal microbiome and potentially linked to various diseases like
asthma, atopy, and obesity (Arrieta et al., 2014; Nuriel-Ohayon et al., 2016; Turjeman et
al., 2021).

In humans, vaginal delivery leads to a neonatal intestinal microbial population that
iIs dominated by the microbial constituents of the maternal birth canal and feces (e.g.,
Lactobacillus spp. and Bifidobacterium spp.), while cesarean section results in a neonatal
microbial population dominated by the microbial constituents of the maternal skin (e.g.,
Staphylococcus spp.) (Nuriel-Ohayon et al., 2016). While the adult gut microbiota is
mainly composed of bacteria from the Firmicutes and Bacteroidetes phyla, the neonatal
gut microbiota initially consists of microorganisms from the Proteobacteria and
Actinobacteria phyla, which later become more diverse with the emergence of Firmicutes
and Bacteroidetes (Spor et al., 2011; Ottman et al., 2012) (table 1).

The predominant bacterial genus in the microbiota of breastfed infants is
Bifidobacterium (Palmer et al., 2007; Turroni et al., 2012). However, recent studies have
also shown a high occurrence of Enterobacteria in this population. During the first few
weeks, Proteobacteria, mainly Enterobacteriaceae, dominate the infant intestinal
microbiota, while Bifidobacteria constitute the second most abundant microbial
population, which increases over time along with a decrease in Enterobacteria (Arboleya
et al., 2015). These early interactions between the microbiota and the host are critical
events that support the proper maturation of the human host, leading to the establishment
and maintenance of host-microbiota homeostasis during early life, with immediate and

long-term implications for health (Milani et al., 2017).
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Influence of intestinal microbiota on host health

In recent mammal studies, the microbiota has been recognized as a crucial factor
in various vital processes of the host, including energy requirements, metabolism,
immune activity, and neurobehavioral development. The interaction between the
intestinal microbiota, the host, and other somatic cells regulates functions such as
digestion, host metabolism, synthesis of vitamins (such as K and B complex), bile acid
transformation, proper maturation of gastrointestinal cells, and defense against
pathogenic bacteria (Steiner and Ruaux, 2008).

In recent years, the intestinal microbiome has been considered as an organ
essential for the host's survival (Baquero and Nombela, 2012). The gastrointestinal tract's
microbiota is a highly complex structure comprising trillions of microorganisms,
depending on the species. For example, there are approximately 1010 bacteria in just 1
ml of cow rumen (Matthews et al., 2018), while omnivores like humans and carnivores
like dogs have around 1013 microorganisms in their guts, predominantly bacteria, but
also including viruses and fungi (Gill et al., 2006; Suchodolski, 2011). These
microorganisms have a profound symbiotic relationship with their host, providing
metabolic capabilities that the host organism alone could not achieve, such as nutrient
assimilation and development of the immune system.

The composition of the gastrointestinal microbiota can be influenced by various
factors such as age, nutrition, and environment (Tilocca et al., 2017; Hasan and Yang,
2019). Some changes induced by these factors can have beneficial effects on the host's
intestinal health, while others may disrupt the microbial balance (eubiosis) and lead to
imbalance (dysbiosis), consequently causing gastrointestinal disturbances or even
systemic, metabolic, or autoimmune diseases (Chakraborti, 2015; Tilocca et al., 2017;

Nishino et al., 2018; Moffa et al., 2019). Dysbiosis is found in a wide range of diseases,
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including inflammatory bowel disease (IBD), obesity, allergy, diabetes, and autism
(Mondo et al., 2019). A balanced microbial ecosystem is crucial for the host's health and
homeostasis (Guard et al., 2017). Furthermore, during the neonatal and developmental
periods, the gut microbiome is even more sensitive to potential disruptors compared to
adulthood, and changes in microbiota composition during this period may lead to health
disturbances later in life (Han et al., 2018).

One notable example of the gut microbiota's importance in host health is the
existence of a bidirectional communication network between the gut microbiota and the
human brain, known as the gut-brain axis. This network involves neural, endocrine,
metabolic, and immunological systems/pathways (Heijtz et al., 2011; Ogbonnaya et al.,
2015; Lynch and Pedersen, 2016; Fung et al., 2017). Recent studies have investigated
how the gut microbiota contributes to central nervous system (CNS) development,
including neurogenesis, microglial maturation, and myelination (Erny et al., 2015; Hoban
et al., 2016), as well as functions such as cognition, mood, and behavior, including
sociability and anxiety (Heijtz et al., 2011; Clarke et al., 2013). Furthermore, the gut
microbiota has been shown to play important roles in the pathogenesis and progression
of various neurodegenerative disorders, including Parkinson's disease, Alzheimer's
disease, schizophrenia, autism spectrum disorder, and multiple sclerosis (Martinez et al.,
2017; lannone et al., 2019; Rinninella et al., 2019; Sun et al., 2019; Xue et al., 2020).
Therefore, it appears that the establishment of the intestinal microbiota exerts a crucial
influence on the well-being of neonates across various species, impacting vital processes
and neurobehavioral development (Steiner and Ruaux, 2008). Consequently,
investigating the factors that shape this microbial community emerges as promising
research area with the potential to mitigate morbidity and mortality in dogs (Garrigues et

al., 2022).
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Influence of mode of delivery on the establishment of neonatal and adult intestinal
microbiota and its consequences

Many factors influence the gut microbiota, with age having a significant impact
on microbial composition (You and Kim, 2021). The development of the intestinal
microbiome begins at birth and undergoes changes in composition throughout the
different stages of the host's life. In human medicine, it has been observed that most
intestinal bacterial strains remain stable for decades (Faith et al., 2013). This emphasizes
the critical role of early colonization in newborns, as the initial bacteria establish a
foundation that can shape the host's gut functions for a significant portion of its life (Shin
et al., 2015; Subramanian et al., 2015). Similarly, Del Carro et al (2022) in their study on
canine puppies from birth to the first 60 days of life, observed a progressive reduction in
the diversity of isolated bacteria over time, particularly during weaning, when the
intestinal microbiota started to resemble that of a young adult condition. Consequently,
they emphasized that each mother possesses a unique microbiota profile that significantly
influences the composition of the litter's intestinal microbiota, highlighting the
importance of ealy colonization from the maternal side.

Traditionally, it was believed that the gastrointestinal tract of mammals is sterile
during intrauterine fetal life, and the inoculation of microorganisms occurs through
contact with the mother's vagina and skin, as well as the ingestion of milk in the first
hours after birth (Dunn et al., 2017). This understanding, known as the “sterile uterus
paradigm,” has been challenged with the emergence of molecular techniques that enable
the detection of bacteria in the placenta, uterus, or amniotic fluid in various mammals.
This suggests the transmission of bacteria from mother to fetus within the uterine

environment (Aagaard et al., 2014; Wassenaar and Panigrahi, 2014; Alipour et al., 2018).
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A study conducted by Zakosek et al. (2020) explored the possibility of intrauterine
bacterial colonization in canine fetuses by analyzing the composition of the microbiota in
meconium and placenta samples. Bacteria were detected in 86.5% of the meconium
samples and 57% of the placenta samples collected immediately after birth. Similar to
humans, Staphylococcus spp., Streptococcus spp., and Neisseria zoodegmatis, belonging
to the Firmicutes and Proteobacteria phyla, were the most commonly isolated bacteria in
dogs (Dong et al., 2018; He et al., 2020). These findings suggest that Staphylococcus is
prevalent in the dam's endometrial microbiota, while Streptococcus is more abundant in
the vagina. This supports the hypothesis of transplacental transfer of microorganisms,
indicating that the meconium of puppies born vaginally partially resembles the microbiota
of the dam's vagina (Lyman et al., 2019). In puppies delivered via cesarean section, the
presence of microbiota, primarily Acinetobacter spp., Staphylococci, and Bacillus spp.,
has been observed in the amniotic fluid and meconium (Rota et al., 2021).

However, it is important to consider that these studies reported low bacterial
concentrations using culture-based techniques, which may fail to identify the majority of
organisms. Additionally, environmental contamination cannot be completely ruled out
when collecting samples from newborns at birth (Gunay et al., 2010; Perez-Munoz et al.,
2017).

Conversely, Banchi et al. (2023) sought to investigate the maternal-fetal
microbiota in dogs and cats, employing both culture-dependent and culture-independent
methods to explore the possibility of in utero colonization. To ensure the reliability of
their findings, they rigorously implemented aseptic measures, exclusively including
elective cesarean sections performed prior to the onset of the first stage of labor when the
cervix remained closed. Moreover, they extended their analysis to include samples from

the surgical tray to evaluate potential environmental contamination. The outcomes of this
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research indicated that bacterial biomass is exceedingly low in healthy full-term canine
and feline pregnancies, with evidence pointing to contamination from the mother's skin
as the likely origin of the detected bacteria. However, confirming the presence of viable
bacteria in most cases proved challenging, thereby supporting the prevailing "sterile
uterus paradigm.” Similarly, Del Carro et al (2022) also observed a low frequency of
isolation of enteric bacteria in the meconium of canine neonates. Despite these results,
the topic of intrauterine bacterial transfer remains contentious, prompting the call for
future investigations to employ more stringed protocols in verifying and controlling for
contamination while also providing insights into bacterial viability (Banchi et al., 2023).
Following birth, the mother's vertical transfer becomes the first influential factor
in modulating the puppy's intestinal microbiota. Pregnant dogs, for instance, transmit
Bifidobacteria from their intestinal tract to their offspring (Milani et al., 2017). In sows,
maternal microbial agents from milk, skin, vagina, and feces contribute to approximately
90% of the bacteria in the small intestine of newborns less than 35 days old (Liu et al.,
2019). These findings highlight the crucial role of vertical transmission from mother to
offspring in shaping the initial composition and diversity of the newborn's microbiota.
Recent studies in human infants have suggested that the transfer of bacteria from mother
to baby is highly dependent on the type of birth, with babies born via cesarean section
showing altered microbiota and a higher risk of health problems (Dominguez-Bello et al.,
2016; Mortensen et al., 2021). Similar findings have been observed in canine studies,
where the meconium of puppies delivered by cesarean section had lower bacterial
diversity compared to those born vaginally (Zakosek et al., 2020; Kajdic et al., 2021).
Furthermore, Staphylococcus species quickly colonize the meconium of puppies born
vaginally, similar to their presence in the mother's vaginal microbiota (Zakosek et al.,

2020). In human medicine, reduced diversity and early colonization of opportunistic
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bacteria have been observed in children born via cesarean section, impacting their health
during the neonatal period (Dewey et al., 2003; Flaherman et al., 2015). Similarly,
puppies born vaginally have been shown to gain weight significantly faster than those
born via cesarean section, and the presence of bacterial colonization detected in the
meconium correlated with increased weight gain on the third and fourth days of life
(Garrigues et al., 2022).

In human studies, babies born vaginally come into contact with maternal vaginal
and fecal microbiota, resulting in colonization of the neonatal gut by vaginally associated
microorganisms such as Lactobacillus and Prevotella (Biasucci et al., 2010; Dominguez-
Bello et al., 2010). In contrast, babies delivered via cesarean section are not directly
exposed to maternal microorganisms and are more likely to be colonized by
environmental microorganisms from the mother's skin, hospital staff, or the hospital
environment (Biasucci et al., 2010; Bokulich et al., 2016; Backhed et al., 2015; Rodriguez
et al., 2015). Although the differences in microbiota between babies born vaginally and
by cesarean section gradually decrease over time, babies delivered via cesarean section
tend to maintain a more heterogeneous microbiota up to 12 months of age compared to
those born vaginally (Backhed et al., 2015; Martin et al., 2016). Furthermore, persistent
differences in the intestinal microbiota between children born via cesarean section and
vaginal delivery have been reported at 7 years of age (Salminen et al., 2004; Penders et
al., 2006; Neu and Rushing, 2011).

The observed differences in microbiota between babies born vaginally and by
cesarean section have been associated with the protective effect of the natural route, as
cesarean section has been linked to long-term health implications. Studies have reported
a significant reduction in cytokine levels in babies delivered via cesarean section

(Malamitsi-Puchner et al., 2005; Jakobsson et al., 2014), as well as an increased risk of
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immunological disorders such as asthma (Thavagnanam et al., 2008), allergies (Bager et
al., 2008), type 1 diabetes (Cardwell et al., 2008), and a higher incidence of obesity (Pei
et al., 2014). These findings highlight the importance of the initial intestinal microbiota
in the maturation and development of the host's immune system, emphasizing the impact
of the delivery route on the individual's health throughout adulthood, even though the
effects on microbiota composition decrease after the early years of life (Milani et al.,
2017).

Dogs as a research model for human studies

Recent studies have shown that the canine intestinal microbiota is similar to that
of humans (Coelho et al., 2018). This similarity may be attributed, in part, to the
domestication of dogs, which has led to changes in their intestinal microbiota compared
to non-domesticated wolves. The interaction between dogs and humans has resulted in
the loss of certain intestinal bacteria and the emergence of new gastrointestinal bacteria
(Coelho et al., 2018) (Fig 1).

Domesticated canines have acquired five bacterial taxa that are also present in the
human intestinal microbiota. Additionally, the intestinal microbiota of domesticated
canines exhibits greater species diversity when compared to non-domesticated canines.
These observations suggest that the canine intestinal microbiota has evolved alongside its
host due to cohabitation with humans (Huang et al., 2020). Moreover, canines
demonstrate the ability to adapt and develop resilience against dietary changes, a trail also
observed in the human intestinal microbiota (Lozupone et al., 2012).

Interestingly, the canine intestinal microbiome globally shows a higher taxonomic
and functional overlap with the human intestinal microbiome. Since microbial strains in

the intestine are host-specific, this resemblance cannot be solely explained by direct
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transmission between dogs and humans. Instead, it appears to be a consequence of shared
physiology and lifestyle (Coelho et al., 2018).

Natural selection, influenced by similar environmental pressures, may have
played a significant role in shaping a shared set of genes between humans and dogs
(Coelho et al., 2018). During the process of domestication, genes related to digestion,
metabolism, and neurological processes in both species underwent positive selection
(Wang et al., 2013; Coelho et al., 2018). These findings suggest a parallel evolution and
genetic overlap between humans and dogs in these aspects.

Furthermore, similarities have been observed in the phenotypes of dysbiotic rectal
composition in dogs and humans, indicating a potential shared pathophysiology between
neonatal diseases in both species associated with early dysbiosis (Tal et al., 2021). Studies
have constructed a catalog of genes in the canine intestinal microbiome, revealing that it
is predominantly composed of five phyla: Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria,
Actinobacteria, and Fusobacteria. The distribution of genetic phyla in the dog intestine is
more similar to that of the human intestine, although a higher proportion of Fusobacteria
genes is observed (Coelho et al., 2018).

The structural and functional similarity between the canine and human
microbiomes suggests that studies conducted in dogs may provide valuable insights into
human outcomes. Dogs can serve as models for investigating various diseases, including
neurological disorders (Huang et al., 2020). By studying canine intestinal
microorganisms, researchers can better understand changes in the canine gut bacteria
under different conditions, simulate human diseases using canine models, and explore the

intricate interactions between intestinal bacteria and diseases (Huang et al., 2020).
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Vaginal Seeding

Vaginal seeding refers to a technique in which maternal vaginal fluids are used to
inoculate a gauze or swab, transferring a portion of the vaginal microbiota to the mouth,
nose, or skin of a newborn delivered by cesarean section (Mueller et al., 2015). The aim
of vaginal seeding is to facilitate the colonization of the infant's gut with beneficial
bacteria and reduce the subsequent risk of asthma, atopic disease, and immunological
disorders associated with cesarean section births (Mueller et al., 2015).

While there has been increasing interest in vaginal seeding, only a few published
studies have examined its use in humans (Butler et al., 2021). One small pilot study by
Dominguez Bello et al. (2016) found that the microbiomes of babies born via cesarean
section who received vaginal seeding were more similar to those born vaginally in terms
of their skin, oral cavity, and anal cavity microbiota. However, since no stool samples
were collected, the effect of seeding on the intestinal microbiota remains unclear (Butler
etal., 2021).

Another study by Song et al. (2021) suggested that vaginal seeding may be
associated with the development of an infant's microbiota during the first year of life,
resembling that of vaginally delivered babies more closely than those born via cesarean
section. However, further research is needed to determine the potential benefits of this
difference and establish a causal relationship between vaginal seeding and subsequent
microbiota differences before endorsing it as a routine practice in cesarean sections.

Optimizing the microbiome holds promise as a therapeutic strategy to prevent
neonatal diseases associated with dysbiosis, which has significant implications for global
health. Vaginal seeding may be a valuable tool in this regard, but further studies are

required to fully understand its effects.
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Conclusion

Studying the canine intestinal microbiota offers valuable insights into the intricate
interactions between the microorganisms and hosts, shedding light on disease
development, progression, and treatment responses. This understanding of the profound
impact of the intestinal microbiota on individual health opens up new avenues for
translational medicine, enriching healthcare not only for humans but also for domestic
animals. Dog, as a research model, hold great promise in bridging the gap between human
and animal studies, facilitating the advancement of knowledge and therapeutic
approaches in the context of the microbiome. As we unravel the shared complexities of
the canine and human microbiotas, we gain a deeper understanding of the fundamental
mechanisms that govern health and disease across species, fostering the development of
targeted interventions and personalized treatments. Thus, harnessing the potential of
canine models in microbiota research paves the way for improved well-being and

healthcare outcomes, benefiting both human and canine population alike.
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Table 1. Representation of the main bacterial phyla isolated from humans and dogs.

PRESENCE (+), DOMINANCE (++), ABSENCE (0)

PHYLA LOCATION
0 © HUMAN DOG
.. Adult intestinal microbiota + ++
Firmicutes
Newborn + ++
. Adult intestinal microbiota ++ ++
Bacteroidetes
Newborn 0 0
. Adult intestinal microbiota + +
Proteobacteria
Newborn + +
) . Adult intestinal microbiota + +
Actinobacteria
Newborn ++ +
Fusobacteria Adult intestinal microbiota + +
Newborn 0 0

Reference: Coelho et al. 2018; Gethings-Behncke et al., 2020; Ottman et al., 2012; Spor et al., 2011
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Fig 1. Canine domestication has influenced the composition of the intestinal microbiota.
The domestic dog has undergone a loss of specific intestinal bacteria compared to their
non-domesticated wolf counterparts, while the close interaction with humans has
introduced new gastrointestinal bacteria in dogs. a) Comparison of phylum distribution
of genes in the intestinal gene catalogs of domesticated dogs and non-domesticated

wolves (b) Representative image showing the proportion of genes shared between the
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canine intestinal microbiota and the gene catalog of the human intestinal microbiota.

(Modified from Coelho et al., 2018).
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Capitulo 3- Uso do seeding vaginal como ferramenta para modulacdo da
microbiota intestinal em neonatos caninos nascidos por cesariana eletiva
e sua possivel aplicacdo na medicina humana.

RESUMO- O objetivo deste estudo foi analisar diferengas entre a microbiota
intestinal de neonatos caninos nascidos de parto normal com a de nascidos por
meio de cesariana eletiva, bem como investigar a influéncia do seeding vaginal
sobre a composicao da microbiota intestinal daqueles nascidos de cesariana, de
modo a propor o seeding vaginal como ferramenta na modulacédo da microbiota
de neonatos nascidos por cesariana eletiva. Foram utilizadas trés cadelas
adultas gestantes, da raca buldogue francés, submetidas a cesariana e outras
quatro gestantes, acompanhadas durante o parto normal, trés da raca shih tzu e
uma sem raca definida (SRD). Os animais incluidos no experimento possuiam
peso corporeo entre 4 a 15 kg, idade entre 2 a 5 anos. Amostras da boca, vagina,
anus e da regido da mama da fémea submetida a cesariana foram coletadas
antes da realizacdo da anestesia epidural, utilizando-se luvas e swabs estéreis
e, da mesma forma, foram obtidas amostras da fémea ndo submetida a
cesariana (parto normal) no momento em que apresentou sinais de prodromo.
Para o estudo dos efeitos do seeding vaginal na microbiota dos neonatos, assim
gue os mesmos foram retirados do Utero realizou-se a colheita das amostras da
boca e do anus dos neonatos e, ato continuo, o seeding vaginal, o qual consistiu
em esfregar as gazes retiradas da vagina da mée na boca, face e no corpo dos
neonatos. No grupo cesariana, foi realizado o seeding em metade dos neonatos
(Grupo cesariana seeding, n=6 neonatos) e na outra metade apenas a colheita
das amostras microbiologicas, sem realizacédo do seeding (Grupo cesariana, n=6
neonatos). Um terceiro grupo (Grupo parto normal, n=16 neonatos) foi composto
por neonatos nascidos por parto normal, nos quais também foi avaliada a
composicdo da microbiota intestinal. A contagem foi realizada através de
plagueamento em superficie e quantificados os grupos de enterobactérias,
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.. Os resultados desta pesquisa
mostraram que apesar da transmissao vertical da mae para prole desempenhar
um papel importante no desenvolvimento inicial da microbiota intestinal canina,
a via de nascimento ndo pareceu ser o principal causador das diferencas
estabelecidas em neonatos nascidos por parto normal e naqueles nascidos por
meio de cesariana eletiva. Além disso, o uso do seeding vaginal como ferramenta
para modulacdo da microbiota de neonatos nascidos através de cesariana
eletiva nao foi efetivo nas condi¢des desta pesquisa. Estudos envolvendo o eixo
intestino-cérebro poderdo ser relevantes para compreender o envolvimento
enddcrino e hormonal no desenvolvimento inicial da microbiota intestinal canina
de neonatos nascidos por meio de parto normal e cesariana eletiva.

Palavras-chave: Céaes, Disbiose, Microbiologia, Neonatologia, Score Apgar.
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1. INTRODUCAO

Define-se neonatologia a ciéncia responsavel pelo estudo dos cuidados
aos neonatos, aos seus aspectos fisioloégicos e as suas afec¢cdes neonatais
propriamente ditas (Lucio et al., 2009). O periodo neonatal em cées corresponde
as duas primeiras semanas de vida, periodo no qual ainda se observa elevada
taxa de mortalidade (Vannucchi et al., 2012; Vassalo et al., 2015). Fatores
predisponentes envolvem erros no manejo e a imaturidade do feto canino ao final
da gestacdo. Causas ndao-infecciosas incluem hipoxia, prematuridade,
hipotermia, hipoglicemia, doengas genéticas, trauma e intoxicacdes. As causas
infecciosas incluem bactérias, virus e parasitas, sendo as doencas bacterianas
as mais importantes (Souza et al., 2017).

Ao nascimento, 0 sistema gastrintestinal do neonato sofre mudanca
funcional drastica e assume as fun¢fes digestdrias, as quais eram previamente
realizadas pela placenta, incluindo a absor¢cdo de proteinas, carboidratos,
lipideos, vitaminas e minerais para um crescimento e desenvolvimento
adequado (Poffenbarger, 1990a, b).

Ap6s 0 nascimento, o trato gastrointestinal do recém-nascido é
rapidamente colonizado por microrganismos e € altamente instavel (Garrigues et
al., 2022). Admitiu-se inicialmente que o trato gastrointestinal dos mamiferos era
estéril durante a vida fetal intrauterina, ocorrendo a inoculacdo de
microrganismos por contato com a vagina e pele da mée e ingestéo de leite nas
primeiras horas apés o parto (Dunn et al., 2017). Porém, esta avaliacdo foi
recentemente contestada devido ao surgimento de técnicas moleculares que
permitiram a deteccdo de bactérias na placenta, utero ou liqguido amniético em
diferentes mamiferos, com potencial transmissédo de bactérias da mée para o
feto no utero (Alipour et al., 2018; Aagaard et al., 2014; Wassenaar et al., 2014).
Todavia, a transferéncia bacteriana intrauterina ainda permanece um assunto de
debate (Garrigues et al., 2022).

Ferreti e colaboradores (2018) identificaram cepas em recém-nascidos
humanos provenientes da microbiota materna e relataram que algumas dessas
cepas sdo mais propensas a se adaptar e persistir no intestino do neonato do
gue estirpes ndo adquiridas da mae. Por outro lado, alguns microrganismos

permaneceram na microbiota dos neonatos de forma transitéria, sugerindo sua
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origem de locais do corpo materno diferentes da via fecal (dorso da lingua,
vagina e pele), ndo colonizando o trato gastrointestinal neonatal. Em contraste,
outras espécies fecais mais tipicas (por exemplo, Bacteroides vulgatus,
Bifidobacterium longum e Bifidobacterium breve) persistem desde o nascimento
até pelo menos 4 meses de idade, sugerindo colonizacdo do intestino infantil
humano.

A composicdo inicial de bactérias intestinais pode afetar o
desenvolvimento do sistema imunologico pos-natal. Em humanos, acredita-se
que a reducdo da estimulacdo microbiana durante a infancia resulte em
maturacdo tardia do sistema imunoldgico (Bjorkstén, 2006; Bjorkstén et al.,
2001). Ademais, tem-se observado que bactérias intestinais especificas podem
ajudar a promover a saude humana, tendo papel na prevencao ou tratamento de
certas doencas, tais como faléncia mdultipla de 6rgaos, cancer de célon e
doencgas inflamatérias intestinais (Guarner e Malagelada, 2003).

Nas ultimas décadas, varios estudos em humanos tém mostrado que o
aumento da incidéncia de doencas autoimunes, infecciosas e alérgicas em
populacdo pediatrica e adulta pode estar intimamente relacionada a disbiose,
que é a alteracdo do desenvolvimento fisiolégico da microbiota intestinal. Esta
alteracdo da microbiota intestinal tem sido observada em criangas que nasceram
por cesariana e, portanto, que foram privadas do contato com a microbiota
vaginal durante a passagem pelo canal do parto.

Na tentativa de corrigir esta disbiose dos recém-nascidos de cesariana,
pesquisadores tem promovido a exposicdo de neonatos aos fluidos vaginais
maternos, denominado seeding vaginal. As investigacOes utilizando este
procedimento tém apresentado resultados interessantes, mas os estudos em
humanos possuem limitagOes, destacando-se a auséncia de repeticdo de
resultados numa mesma cesariana, o que impossibilita a comparagéo entre dois
individuos expostos as mesmas condi¢des. No caso da medicina veterinaria, até
0 presente momento ndo ha relatos sobre a possivel influéncia que o seeding
vaginal teria na colonizacao bacteriana durante os primeiros dias de vida.

Assim sendo, ainda had uma falta de conhecimento sobre o
desenvolvimento da microbiota intestinal em filhotes caninos e entender essa
evolucao inicial esté se tornando um aspecto fundamental para melhorar a satude

e 0 bem-estar dos cées a curto e longo prazo (Garrigues et al., 2022). Devido a
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crescente evidéncia de que o microbioma intestinal desempenha um papel
importante na salde de neonatos em diferentes espécies, a identificacdo de
fatores que o influenciam e, por sua vez, a saude geral em filhotes, € um tépico
promissor de pesquisa para diminuir a morbidade e mortalidade na espécie
canina (Garrigues et al., 2022).

Além disso, estudos recentes revelaram que a microbiota intestinal canina
€ semelhante a microbiota intestinal humana (Coelho et al., 2018). Tal fato, em
parte, pode estar associado a domesticacao do cao, que desempenhou um papel
importante na alteragcdo da microbiota intestinal canina, levando a perda de
algumas bactérias intestinais em comparacdo com as dos lobos nédo
domesticados e o surgimento de novas bactérias gastrointestinais devido a
interacdo com humanos (Coelho et al., 2018).

A semelhanca estrutural e funcional do microbioma canino com o humano
implica que, como os estudos em humanos s&o preditivos de resultados em
cées, os estudos em caes podem ser preditivos de resultados em humanos. Os
estudos com cées fornecem, entdo, um duplo beneficio: diretamente para céaes
e para seu potencial de generalizacdo para humanos (Coelho et al., 2018).
Destarte, os cdes podem ser considerados bons modelos experimentais para
avaliar os efeitos do seeding vaginal, visto que apresentam partos multiplos e,
portanto, ter-se-a varios neonatos advindos da mesma mae, mantidos sob a
mesma alimentagcédo e ambiente e portanto, expostos ao mesmo microbioma. Em
vista do exposto, este estudo teve como escopo comparar a microbiota intestinal
de filhotes nascidos de parto normal e de cesariana, bem como verificar o
possivel efeito do seeding vaginal em ninhadas nascidas de cesariana

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais

O projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - UNESP, Campus de
Jaboticabal — SP, protocolo n® 5005/20.

De inicio, foram selecionadas 33 cadelas gestantes, dos quais metade

delas seriam submetidas as cesarianas eletivas para compor 0 grupo cesariana
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e grupo cesariana seeding e a outra metade seria acompanhada durante o parto

normal para compor o grupo parto normal. Porém, devido aos critérios de

inclusdo e exclusdo que foram realizados de forma rigorosa para que nao

houvesse qualquer tipo de influéncia no desenvolvimento da microbiota neonatal

inicial, apenas sete cadelas permaneceram no estudo. Os motivos pelos quais

essas cadelas ndo permaneceram no estudo, assim como suas ragas, idade e

namero de filhotes estao representados na tabela 1.

Portanto, amostras foram colhidas de sete cadelas adultas gestantes,

sendo trés fémeas buldogues francés submetidas a cesariana eletiva e quatro

acompanhadas no momento do parto normal, das quais trés eram da raca shih

tzu e uma sem raca definida (SRD), com peso corp6reo entre 4 a 15 kg e idade

entre 2 a 5 anos. Os animais eram provenientes da rotina clinica do Hospital

Veterinario “Governador Laudo Natel” e passaram por triagem no Setor de
Obstetricia e Reproducdo Animal (SORA) — UNESP/Jaboticabal. Os tutores

concordaram com todos os procedimentos adotados por meio de assinatura de

um “Termo de consentimento livre”.

Tabela 1- Animais que ndo permaneceram no estudo

Raca

Idade

(anos)  Numero de filhotes Motivo por ndo ter permanecido no estudo

American Bully
Buldogue francés
Buldogue francés
Buldogue francés
Buldogue francés
Buldogue francés
Buldogue inglés
Buldogue inglés
Buldogue inglés
Buldogue inglés
Pinscher
Pinscher

Pug

Pug

Shih tzu

Shih tzu

Shih tzu

Shih tzu

Shih tzu

Spitz aleméo

3 4 Presenca de um natimorto

Falta de refrigeracédo das amostras (queda de energia)
1 natimorto, 1 com ma formacao, 1 veio a obito pds-parto
3 neonatos com fenda palatina

Obito da méae apos procedimento cirdrgico

Filhotes com onfalocele e fenda palatina

Uso de antibiético devido a mastite

Uso de antibiético devido a mastite

Uso de antibiético na fémea e sucedaneo nos neonatos
Uso de antibiético devido a mastite

Parto distécico

Parto distécico

Filhotes com hidrocefalia

Presencga de um natimorto

Feto Unico

Distocia/ Presenca de natimorto

2 natimortos

Distocia/ Presenca de natimorto

Distocia

Numero insuficiente de neonatos

Bouoroosw-

NPDADBROWWNDNNOORFRP WWDNNPPWWDNDN

NP, MoaobREPLrB>oDNA
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SRD 3 6 Presenca de feto macerado
Buldogue inglés 3 4 Aborto

Buldogue inglés 3 3 Numero insuficiente de neonatos
Buldogue francés 2 4 Distocia

Buldogue francés 2 6 Todos vieram a 6bito-sepse neonatal
SRD 4 10 Distocia

Tabela 1-

2.1.1. Critérios de incluséo

Em relacdo as fémeas caninas, somente aquelas com quatro ou mais
fetos identificados pelo exame ultrassonografico realizado aos 30 dias e ao
exame radiogréfico aos 55 dias de gestacao, foram incluidas no estudo. Somente
animais que nao apresentaram alteracbes no hemograma ou dosagem
bioquimica (creatinina e ureia) permaneceram no estudo. Somente fémeas
submetidas a cesariana eletiva compuseram oS grupos cesarianas.

Os neonatos incluidos no estudo ingeriram obrigatoriamente o colostro
materno, respeitando-se o periodo da janela imunolégica de absorcdo de
imunoglobulinas de 4 a 6 horas apds o hascimento e todos oriundos da mesma
ninhada foram alimentados de forma natural (aleitamento materno) e mantidos
no mesmo ambiente, de forma a se reduzir o impacto da variavel “ambiente” na
composi¢do da microbiota intestinal. Todas as fémeas, tanto as submetidas a
cesariana como as que foram acompanhadas durante o parto normal
permaneceram no mesmo local a partir do dia 55 ap6s a primeira
monta/inseminacdao artificial e permaneceram até o dia 15 apds 0s nascimentos
dos filhotes. Dessa forma, os animais foram submetidos as mesmas condi¢cfes

ambientais e sanitarias.

2.1.2. Critérios de exclusao

Fémeas que apresentaram qualquer alteragdo durante a gestagéo, ou nas
quais foram identificadas alteragdes fetais no exame ultrassonografico pré-natal,
foram excluidas do estudo. Da mesma forma, as que apresentaram parto

distécico (no grupo parto normal) ou qualquer complicacdo no trans ou poés-
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operatério das cesarianas (grupos cesariana e grupo cesariana seeding)
também foram excluidas, assim como aquelas que receberam antibiético pos-
coito ou em qualquer fase da gestacao.

Em relacdo aos neonatos, aqueles que apresentaram score Apgar menor
que cinco nao foram incluidos no estudo. Outrossim, neonatos que
apresentaram malformacdes ou defeitos como fenda palatina, gastrosquise,
anasarca, atresias, fistulas, dentre outras, também. Durante o periodo de coleta
de amostras, qualquer neonato que apresentou afeccdo e alteracdo de
desenvolvimento foi excluido, bem como sua méae e irmaos de ninhada.

No caso de neonatos nascidos de cesariana eletiva, aqueles que
apresentaram hipoxia ao nascimento, ndo foram incluidos no estudo, pois a
hipéxia neonatal € um fator de risco para o desenvolvimento de infeccGes

neonatais precoces.

2.1.3 Triagem

Para a determinacdo do momento correto de realizacdo da cesariana
eletiva garantindo a maturidade completa dos filhotes, foi considerado a
associacao dos seguintes fatores:

Tempo de gestacdo (58 a 63 dias apds a primeira cobertura ou data das
inseminacdes artificiais, com resultado da dosagem sérica de progesterona).
Avaliacdes ultrassonogréficas: afericdo do diametro biparietal para estimativa de
idade gestacional, conforme descrito por Luvoni e Beccaglia(2006); reducao de
liquido amniético, presenca de peristaltismo e reducdo da frequéncia cardiaca
fetal (Siena;Milani, 2021).

Reducdo da temperatura retal da mae: temperatura retal foi aferida a cada 6
horas, a partir do 56° dia ap6s a cobertura e, quando houve reducdo de
aproximadamente 1°C-2°C, o inicio do parto foi estimado em 24 horas.
Adicionalmente foram avaliados o exame fisico e laboratorial que consistiu na
mensuragao da frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (f), pressao
arterial sistolica (PAS), temperatura retal, hemograma e perfil bioquimico
respectivamente.

Dosagem sérica das concentragfes de progesterona (Luvoni;Beccaglia, 2006).
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Realizou-se acompanhamento ultrassonogréafico gestacional nos dias 30
e 55 apos a primeira monta ou inseminacdo artificial realizadas com
acompanhamento das concentracdes seéricas de progesterona. Oexame
radiografico para contagem do numero de fetos foi realizado no 55° dia. Tais
procedimentos foram realizados em todas as fémeas, independentemente do

modo de nascimento dos neonatos (parto normal ou cesariana eletiva).

2.2. Manejo e cuidado dos neonatos nascidos de cesariana eletiva

Apbs exame clinico geral e especifico do aparelho genital, avaliacdo
ultrassonogréfica e constatacdo da viabilidade fetal, as parturientes com
indicacdo de cesariana eletiva foram encaminhadas para a anestesia e
procedimento cirdrgico.

Durante o procedimento cirurgico, a placenta foi retirada do Utero com o
cordao intacto juntamente com os filhotes, ndo se realizando o clampeamento
umbilical (Pereira et al., 2020). Em seguida, os fetos foram submetidos a
assisténcia neonatal — A equipe consistiu em quatro a cinco pessoas, com
experiéncia e habilidades em cuidados neonatais; além disso, um maximo de
trés neonatos ressuscitados por cada membro. Imediatamente apos
exteriorizacdo do neonato, a ressuscitacdo neonatal foi realizada de acordo com
o protocolo ABCDE de ressuscitacdo cardiopulmonar (Davidson, 2014), que
consistiu em: limpeza das vias aéreas (A) por suc¢do cuidadosa com um
aspirador nasal, realizacao de estimulacao tatil continua e firme do toérax para
estimular a respiracdo (B). Uma vez que 0s neonatos comecaram a respirar
regularmente, a funcéo cardiaca (C) foi estimulada naqueles pacientes em que
a frequéncia cardiaca esteja baixa (<80 batimentos por minuto) com a utilizacdo
de epinefrina 0,2 mg/kg sublingual. Porém, neonatos com score Apgar abaixo de
5 e que necessitaram desse tipo de intervencdo ndo foram incluidos no estudo.

Apdés a reanimacdo neonatal, os filhotes foram alocados em uma
incubadora a 35-37°C.
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2.3. Coleta de amostras

Amostras da boca, vagina, anus e da regido da mama das fémeas
submetidas a cesariana eletiva foram coletadas antes da realizagéo da anestesia
epidural , utilizando-se luvas e swabs estéreis. Nas cadelas acompanhadas no
momento do parto normal, as mesmas regides descritas acima foram utilizadas
para obtencdo das amostras, as quais foram coletadas no momento em que 0s
animais apresentaram sinais caracteristicos de prédromo (reducdo da
temperatura corporal, inquietacdo, movimento de cavar, andar em circulos).

Amostras da boca e do anus dos neonatos foram coletadas por meio de
swabs estéreis logo apoés ruptura da membrana amniética, sendo coletadas pelo
proprio cirurgido e seu auxiliar. Ato continuo, foram passados para seus
respectivos receptores, 0s quais estavam portando compressas e luvas estéreis.
Os neonatos foram enumerados e identificados conforme a ordem de
nascimento, sendo que as amostras foram colhidas dos dois primeiros e dos dois
ultimos filhotes, totalizando 12 filhotes. Amostras de fezes dos neonatos foram
coletadas nos trés primeiros dias pés nascimento e, posteriormente, a cada 3
dias, nos primeiros 15 dias de vida.

No caso dos neonatos nascidos por via vaginal, amostras da boca e anus
foram coletadas por meio de swabs estéreis apOs ruptura da membrana
amnidtica pela fémea canina. A coleta foi realizada pelo receptor que estava
portando luvas e compressas estéreis. Os neonatos foram enumerados e
identificados conforme a ordem de nascimento, sendo que as amostras foram
colhidas dos dois primeiros e dos dois ultimos filhotes de cada ninhada,
totalizando 16 filhotes. Amostras de fezes dos neonatos foram colhidas nos trés
primeiros dias pés nascimento e, posteriormente, a cada 3 dias, nos primeiros
15 dias de vida.
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As etapas de colheita das amostras, bem como a parte do corpo onde o

material foi colhido esta ilustrado na Figura 1.
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Figura 1- Esquematizacdo dos momentos relacionados as coletas de amostras
da cadela e neonatos. “DO0” corresponde a0 momento das coletas durante a
cesariana eletiva ou parto normal; “D1” corresponde ao momento das coletas
realizadas no primeiro dia: “D2” corresponde ao momento das coletas realizadas
no segundo dia; “D3” corresponde ao momento das coletas realizadas no terceiro
dia; “D6” corresponde ao momento das coletas realizadas no sexto dia; e, assim

por diante, até o dia 15 (coletas realizadas de 3 em 3 dias ap0s o terceiro dia.

Para realizacdo dos esfregacos, realizou-se movimentos circulares da
ponta do swab estéril em contato com a superficie desejada e, em seguida, o
swab foi colocado em frasco estéril contendo caldo peptona 0,1% e enviados
para contagem bacteriana.

2.4. Seeding vaginal

O procedimento de colheita do material para a transferéncia da microbiota
vaginal consistiu na introducdo e permanéncia de gazes estéreis (pelo menos
uma gaze para cada neonato em que foi realizado o seeding) na vagina das
parturientes durante o preparo para a cesariana (aproximadamente 40 minutos)
como ilustrado na Figura 2. Assim que os neonatos foram retirados do Utero
realizou-se a colheita das amostras, manobra de ressuscitacdo neonatal e, ato
continuo, o seeding vaginal, o qual consistiu em esfregar as gazes retiradas da
vagina da mae na boca, face e no corpo dos neonatos. Assim, realizou-se 0
seeding em metade dos neonatos (Grupo cesariana seeding) e nos demais

apenas a colheita das amostras microbiolégicas (Grupo cesariana).
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Beretta, S.

Figura 2- Esquematizacdo do preparo do material para posterior realizacao do
seeding vaginal. A imagem representa o modo como foram introduzidas e
permaneceram as gazes estéreis na vagina das parturientes durante o preparo

para a cesariana (aproximadamente 40 minutos).
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Figura 3- llustracdo do procedimento de semeadura vaginal. Painel esquerdo-
gaze estéril mantida na vagina materna antes da cesariana e ato de esfregar
gaze colonizada por micrébios vaginais no recém-nascido. Painel direito-
esquema representando o objetivo do seeding vaginal de proporcionar uma
colonizag&o da microbiota intestinal neonatal inicial semelhante ao de neonatos

nascidos através da via vaginal.

2.5. Score Apgar modificado

As seguintes variaveis neonatais foram avaliadas: frequéncia cardiaca
(FC) com auxilio de estetoscopio, vocalizacéo (por meio do choro do neonato),
irritabilidade reflexa (por uma suave compressdao manual da ponta do membro).
A motilidade foi determinada com o0 neonato na posicdo de supinagéo,

observando movimentos ativos e respostas aos movimentos passivos dos
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membros. A coloracdo da mucosa foi avaliada pela visualizacdo da mucosa oral.
Cada parametro recebeu uma pontuacgéao de 0 a 2 de acordo com a Tabela 1. A
interpretacdo da pontuacdo foi obtida apds a somatdria dos scores, conforme
consta na Tabela 2. O score Apgar foi avaliado nos momentos EO:

imediatamente apds a ressuscitacdo cardiopulmonar; E5: 5 minutos apos.

Tabela 2. Modelo de score Apgar proposto por Veronesi et al. (2009).

Parametros score 1l score 2 score 3

Frequéncia Ausente <180bpm 180 a 250bpm
cardiaca

Frequéncia Ausente <15mpm >15mpm

respiratoria

Toénus muscular Flacidez Alguma flexado Movimentacao
ativa
Irritabilidade reflexa Ausente Vocalizacao Vocalizacao alta
Coloragao da Ciandtica Pélido Rosea
mucosa
Total 0 5 10

Tabela 3. Avaliacdo da vitalidade dos neonatos (Veronesi et al., 2009)

Pontuacéao 0-3 Vitalidade Fraca
Pontuacéao 4-6 Vitalidade Moderada
Pontuacao 7-10 Vitalidade Normal

2.6. Avaliacdo microbioldgica

A quantificacdo foi realizada através da técnica de plagueamento em
superficie. Cada amostra foi diluida em até 8 vezes em caldo peptona na
proporcao 1:10, e a partir de cada dilui¢ao, foi utilizado 0,1 mL como inGculo em
placas com agar MacConkey, para contagem de enterobactérias; agar Sal
Manitol, para Staphylococcus spp. e em agar Sangue Azida, para Streptococcus

spp. O indculo foi homogeneizado com auxilio de al¢a de Drigalski e entéo, as

75



placas foram incubadas em estufas a 37°C por 24h, em aerobiose
(enterobactérias e Staphylococcus spp.) e anaerobiose (Streptococcus spp.).
ApOs esse periodo, foi realizada a contagem de Unidades Formadoras de
Colénia (UFC) e, em seguida, realizado o célculo para correcédo dos fatores de
diluicdo e area (Figura 4).

Para a contagem de Unidades Formadoras de Colonia, cada colonia
(Figura 5) foi contada e ao numero total de coldnias foi acrescido zeros
correspondentes a diluicdo contavel e um zero correspondente a contagem em
superficie. Por exemplo, se a placa selecionada para contagem foi incubada com
amostras diluidas em apenas 1 vez, foi colocado o nimero de colbnias (exemplo
14 colbnias), acrescido de 1 zero e mais um zero referente a contagem em

superficie, totalizando 1,4x10% UFC/g fezes.

‘“\
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Diluicio H [' -": ‘-:1 - Procedimentos Laboratoriais
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Enterobactérias .—’ Streptococeus (anaerobiose) Contagem (UFC/g)

Figura 4- Esquematizacdo dos procedimentos realizados em laboratério para
diluicdo, incubacao e quantificacdo de Enterobactérias, Streptococcus spp. e

Staphylococcus spp.
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Figura 5. Placa com &gar Sal Manitol contendo colénias de Staphylococcus spp.

(pontos rosas, como o indicado pela seta preta), em uma diluicéo de 10

2.7. Analise estatistica

As contagens microbiolégicas foram transformadas em escala
logaritmicas e avaliadas quanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e
homogeneidade pelo teste de Levene. Em seguida, os resultados foram
submetidos ao Teste de Kruskal-Wallis, seguidos pela avaliagdo de comparacéo
post-hoc pelo Pair Wise Wilcox Test. A significAncia estatistica foi considerada

guando o p-valor foi inferior a 5% (p<0,05).

3. RESULTADOS

3.1. Avaliagdo da microbiota materna

Observamos que néo houve diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de
Pair Wise Wilcox na contagem de Enterobactérias entre as cadelas dos dois
grupos (parto normal e cesariana), porém, houve maior aumento populacional
desses microrganismos na vagina de cadelas do grupo cesariana (6.80+5.36
UFC/ml) em relagdo ao grupo parto normal (2.39£0.00 UFC/ml). Ainda, foram
observadas populagbes elevadas no anus das cadelas de ambos o0s grupos

(6.63£3.25 UFC/ml no grupo cesariana e 8.72+4.43 UFC/ml no grupo parto
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normal), sendo a regido da mama, o local que apresentou menor populagcéao de
Enterobactérias (1.79+1.19 UFC/mI- Grupo cesariana; 2.39+0.00 UFC/mI- Grupo

parto normal) (Figura 4). As popula¢des de Staphylococcus spp. se comportaram

relativamente da mesma forma, com elevadas populacdes em anus e vagina.

Entretanto, houve maior crescimento populacional observada em boca e tetos,
sendo mais altas em cadelas de parto natural (4.08+2.15 UFC/ml) e cesariana
(4.12+2.23 UFC/ml), respectivamente (Figura 5). Apesar de nao haver diferencga
significativa entre os grupos avaliados (p<0,05), de forma geral, Streptococcus

spp. foram os microrganismos com as maiores populagdes, sendo o bservada

menor variacao de crescimento entre 0s grupos cesariana e parto normal (Figura

6).
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Figura 4. Representacdo grafica da populacdo de Enterobactérias (UFC/mL)
encontradas em anus, boca, regido de mamas e vagina de cadelas dos grupos
parto normal e parto cesariana. NS: ndo houve diferenga significativa entre os

grupos (p<0,05) pelo teste de Wilcox.
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Figura 5. Representacdo grafica da populacdo de Staphylococcus spp.
(UFC/mL) encontradas em anus, boca, regido de mamas e vagina de cadelas
dos grupos parto normal e parto cesariana. NS: ndo houve diferenca significativa

entre os grupos (p<0,05) pelo teste de Wilcox.
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Figura 6. Representacgéo gréafica da populacdo de Streptococcus spp. (UFC/mL)
encontradas em anus, boca, regido de mamas e vagina de cadelas dos grupos
parto normal e parto cesariana. NS: ndo houve diferencga significativa entre os

grupos (p<0,05) pelo teste de Wilcox.

3.2. Avaliacédo da microbiota neonatal

De forma geral, as populagbes de microrganismos se apresentaram
baixas no dia 0 (DO), com aumento expressivo no dia 1 pos-parto (D1).
Entretanto, foi observado que as populacdes bacterianas se mantiveram altas
até o dia 15 poés-parto (D15) em ambos 0s grupos (cesariana, cesariana com
seeding e parto normal). Estatisticamente, ndo houve diferenca significativa
(p<0,05) pelo teste de Pair Wise Wilcox na populacdo de Enterobactérias entre
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0s grupos Cesariana com Seeding e Cesariana, porém, esta foi significativa
(p<0,05) entre os grupos Cesariana e Parto Normal (Figura 7). J& as populacfes
de Staphylococcus ndo apresentaram diferengas (p<0,05) entre nenhum dos
grupos (Figura 8). De forma geral, as populacdes de Streptococcus spp.
comportaram-se da mesma forma, sem apresentar diferencas (p<0,05) entre os
grupos nas primeiras avaliacdes, mas apresentando diferenca significativa nos
dias 9 e 15 pds-parto entre os grupos Cesariana e Parto Normal (Figura 9).
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Figura 7. Representacdo grafica da populacdo de Enterobactérias nos dias
1,2,3,6,9,12 e 15 pds-parto nos grupos cesariana (Cesarean/WOS), cesariana
com seeding (Cesarean/WS) e parto normal (Natural/NA). NS: ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Wilcox entre os grupos; Asterisco
(*): houve diferencga significativa (p<0,05) pelo teste de Wilcox entre os grupos.
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Figura 8. Representacéo grafica da populagéo de Staphylococcus spp. nos dias
1,2,3,6,9,12 e 15 poOs-parto nos grupos cesariana (Cesarean/WOS), cesariana
com seeding (Cesarean/WS) e parto normal (Natural/NA). NS: ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Wilcox entre 0s grupos.
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Figura 9. Representacao grafica da populacao de Streptococcus spp. nos dias
1,2,3,6,9,12 e 15 poOs-parto nos grupos cesariana (Cesarean/WOS), cesariana
com seeding (Cesarean/WS) e parto normal (Natural/NA). NS: nédo houve
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diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Wilcox entre os grupos; Asterisco
(*): houve diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Wilcox entre 0s grupos.

4. DISCUSSAO

Estudos mostram que o desenvolvimento do microbioma intestinal
comeca logo no nascimento e tem evolugdo em sua composi¢ao juntamente com
os diferentes estagios da vida do hospedeiro. Faith e colaboradores (2013) em
estudo, na medicina humana, relataram que a maioria das cepas bacterianas
intestinais permanecem estaveis por décadas, mostrando que a colonizacdo
precoce é uma etapa crucial para o recém-nascido (Subramanian et al., 2015;
Shin et al., 2015). Na medicina veterinaria, estudos sobre o desenvolvimento da
microbiota intestinal em neonatos sdo escassos. O primeiro estudo realizado
com colheitas nos primeiros dias de vida de neonatos foi realizado por Garrigues
e colaboradores (2023), com amostras colhidas apenas nos dias 0, 2 e 7 apds o
nascimento por parto normal, ndo sendo avaliada a microbiota intestinal de
neonatos nascidos por cesariana. Em nosso estudo, foi avaliado o
desenvolvimento da microbiota intestinal tanto de neonatos nascidos por meio
de parto normal como por cesariana eletiva em todo o periodo neonatal (dias
1,2,3,6,9,12 e 15 apds nascimento), sendo o primeiro trabalho a comparar o
desenvolvimento da microbiota intestinal de neonatos nascidos por cesariana
eletiva e parto normal na espécie canina.

A composicdo da microbiota gastrointestinal pode ser afetada por muitos
fatores, como idade, nutricido e ambiente (Tilocca et al., 2017; Hasan e Yang,
2019;). No presente estudo, 0s neonatos ingeriram obrigatoriamente o colostro
materno e foram alimentados de forma natural (aleitamento materno). Além
disso, todas as fémeas, tanto as submetidas a cesariana como as que foram
acompanhadas durante o parto normal permaneceram no mesmo local a partir
do dia 55 ap0és a primeira monta/inseminacdo artificial e permaneceram até o dia
15 apés nascimentos dos filhotes. Dessa forma, os animais foram submetidos as
mesmas condigbes ambientais e sanitarias, de forma a se reduzir o impacto da
variavel “ambiente” e “nutricdo” na composicao da microbiota intestinal dos
mesmos. Sabe-se também que o uso de medicamentos como antibidticos tanto

pela mae como pelos neonatos pode interferir no desenvolvimento da microbiota
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intestinal inicial do neonato (Penders et al., 2006) e, portanto, em nosso estudo,
ndo foram incluidos animais que tiveram contato com algum tipo de medicacéo.

Segundo Sanidad e Zeng (2020), nas espécies animais, a presenca de
oxigénio no trato gastrointestinal durante os primeiros dias de vida promove a
colonizac&o de anaerdbios obrigatorios e facultativos. O consumo de oxigénio e
diminuicdo do potencial redox (que é positivo no nascimento) desempenham um
papel fundamental na preparacdo do intestino para maior colonizacdo de
anaerobios estritos, posteriormente necessarios para a funcdo intestinal
saudavel (Shin et al.,2015; Moon et al., 2018; Pereira et al., 2020). Porém, em
nosso estudo, de forma geral, as populacbes de microrganismos se
apresentaram baixas no dia 0 (D0), com aumento expressivo no dia 1 pés-parto
(D1), tanto dos microrganismos aerébios (Enterobactérias e Staphylococcus
spp.) como de microrganismos anaerdbios facultativos (Streptococcus spp.).
Garrigues e colaboradores (2022), sugeriram que 0 aumento em abundéancia de
bactérias no intestino do filhote n&o esteja relacionado apenas a homeostase do
oxigénio, mas também a ingestao de leite pelo filhote no periodo neonatal, o que
pode explicar este aumento expressivo no D1, e manutencdo alta dessas
populacées até o dia 15 pds-parto (D15) em todos 0s grupos (cesariana,
cesariana com seeding e parto normal).

Segundo Beller e colaboradores (2021), em cdes neonatos nascidos por
via vaginal, a composicdo da populacdo microbiana meconial assemelha-se a
sua contraparte vaginal materna, enquanto em neonatos nascidos por cesariana,
assemelha-se a composicdo bacteriana materna vaginal e oral. Milani e
colaboradores (2017) afirmaram que apds 0 nascimento, 0 primeiro passo na
modulacdo da microbiota intestinal do filhote vem da transferéncia vertical da
mae, como por exemplo, cadelas prenhes compartilham Bifidobacteria de seu
trato intestinal com seus filhotes. Em porcas, 0s agentes microbianos maternos
(do leite, pele, vagina, fezes) contribuem para cerca de 90% das bactérias do
intestino delgado de recém-nascidos com menos de 35 dias de idade (Liu et al.,
2019). No presente estudo, apesar de nao haver diferencas significativas
(p<0,05) na contagem de Enterobactérias entre as cadelas dos dois grupos
(parto normal e cesariana), houve maior aumento populacional desses
microrganismos na vagina de cadelas do grupo cesariana (6.80+£5.36 UFC/ml)

em relagdo ao grupo de cadelas submetidas ao parto normal (2.39+0.00
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UFC/ml). Ainda, foram observadas elevadas contagens nas amostras
provenientes do anus das cadelas de ambos 0s grupos, sendo a regiao da
mama, o local que apresentou menor contagem de Enterobactérias. A
colonizacdo de Enterobactérias parece provir, em sua maior parte, do anus e
vagina materna, sendo que nos dias 1 e 9 pds-parto houve diferenca significativa
entre 0s grupos cesariana (com e sem seeding) e parto normal, com maior
crescimento no grupo parto normal. Uma vez que nas cadelas houve maior
crescimento de Enterobactérias na vagina do grupo cesariana e menor
crescimento na vagina do grupo parto normal, estima-se que a predominancia
de colonizagao desse grupo bacteriano parece provir do anus da fémea canina.
Da mesma forma, observou-se maior populacdo de Staphylococcus spp. em
anus e vagina dos grupos avaliados, com maior crescimento nas amostras
provenientes da boca das cadelas de parto normal e em tetos nas cadelas de
cesariana. Como nao houve diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos
cesariana e parto normal, observa-se que a lambedura e passagem de bactérias
provinda dos tetos maternos teve menor importancia na coloniza¢éo bacteriana
dos filhotes do que o anus e vagina materna. Desse modo, nosso estudo se
contrapbe aos estudos anteriores, sugerindo que a colonizacdo bacteriana
intestinal dos neonatos se assemelha predominantemente a composicdo
bacteriana materna vaginal e fecal, independentemente da via de parto. Porém,
ndo se exclui o fato de que a transmissdo vertical da mae para a prole
desempenha um papel decisivo na formacdo da composicao inicial e da
diversidade da microbiota do recém-nascido, sendo necessarios mais estudos
para entender o real causador das diferencas no desenvolvimento na microbiota
intestinal de neonatos caninos nascidos por cesariana e por parto normal.
Estudos recentes sobre a microbiota infantil em humanos sugeriram que
a transferéncia de bactérias da mae para o bebé é altamente dependente do tipo
de nascimento, com bebés nascidos por cesariana apresentando alteracdo da
microbiota e, como consequéncia, maior risco de problemas de salude
(Dominguez-Bello, et al., 2016; Mortensen et al., 2021). Achados semelhantes
foram observados em estudos caninos os quais reportaram menor diversidade
bacteriana no mecoénio de filhotes nascidos por cesariana em comparagdo com
0s nascidos por via vaginal (Zako$ek et al., 2020; Kajdic et al., 2021). Em nosso

estudo, também se observou diferencas significativas no crescimento
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populacional de Enterobactérias nos dias 1, 3, 9 e 12 poés-parto e de
Streptococcus nos dias 9 e 15 pés-parto, sendo maior em neonatos nascidos por
parto normal do que por cesariana eletiva. Porém, estatisticamente, ndo houve
diferenca (p<0,05) entre os grupos Cesariana seeding e Cesariana na populacéo
de bactérias (Enterobactérias, Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.),
mostrando que o uso do seeding vaginal ndo foi capaz de modular positivamente
a microbiota neonatal dos neonatos avaliados no presente estudo, o que sugere,
mais uma vez, que a via de passagem durante o parto pode ndo interferir
significativamente na colonizacdo inicial da microbiota intestinal neonatal,
estando outros fatores envolvidos nas diferencas de desencadeamento dessa
colonizag&o no parto normal e cesariana. Ainda, nosso estudo corrobora com o
estudo de Liu e colaboradores (2023) em humanos, que concluiu que o seeding
vaginal ndo tem impactos significativos na microbiota intestinal durante os
primeiros 2 anos de vida de bebés nascidos por meio de cesariana.

Uma sugestdo € de que fatores hormonais envolvidos no
desencadeamento do parto normal que ndo ocorrem na cesariana eletiva (uma
vez em que o trabalho de parto ndo € sinalizado) podem estar envolvidos nas
diferencas de colonizagdo bacteriana observadas entre neonatos nascidos de
parto normal e cesariana eletiva. JA se conhece a existéncia de uma rede de
comunicacao bidirecional entre a microbiota intestinal e o cérebro em humanos,
qgue inclui sistemasl/vias neurais, endocrinas, metabodlicas e imunoldgicas,
conhecida como eixo intestino-cérebro (Heijtz et al., 2011; Ogbonnaya et al.,
2015; Lynch e Pedersen, 2016; Fung et al., 2017). Endocrinologicamente, a
gestacdo em cadelas é amparada por diferentes mecanismos de acdo hormonal,
controlados por meio do eixo hipotalamo-hipofise-ovarios. A liberacdo e o
equilibrio participativo entre diferentes horménios, incluindo a progesterona,
prolactina, relaxina e estrdgeno garantem a manutencdo e a progressao da
prenhez. JA& o desencadeamento do parto ocorre pela acdo conjunta da
progesterona e do estrogeno, bem como da ocitocina (Taverne et al. 1979;
Mitchell et al., 1997). Na cesariana eletiva, principalmente em humanos em que
se estipula uma data para o procedimento anterior ao desencadeamento do
parto, muitos dos mecanismos enddcrinos nao sao ativados. Portanto, sugere-

se novos estudos relacionados ao eixo intestino-cérebro que possam estar
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envolvidos nas diferencas de desenvolvimento da microbiota intestinal de

neonatos nascidos por cesariana eletiva, tanto em humanos, como em animais.

5. CONCLUSOES

O presente estudo € o0 primeiro na espécie canina a comparar o
desenvolvimento inicial da microbiota intestinal de neonatos caninos nascidos de
cesariana com aqueles de parto normal.

Os principais achados mostram que apesar da transmisséo vertical da
mae para prole desempenhar um papel importante no desenvolvimento inicial da
microbiota intestinal canina, a via de nascimento ndo parece ser o principal
causador das diferencas estabelecidas entre neonatos nascidos por parto
normal e por cesariana. Ademais, o uso do seeding vaginal ndo se mostrou
eficiente para modular o desenvolvimento da microbiota intestinal inicial de
neonatos nascidos por cesariana eletiva.

Estudos futuros devem ser considerados para entender melhor os
principais causadores das diferencas no desenvolvimento da microbiota
intestinal de caes nascidos por cesariana eletiva e de parto normal. O estudo do
eixo intestino-cérebro podera ser (til para estabelecer as questdes enddcrinas e
hormonais que podem estar envolvidas na definicdo da composicdo da

microbiota intestinal neonatal nos diferentes tipos de parto (natural e cesariana).
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