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A MICROBIOTA
INTESTINAL E SUAS
INTER-RELACOES
NUTRICIONAIS

Profa. Dra. Christiane Araujo
Chaves Leite

INTRODUCAO

Normalmente, todos os constituintes
do organismo dos mamiferos que se
comunicam com o ambiente abrigam
um grande nimero de microrganis-
mos. A flora do trato gastrointestinal
é a parte mais complexa desta flora
normal dos mamiferos. Ao longo dos
anos foram feitas vdrias tentativas de
isolar, identificar e caracterizar de forma
completa o grande niimero de cepas de
micrébios que formam este ecossistema.
No entanto, sabe-se que a completa
avaliacdo qualitativa e quantitativa da
flora gastrointestinal do ser humano é
um processo extremamente demorado
e dificil de ser realizado'.

O intestino humano contém um niimero
imenso de microrganismos, chamados
coletivamente de microbiota. Essa co-
munidade é dominada por bactérias
anaeroébicas e inclui cerca de 500 a
1.000 espécies. Estima-se que seus ge-
nomas contenham cerca de 100 vezes
mais genes do que o préprio genoma
humano??. Nossa microbiota intestinal
pode ser descrita como um 6rgao
microbiano que contribui para nossa
homeostase; suas fungdes sao mdltiplas
e amplamente variaveis®.
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A flora intestinal tem um importante
papel no funcionamento normal do
intestino e na manutencao da sadde
do hospedeiro. Os beneficios das bac-
térias comensais sdo bem conhecidos:
contribuem na digestdao da celulose,
economizam energia e formam uma
barreira de defesa natural que é consi-
derada essencial no desenvolvimento e
na maturacdo da imunidade sistémica
e de mucosa’.

A microbiota intestinal é composta de
bactérias potencialmente patogénicas
ladeadas por microrganismos nao patogé-
nicos e promotores da sadde. Acredita-se
que o tamanho da populagdo de cada
espécie seja rigorosamente controlado
pela competigdo por nutrientes e espago’.
Assim, os agentes patogénicos potenciais,
como a E. coli e outras enterobactérias,
sdao mantidos em ndmero moderado,
e é dificil que se estabelecam novas
bactérias recém-chegadas. Esta funcao
da microflora normal é denominada
“resisténcia a colonizacao”®.

COLONIZACAO
BACTERIANA INTESTINAL
E DESENVOLVIMENTO DO
SISTEMA DE DEFESA DA
MUCOSA DO INTESTINO

A semelhanca do feto, o lactente ao
nascimento tem o trato gastrointestinal
estéril, mas a colonizacdo bacteriana
ocorre rapidamente”®. A microflora intes-
tinal materna é a fonte natural das bac-
térias que colonizam o recém-nascido’.
A idade gestacional, o tipo de parto
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e a dieta exercem efeitos significantes
nesse processo. Os recém-nascidos de
cesariana, prematuros e/ou expostos ao
uso perinatal ou pés-natal de antibioticos
apresentam um atraso na colonizagdo
bacteriana probidtica comensal'®. As
préticas obstétricas modernas diminuem
de modo consideravel a transferéncia
de bactérias da mae ao recém-nascido
durante o parto; durante a cesarea esta
transferéncia estd praticamente ausente, o
que causa um atraso no estabelecimento
das bactérias no intestino, especialmente
as anaerobias. Em compensagao, nessas
circunstancias as bactérias sao adquiridas
predominantemente a partir do meio am-
biente. Na maternidade e nas unidades
de atencdo neonatais, as enterobactérias
passam de um recém-nascido para outro,
o que provavelmente também ocorre
com o0s germes anaerdbios®.

Quando nascidos de parto vaginal,
lactentes amamentados e também
aqueles que ndo recebem leite materno
apresentam padrao semelhante de colo-
nizacao bacteriana aos 2 dias de vida.
No entanto, por volta do sétimo dia de
vida, aproximadamente dois tercos dos
lactentes ndo amamentados apresentam
uma predominancia de Bacteroides fra-
gilis em comparagdo com apenas 22%
dos lactentes amamentados ao seio’.
A implantacdo das diferentes cepas
bacterianas ocorre de uma forma regula-
da pelo meio intestinal, que por sua vez
se altera a medida que sucessivamente
se estabelecem novos grupos bacteria-
nos. Assim, por exemplo, o potencial
de 6xido-redugao positivo (alto teor de

oxigénio) do intestino do recém-nascido
promove a expansdo das bactérias ae-
rébias ou dos anaerébios facultativos,
como a E. coli e outras enterobactérias,
enterococos e estafilococos, pois as
bactérias anaerdbias obrigatérias nao
podem se desenvolver inicialmente. A
medida que as bactérias aerébias e as
anaerodbias facultativas consomem o
oxigénio, o meio torna-se mais ade-
quado as bactérias anaerébias, como
bifidobactérias, Bacteroides e Clostridia,
que comegam a proliferar. Quando os
anaerébios se expandem, as bactérias
facultativas diminuem, possivelmente
pela diminuicdo dos nutrientes passi-
veis de ser utilizados em um meio sem
oxigénio. Contudo, durante os primeiros
meses ou anos de vida, pode persistir
a presenga em nimero relativamente
elevado de bactérias facultativas®.

Ao final do primeiro més de vida, nos
paises em desenvolvimento, os lactentes
amamentados demonstram uma colo-
nizacdo bifidobactéria-predominante,
enquanto os lactentes ndo amamentados
apresentam colonizagdo com espécies
Bacteroides e bifidobactérias. Em pai-
ses ricos, entretanto, as diferencas sao
menos pronunciadas entre os lactentes
amamentados e os ndo amamentados''.
Nos paises em via de desenvolvimento
é provavel que os lactentes estejam
expostos a numerosas bactérias desde
o0 nascimento’. Sendo assim, ocorre a
aquisicdo precoce de anaeroébios facul-
tativos, bem como de aerébios. Todavia,
nestas condicdes, a flora adquirida de
forma precoce é instavel e compreende
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uma grande variedade de agentes po-
tencialmente patogénicos que podem se
disseminar e causar infecgdes extrain-
testinais. A utilizacdo de antibiéticos no
tratamento das infec¢des neonatais altera
profundamente o equilibrio microbiano
do intestino e torna o lactente susceti-
vel a novos episddios infecciosos. Nos
paises mais industrializados, o problema
pode ser o oposto. A rigorosa higiene
existente no cuidado neonatal moderno
pode retardar o estabelecimento de uma
microflora funcionalmente ativa e que
possua capacidade protetora®.

A composicao da microflora intestinal
ndo se altera significantemente apds a
fase de lactente. Portanto, a composi-
¢do da flora fecal em criancas de mais
idade e em adultos é menos variavel
e ndo é tdo dependente da dieta. De
fato, posteriormente a fase de lactente,
as concentracdes bacterianas no célon
sao tipicamente de 1.012 unidades for-

madoras de col6nia por mL de contetido
intestinal (10 vezes o nimero total de
células humanas no corpo humano) e
com bactérias anaerdbias superiores aos
coliformes aerdbicos™.

No entanto, levando-se em conta algu-
mas patologias e sua potencial relacao
com a microflora, é razoavel dizer que a
microbiota intestinal humana é dindmica
e responsiva a mudangas dietéticas (Ta-
bela 1), as quais podem imprimir efeitos
profundos em sua composicao''>. Nao
obstante, vdrios estudos demonstraram
que a microbiota de um individuo é mais
constante ao longo do tempo, diferindo
entre individuos. A microbiota inicial
é caracterizada por baixa diversidade
e representada principalmente pelos
anaerébios facultativos pertencentes a
Proteobacteria e Actinobacteria. A mi-
crobiota intestinal torna-se entdo mais
diversa e constituida por Firmicutes e
Bacteroidetes predominantemente'®'8,

Tabela 1 - Composicao da microbiota do intestino humano

Estagio Caracteristicas

Feto Estéril

Ao nascimento ]
vaginal e fecal

Colonizado por bactérias do ambiente; microbiota materna:

Inicialmente diversidade baixa, bactéricas anaerdbias facultativas

Neonato (Proteobactéria/Actinobactéria); progredindo para maior
diversidade e dominada por Firmicutes e Bacteroidetes
Diversa, com microbiota semelhante no mesmo individuo ao
longo do tempo, mais do que entre individuos; mecanismos de

Adulto selecdo podem estar envolvidos; selecdo positiva: fatores do

hospedeiro, em geral, glicolipides no epitélio, glicanos especificos
no muco do hospedeiro; selecao negativa: dieta e sistema imune

Adulto com Doenca
Inflamatéria Intestinal
ou Diabetes tipo 2

Diversidade microbiana reduzida, particularmente
Faecalibacterium prausnitzii

Adulto com Obesidade

Diversidade bacteriana reduzida, particularmente Bacteroidetes

Nestlé Nutrition Institute
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O desenvolvimento da microbiota do
adulto devera ser o resultado de selecoes
positivas e negativas. Alguns desses me-
canismos de selecdo positiva poderiam
ser fatores do hospedeiro que permitem
a aderéncia de bactérias especificas,
por exemplo glicolipides ou glicanos
especificos no muco do hospedeiro. De
forma semelhante, a dieta é o fator mais
preponderante na definicdo da micro-
biota intestinal. Em contraste, o sistema
imune do hospedeiro pode alterar a
comunidade microbiana, “aniquilando”
grupos especificos de bactérias. Além
disso, moléculas efetoras expressas no
epitélio podem também afetar a com-
posicdo microbiana intestinal e agir
de forma protetora em pacientes com
Doenca Inflamatéria Intestinal (DII).
Curiosamente, varios estudos vém de-
monstrando que a microbiota intestinal
de pacientes com DII apresenta pequena
diversidade, e modelos animais tém
comprovado evidéncia direta de que
a microbiota intestinal pode estar en-
volvida no desenvolvimento de DII'*'.
O sistema de defesa da mucosa intes-
tinal é parte integrante de uma rede
sofisticada imunorreguladora que inclui
a microflora intestinal?>?°. O reconhe-
cimento de autoantigenos e nao auto-
antigenos comega no inicio da vida,
talvez ja no dtero, e € significativamente
influenciado por eventos que ocorrem
dentro do sistema digestivo, logo apds
0 nascimento. A resposta imunitaria
do sistema digestivo é especialmente
afetada pela dieta da crianga pequena,
o estado de colonizagdo bacteriana e a

8

exposicao precoce a potenciais agentes
infecciosos e antibioticos, bem como
o gendtipo do bebé”. As infeccoes
extraintestinais dos recém-nascidos,
por exemplo, as do trato urindrio e as
septicemias sdo causadas frequentemen-
te por E. coli e outras enterobactérias.
Antes do firme estabelecimento da
microflora anaerdbia e especialmente
durante as primeiras semanas de vida,
estas bactérias potencialmente patogé-
nicas podem alcancgar niveis popula-
cionais muito elevados no intestino, o
que pode promover sua propagacao a
localizagdes extraintestinais. Devido a
limitada presenca da flora anaerdbia,
as bactérias enteropatogénicas também
podem estabelecer-se facilmente no
intestino durante este periodo®.
Supde-se que a ocorréncia de muitas
doencas, tanto intestinais quanto nao
intestinais, possa estar relacionada a
uma desregulagdo ou interferéncia no
desenvolvimento precoce do sistema de
defesa da mucosa intestinal*>?¢. Exem-
plos destas doengas incluem aquelas
chamadas atépicas (asma, eczema e
rinite alérgica) ou autoimunes (escle-
rose multipla, diabetes mellitus tipo
1 e doencga inflamatéria cronica do
intestino)?*. Possivelmente, o principal
fator determinante no desenvolvimento
do sistema imunolégico é a propria
predisposicdo genética®’.

A base molecular da imunidade ina-
ta e adquirida provavelmente reside
no reconhecimento e na resposta de
linfécitos T maduros a moléculas de
gatilho, tais como aquelas derivadas de

Nestlé Nutrition Institute
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produtos alimentares e de desagregacao
bacteriana dentro do trato intestinal. As
moléculas de disparo também incluem
nucleotideos dietéticos e oligossacaride-
os. Receptores Toll-like localizados na
membrana de superficie de linfécitos
T facilitam o reconhecimento destas
moléculas de gatilho, que conduzem
eventualmente para o reconhecimen-
to de linfécitos T especializados e
a resposta a exposicdo subsequente
para as mesmas moléculas ou muito
semelhantes. Dessa forma, os linfoci-
tos T especificos para reconhecimento
de oligossacarideos ligados a agentes
patogénicos intestinais desempenham
um papel importante na prevencio de
doengas gastrointestinais®®.

INFLUENCIA DA
ALIMENTACAO NA
MICROFLORA INTESTINAL

Apesar da numerosa quantidade de
bactérias que compdem a microflora
intestinal e seu potencial patogénico,
os seres humanos nao desenvolvem in-
feccoes, demonstrando assim a eficacia
dos mecanismos imunes relacionados ao
intestino. O tecido imunoldgico associa-
do ao intestino (GALT) constitui aproxi-
madamente 80% das células imunolo-
gicamente ativas nos seres humanos?®.
A flora microbiana é responsdavel pela
abundancia e ativacdo do sistema imune
de mucosa em individuos saudaveis®’.
Por exemplo, a auséncia de microflora
(como em animais criados livres de
germes, ou germ-free) leva a uma mu-
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cosa atréfica e a uma resposta imune
celular subdesenvolvida, bem como a
maturagao inadequada da producao de
anticorpos, particularmente imunoglo-
bulina A (IgA)*=2. Assim, a microflora
intestinal influencia profundamente o
desenvolvimento da resposta imune de
mucosa do intestino: celular (especifica
e nao especifica) e humoral®.

Em resumo, o intestino necessita de
exposicao a bactérias para desenvolver
sua defesa imunoldgica e as respostas
imunes adequadas (ndo exageradas),
que alicercam a sadde do hospedeiro.
Os mecanismos de interagao hospedei-
ro-microbiota vém sendo desvendados
e, em grande parte, explicam os efeitos
clinicos que determinados microrganis-
mos vivos ingeridos (probidticos) tém
na melhoria da saGde do hospedeiro,
incluindo-se o aprimoramento dos
mecanismos de defesa (como contra
infeccoes virais), bem como a modu-
lagdo da resposta imune do individuo
(tal como na doenca alérgica)'.

Na maioria dos bebés amamentados,
as contagens de bifidobactérias au-
mentam rapidamente e constituem de
80% a 90% da flora total. Lactobacilos
e Bacteroides aumentam em menor
proporgdo, e ha pequena quantidade
de enterobactérias. As criancas nao
amamentadas, por outro lado, tendem
a ter uma flora mais complexa, com-
posta principalmente de Coliformes e
Bacteroides, com prevaléncia significa-
tivamente menor de bifidobactérias’>*.
Apés o desmame, a microflora dessas
criangas comeca a assemelhar-se a dos
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adultos, com incremento de Bacteroides,
Veillonella e Fusobacterium. Ao mesmo
tempo, o ndmero de microrganismos
ndo cultivaveis também aumenta. Em-
bora a composigao da microflora varie
entre individuos, a composi¢ao dentro
de cada individuo permanece estivel
por longo periodo”*.

Andlises do intestino de ratos germ-
-free revelam um sistema imunolégico
de mucosa subdesenvolvido e escas-
so, com placas de Peyer pequenas,
sem centros germinativos, e pequenas
zonas de células T. A lamina prépria
praticamente ndo contém plasmdcitos,
IgA ou células T CD4, e os linfécitos
intraepiteliais também sdo raros?®-32.
Nos seres humanos, a evidéncia da
dependéncia do sistema imune de mu-
cosa da microbiota é respaldada pelos
poucos estudos de andlise do intestino
de recém-nascidos que demonstram ca-
racteristicas semelhantes as encontradas
nos ratos germ-free. Assim, a microflora
intestinal é responsavel pelo desenvol-
vimento do sistema imune de mucosa
em criangas sauddveis. Existem agora
evidéncias abundantes de que a sinali-
zagao através de receptores especificos,
particularmente receptores Toll-like,
permite as bactérias intestinais afetar
a funcdo de células epiteliais, determi-
nando a diferenciacao de células T e as
respostas de anticorpos aos antigenos
de células T dependentes e regulando
assim a resposta imune intestinal. A
colonizagdo é, entdo, aparentemente
responsavel pela resposta de IgA aos
antigenos luminais. A IgA secretéria esta
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entre os componentes mais importantes
da resposta de anticorpos as proteinas
luminais e aos antigenos dos patége-
nos. A colonizacdo também induz a
modulacdo da razao de T-helper tipo 2
(Th2, pré-alérgica)/T-helper tipo 1 (Th1,
supressora), podendo diminuir as chan-
ces de hiper-reatividade imunoldgica,
como ocorre nas doencas alérgicas®.
As interagdes entre o hospedeiro e
a microbiota e seus efeitos sobre a
resposta imune proporcionam uma
explicacdo racional para o uso de
bactérias probidticas em populagdes
pediatricas. Os probidticos, quando
administrados por via oral, exercem
efeitos sobre a flora intestinal espe-
cifica, bifidobactérias e lactobacilos,
colonizando transitoriamente o intestino
de lactentes e criancas de mais baixa
idade. Aumentos significativos de bifi-
dobactérias nas fezes tém sido relatados
precocemente (em torno de uma sema-
na) apos a suplementagdo. Em alguns
casos, estas contagens podem atingir
niveis semelhantes aqueles encontra-
dos em lactentes amamentados®’.
Adicionalmente, foi demonstrado que a
suplementacdo com bifidobactérias em
lactentes prematuros teve um impacto
positivo na modificagdo da microflo-
ra intestinal*®*'. Os efeitos benéficos
referem-se ao aumento de acidos graxos
de cadeia curta nas fezes e a reducao
do pH fecal e da amoénia fecal, assim
como a diminuicdo da concentragcao
de Bacteroides e E. colif®*°. Probidti-
cos especificos afetam positivamente a
razao microflora favoravel/desfavoravel

Nestlé Nutrition Institute
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em lactentes e criancas, levando a mu-
dangas positivas no ambiente luminal
do intestino. E importante ressaltar que,
quando as bactérias probidticas (bifido-
bactérias e lactobacilos) sao ingeridas,
nao fazem parte da microflora residente
do hospedeiro de modo permanente,
e sua contagem normalmente diminui,
ou desaparece, uma vez interrompida
sua ingestao.

RESUMINDO AS INTERACOES
INTESTINO-MICROBIOTA™

1. A aquisicao e o estabelecimento da
microflora intestinal sdo necessarios
para o desenvolvimento adequado
da funcdo de barreira do intestino
e da resposta imune do hospedeiro.

2. Certos tipos de bactérias residentes,
ou seja, lactobacilos e bifidobacté-
rias, ndo sao tipicamente patogénicos
e parecem benéficos na promogao
do desenvolvimento e da resposta
do sistema imune do hospedeiro.

3. A composicao da microflora intes-
tinal de bebés ndo amamentados
ao seio ou de bebés e de criancas
que desenvolvem doenca diarreica,
doenca atépica e outras condicdes
inflamatdrias parece alterada quan-
do comparada com a microflora
de lactentes sob amamentacdo ou
de lactentes e criancas saudaveis.
Particularmente, estes lactentes
apresentam contagens menores de
bifidobactérias e lactobacilos em
relagdo a outros componentes da
microflora.
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4. Lactobacilos e bifidobactérias espe-
cificos, quando ingeridos, podem
modificar a composicdo da ecologia
microbiana intestinal.

5. Estes organismos ingeridos agem po-
tencialmente como um apoio a fungdo
de barreira intestinal do hospedeiro
e ao apropriado desenvolvimento e
resposta do sistema imune. Estas in-
teragdes sao a base do conceito que
respalda o uso de bactérias probidticas
em lactentes e criangas.

FUNCOES METABOLICAS DA
MICROBIOTA INTESTINAL

A microbiota intestinal é o resultado
da interface entre a dieta e o geno-
ma do hospedeiro e tem implicagoes
importantes no processamento dos
alimentos e na disponibilidade de nu-
trientes para o hospedeiro (Figura 1).

Figura 1 - As relacdes entre o genoma
humano, o ambiente (dieta, por exemplo,
como aqui demonstrado) e a microbiota
intestinal afetam nosso metabolismo.

Figuras publicadas no suplemento do Annals
of Nutrition and Metabolism 2011, 58(suppl2)
44-52 e reproduzidas sob permissao

11



Temas de Pediatria n® 93

Além do mais, a microbiota intestinal
é um importante “desintoxicante” de
compostos xenobidticos que ingerimos
e que podem também afetar o meta-
bolismo de drogas*.

A despeito da ingestdo aumentada
de alimentos, os ratos germ-free tém
capacidade reduzida de extrair energia
da dieta®®. O estado germ-free esta
associado com reduzido estoque de
energia no figado e musculoesquelé-
tico***. Esses achados sugerem que
o estado germ-free se assemelha ao
de restricao calodrica, o qual esta
associado com a longevidade. De
fato, os ratos germ-free parecem ter
uma expectativa de vida aumentada
e aparentam ser mais saudaveis em
muitos aspectos, incluindo-se sua re-
sisténcia a desenvolver obesidade®*.
Contudo, a resisténcia a desenvolver
obesidade induzida pela alimentagao
parece estar na dependéncia de in-
teragdes especificas entre microbiota
e dieta*.

Estudos futuros sdo necessarios para
esclarecer questdes relacionadas a mi-
crobiota e a obesidade. Nao esta claro
se 0 pequeno aumento na extracao de
energia poderia verdadeiramente cul-
minar com um ganho de peso corporal
dentro de curto periodo de tempo,
como sugerido em alguns estudos de
transplante de flora intestinal. Além
disso, tem sido descrito em outros
estudos que dietas ricas em fibras
nao digeriveis podem contribuir para
a redugdo do peso, da massa gorda e
da gravidade do diabetes*“.
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INDUCAO DE INFLAMACAO
SUBCLINICA

Recentemente, uma nova hipdtese
ligando a microflora intestinal com a
homeostase metabdlica foi proposta
(Figura 2). Baseados na demonstragao
recente de que obesidade e diabetes
tipo 2 estdo associados a baixo grau
de inflamacao cronica sistémica®*->* no
figado, tecido adiposo e hipotalamo,
Cani e colaboradores® hipotetizaram
que os lipopolissacdrides bacterianos
derivados de bactérias Gram-negativas
residem na microbiota intestinal, agin-
do com um fator de gatilho e ligando
a inflamacdo ao diabetes induzido
pela dieta rica em gordura e a obe-
sidade. Eles descobriram que dietas
ricas em gordura resultaram numa
significante modulagdo das popula-
¢Oes bacterianas dentro da microflora
intestinal, que foram associadas com
um significante aumento de lipopo-
lissacdrides do plasma, massa gorda,
ganho de peso corporal, acimulo de
triglicérides no figado, resisténcia a
insulina e diabetes.

Metabolismo e inflamacao estao firme-
mente conectados e, particularmente,
o sistema imune inato, o qual nos
protege de infec¢des, pode contri-
buir para a obesidade e a resisténcia
insulinica®.

Além dos efeitos dos microrganismos no
metabolismo do hospedeiro, a microbio-
ta também contribui para anormalidades
metabdlicas por promover inflamagao
de baixo grau®®.

Nestlé Nutrition Institute
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Figura 2 - A microbiota intestinal afeta o metabolismo do hospedeiro e a se-
crecao de hormoénios do intestino, podendo ter efeitos periféricos profundos no
metabolismo do hospedeiro. A supressio microbiana da expressio de ANGPTL4
(Proteina Angiopoetina-like 4) no intestino aumenta o estoque de triglicérides
mediado pela lipase lipoprotéica (LPL) no tecido adiposo, assim como, reduz a
oxidacao de acidos graxos no musculo esquelético por um mecanismo ainda nao
identificado. Além disso, lipopolissacarides (LPS) derivados do intestino podem
aumentar a inflamacao no tecido adiposo e reduzir a sensibilidade a insulina.

s’t-(ﬁ‘ue‘de trigl.

LPS ediado - LPL
N g
Infiltracao dos macréfagos
Inflamagag” 3

| >

)
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esquelético
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Figuras publicadas no suplemento do Annals of Nutrition and Metabolism 2011, 58(suppl2)

44-52 e reproduzidas sob permissao

A MICROBIOTA INTESTINAL
AFETA A PROGRAMACAO
METABOLICA?

A incidéncia de diabetes tipo 1 entre
criangas e adolescentes tem, por razdes
desconhecidas, aumentado considera-
velmente nos paises ocidentais durante
as décadas recentes, sugerindo um
envolvimento ambiental significante®”.
Em contraste, o diabetes tipo 2 e a
resisténcia insulinica, na presenca de
um aumento da microbiota intestinal,
sofrem progressao, enquanto a mesma
condigdo parece ser protetora contra o
diabetes tipo 1°%. Curiosamente, anor-
malidades metabdlicas precedem ilhotas

Nestlé Nutrition Institute

de autoimunidade em criangas que pro-
gredirdo mais tarde para diabetes tipo
1 independentemente do risco genético
associado ao HLA, e essas alteracoes
se assemelham aquelas identificadas em
ratos germ-free®®. Por conseguinte, em
vez de primeiramente afetar o sistema
imunitario, a microbiota intestinal pode
alterar o ambiente metabdlico, o que
proporcionaria efeitos profundos sobre
o sistema imunitario. Uma vez que o
metaboloma alterado ja foi observa-
do em sangue do corddo umbilical,
Bachked®' formulou a hipétese de que
a microbiota do intestino da mae pode
ser transferida para a crianca e que ela

13
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progrediria no futuro para diabetes tipo
1 por ter sido destituida de importantes
constituintes e/ou por ter a fungao intes-
tinal comprometida, o que predisporia
a instalagdo do diabetes tipo 1.

Em conjunto, esses achados sugerem
que o manejo da composicdo da
microbiota durante a gravidez ou na
infincia precoce poderia prover uma
nova abordagem terapéutica para pre-
venir ou tratar essa doenca®'.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
FUTURAS

Evidéncias de que a composicdo da
microbiota intestinal pode diferir entre
seres humanos magros e obesos tém
levado a especulagdo de que a micro-
biota pode participar da fisiopatologia
da obesidade. Mecanismos diferentes
tém sido propostos para explicar essas
possiveis correlagdes. Contudo, muitas
questoes permanecem sem resposta. A
principio ndo esta claro se pequenas
diferengas de extragcdo caldrica podem
levar a diferengas tdo expressivas
de peso corporal. Além do mais, é
essencial provar se as diferencas de
microbiota observadas em individuos
obesos sdo causa ou consequéncia da
obesidade’.

O manejo da microbiota intestinal re-
presenta uma potencial abordagem no
tratamento da obesidade. No entanto,
o papel de prebidticos, probidticos e
antibidticos na modulacao da obesidade
é desconhecido. Porém, no futuro eles
poderiam ser utilizados como agentes

14

moduladores da microbiota e talvez
tivessem um papel no tratamento da
obesidade e de suas complicagoes'.
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DESENVOLVIMENTO
DA MICROBIOTA
INTESTINAL.
FATORES PERINATAIS

Profa. Dra. Cléa Rodrigues Leone

Durante o periodo perinatal os 6rgaos
e sistemas corpdreos sofrem muitas
mudangas, que visam a adaptagdo do
recém-nascido (RN) ao meio extrauteri-
no e, consequentemente, a garantia de
uma sobrevida harménica com o seu
meio ambiente.

O desenvolvimento da microbiota
intestinal (MI) constitui uma etapa
fundamental nesse processo, especial-
mente considerando-se que se trata de
um ecossistema complexo, que vem
sendo moldado ao longo do tempo
por meio de relagdes entre o hos-
pedeiro e os microrganismos de seu
micro e macroambiente, que é capaz
de modular respostas imunes e promo-
ver a salde. E importante salientar a
importancia da Ml também para o de-
senvolvimento do sistema imune e na
nutricdo, com a sintese de vitamina K,
acidos graxos de cadeia curta e biotina."?

Nestlé Nutrition Institute

Novas tecnologias, desenvolvidas a
partir do Projeto Genoma Humano,
tém propiciado um maior conhe-
cimento desse sistema, bem como
suas funcdes e mecanismos de acao
nos processos de salde e doenca.
Da mesma forma, recentes avangos
em relacdo aos métodos de biologia
molecular utilizados para a identifi-
cagcido das bactérias intestinais tém
permitido a identificacdo e taxonomia
da microbiota intestinal em grande
profundidade, o que até entao ndo era
obtido por meio de culturas.?

No periodo neonatal, com base na
literatura mais atual, considera-se que
a microbiota intestinal seja complexa,
com composicdo variavel, de acordo
com a acao de varios fatores, como:
tempo de gestagdo, padrdo de cresci-
mento intrauterino, tipo de parto, ida-
de, tipo de alimentagdo, ambiente da
Unidade Neonatal, uso de antibiéticos,

intervencbes médicas, entre outros.’

I. CARACTERISTICAS DA MI
AO NASCIMENTO

Conceitualmente, o trato gastrointes-
tinal do feto ao nascimento é estéril,
havendo colonizagdo a seguir, a partir
de microrganismos maternos e do meio
ambiente.

No entanto, estudos experimentais
atuais, realizados em meconio de
recém-nascidos pré-termo (RNPT),
identificaram presenca de DNA bacte-
riano nestes, sugerindo uma influéncia

pré-natal. Nesse sentido, Mshvildadze
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e colaboradores?, estudando a primeira
eliminacdo apds o nascimento de 21
RNPT com menos de 32 semanas de
idade gestacional (IG), por meio de
eletroforese por desnaturagcdo em gel e
reagdo em cadeia de polimerase (PCR),
calcularam o Indice de Diversidade
(ID) das bactérias presentes, tendo ve-
rificado que esse indice foi menor em
RNPT com menos de 30 semanas de
IG em relacdo aos com 30 semanas ou
mais. Também menores indices foram
observados em RN cujas maes tiveram
rotura prolongada de membranas e que
receberam antibidtico intraparto.

Da mesma forma, pesquisas em liquido
amniotico (LA) em maes que entraram
em trabalho de parto prematuro veri-
ficaram a presenga de amplo espectro
de DNA ribossomal bacteriano. A esse
respeito, estudos baseados em PCR
estimaram a presenca de bactérias na
cavidade amnidtica em quantidades 30
a 50% maiores do que as verificadas
anteriormente por culturas.’

A realizacdo desses estudos baseia-se
no fato de se considerar que o feto é
capaz de deglutir 400 a 500 ml de LA
por dia ao termo e a hip6tese atualmente
muito investigada € a de que o trabalho
de parto prematuro seja desencadeado
por agdo de bactérias em LA. Entretanto,
ainda nao se tem conhecimento se o
parto prematuro é uma decorréncia ou
ndo da resposta inflamatéria estimulada
por esses componentes bacterianos, nem
de possiveis repercussdes desses micror-
ganismos sobre o desenvolvimento do

sistema imune.
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Portanto, o trato intestinal ao nascimento
pode nao ser estéril, especialmente em
recém-nascidos prematuros.

Os resultados mais atuais, utilizando
técnicas mais avancadas, com base em
biologia molecular, ttm levado a um
avanco no conhecimento da constituicdo
da MI ao nascimento e sua evolucao de
acordo com a interferéncia de fatores
perinatais. No entanto, considera-se que
estes sejam apenas estudos iniciais, que
indicam a necessidade de realizacio
de novas investigacbes em relacao aos
mecanismos de invasdo bacteriana da
cavidade amnidtica e patogénese dos
processos que podem se seguir a esta,
como as respostas imunoldgicas maternas
e fetais, além dos efeitos clinicos da pre-
senca de algumas espécies microbianas
patogénicas. Esse novo conhecimento
poderd contribuir para que se estabele-
¢am medidas de prevencao e tratamento
mais eficientes nessa fase, reduzindo
o risco de morbimortalidade perinatal.
Em recém-nascidos (RN) de termo,
considera-se que o intestino inicie
colonizagdo no primeiro dia de vida
a partir da exposigdo as bactérias do
canal de parto, nos partos vaginais, e a
flora fecal materna, ao meio ambiente
hospitalar, se admitido em alojamento
conjunto, unidade semi ou intensiva
neonatal, e em decorréncia de sua
manipulagdo pelos pais e membros
da equipe. Essa colonizagdo inicial
seria feita por aerébios facultativos,
como Enterobacteriaceae, Enterococcus
e Streptococcus. Aos 10 dias deve
apresentar uma flora heterogénea,
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com predominio de Bifidobacterium
nos mantidos em aleitamento materno,
além de Bacteroides e Clostridium.®
Em estudo pioneiro realizado na Suécia,
foi estudada a composicao da primeira
microbiota 48 horas apds o nascimento
de 69 RN de termo adequados para
a idade gestacional, apds parto va-
ginal, por meio de PCR quantitativo.
Lactobacillus foi detectado em todos
os RN, enquanto Enterococci, que sao
bactérias oportunistas que podem causar
infeccdo hospitalar, estiveram presentes
em 30% dos casos. Estas dltimas bac-
térias podem ter sido contaminantes do
meio e ndo necessariamente originadas
da mae.’

No Brasil, foi realizada a avaliacdo do
desenvolvimento da microbiota intes-
tinal em RN de termo que nasceram
de parto vaginal em Hospital Univer-
sitario em Sdo Paulo e que receberam
aleitamento materno exclusivo. Foram
colhidas amostras fecais no segundo,
sétimo e trigésimo dias de vida e usadas
técnicas moleculares para analise da
colonizacao intestinal dessas criancas.
Observou-se nos primeiros dias a predo-
minancia de Escherichia e Clostridium,
provavelmente adquiridos a partir do
meio ambiente hospitalar, e baixa taxa
de colonizagdo por Staphylococcus.
Estes resultados diferem dos obtidos
em paises desenvolvidos, nos quais se
verificou predominio dessa bactéria,
provavelmente originada a partir da pele
dos pais por contato direto.’

Esses resultados obtidos em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento,
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além de evidenciarem possiveis dife-
rengas nas normas de prevencdo de
infeccoes entre essas unidades neona-
tais, que merecem ser revistas, também
podem estar sinalizando uma coloni-
zagao diversa. As repercussdes dessas
diferencas sobre o desenvolvimento da
imunidade e do risco de doencas nessas
duas situacoes ainda sdo desconhecidas.
Ja em pré-termos a colonizagdo é mais
lenta, principalmente em decorréncia
das intervengoes realizadas nos que
permanecem em UTI neonatais, como
uso de antibidticos, nutricdo parente-
ral e a permanéncia em incubadoras.
Isto faz com que adquiram mais len-
tamente as bactérias residentes no
intestino para constituir a flora intes-
tinal, tornando-se mais susceptiveis a
colonizacdo patogénica.’

Além disso, possuem uma motilidade
intestinal reduzida e predisposicao
a supercrescimento bacteriano. Estas
caracteristicas dos RNPT constituem
fatores que contribuem para o maior
risco de infeccbes nesse grupo. Nes-
ses RN as bactérias mais frequentes
identificadas em culturas de fezes tém
sido enterobactérias, Staphylococci,
Enterococci e Bifidobacteriae.

Em RNPT extremos, com menos de
30 semanas de IG, foram colhidas
amostras de fezes a cada 3 dias, entre
3 e 56 dias de vida. Os dados relativos
a microbiota fecal, por meio de andlise
molecular, variaram entre os pacientes
e com a IG. Em cada RN, o indice de
diversidade bacteriana aumentou 0,45
unidades por semana. Por andlise univa-
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riada, uma IG < 28 semanas, parto cesa-
reo, antibioticoterapia materna antenatal
e uso precoce de antibidticos no RN
associaram-se a maiores ID durante a
evolugao pds-natal. A maioria dos RNPT
mais imaturos estavam colonizados por
Staphylococcus durante o primeiro més
de vida, o que pode aumentar o risco
de sepse tardia nesses RN.

Ainda nessa pesquisa, o ID as 6 semanas
de vida correlacionou-se inversamente
com a duragdo da antibioticoterapia
tardia e da nutricdo parenteral e dire-
tamente com a duracdo do aleitamento
materno. Foi verificado, ainda, que
o ganho de peso nesse periodo foi
maior com o aumento do ID. Também
o desenvolvimento da microflora foi
diferente entre os RN com intolerancia
alimentar ou ECN em relacdo aos com
boa tolerancia.

Esses resultados sdo muito importan-
tes, pois podem reforcar um possivel
beneficio do uso de probidticos nesses
RN mais imaturos, que tém baixa co-
lonizagdo por Bifidobacterium e que
evoluem com intolerancia alimentar e
ganho de peso insuficiente.™

A colonizacao inicial apés o nascimento
constitui a primeira microbiota e tem
particular importancia para a evolugao
do sistema imune ainda imaturo. Portan-
to, intervengbes que possam contribuir
para a formagdo de uma MI a mais
proxima da esperada em RN conside-
rados sadios deverdo ser estimuladas
sempre, depois de avaliadas quanto a
sua seguranga e efetividade, antes de
se tornarem uma rotina.
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1. FUNCOES DA MI
NO RECEM-NASCIDO

Tém sido atribuidas a microbiota de
RN, mais frequentemente em RNPT,
importantes influéncias sobre metabo-
lismo, nutricdo, funcdes imunoldgicas
e defesa contra patégenos.

O equilibrio da Ml é fundamental para
garantir a salde do RN, pois a ocor-
réncia de desbhalancos pode levar ao
desenvolvimento de doencas a curto
e em longo prazo. Na fase neonatal
precoce, podem ocorrer diarreia, sepse,
ma nutricdo e enterocolite necrosante
(ECN). Evidéncias atuais tém indicado
que a ndo exposicao a varios micror-
ganismos em fase precoce da vida (Hi-
pétese da Higiene) pode associar-se a
ocorréncia de doencas no futuro, como
obesidade, diabetes, Doenca de Crohn,
alergias, asma e sindrome metabdlica.
Durante o periodo neonatal, a partir de
estimulo pelas bactérias intestinais ao
tecido linfoide associado ao intestino
para producdo de anticorpos contra
patégenos na luz intestinal, o sistema
imunoldgico ird desenvolver reacgoes
contra as bactérias estranhas, mas nao
reagird contra as espécies consideradas
ndo patogénicas (habitantes locais),
desenvolvendo tolerdncia imunolégica
especifica. Essas bactérias estao rela-
cionadas a expressdao de receptores
celulares Toll-like nas células intestinais,
que conferem ao intestino a capacida-
de de diferenciar os habitantes usuais
(comensais) e os estranhos (patogénicos)
na luz intestinal."
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Particularmente em RNPT essas acoes
da MI sdo importantes, pois associadas
a presenca de IgA secretéria e varios
outros elementos das reacdes imuno-
[6gicas locais irdo determinar o grau
de invasdo bacteriana e ativacao da
cascata inflamatéria relacionada ao
desenvolvimento de ECN.'

Estudos experimentais sugerem que a Ml
no periodo neonatal tem influéncia sobre
o estado nutricional, o desenvolvimento
do trato gastrointestinal e a manutenc¢do
da integridade da superficie mucosa.’
Particularmente o fortalecimento da bar-
reira intestinal constitui um dos maiores
desafios a MI, pois este obsticulo a
passagem de bactérias patoldgicas intes-
tinais ao meio interno, por translocagao
bacteriana, € um mecanismo de defesa
fundamental para a protecao contra
a ocorréncia de sepse tardia a partir
do trato intestinal.’ Essa disseminacdo
bacteriana a partir da quebra da barreira
intestinal agrava muito a evolucao dos
casos de ECN."

Outra funcdo da MI necessaria a re-
gulacdo da fungdo intestinal nas mais
diversas situacoes é sua acao sobre
a motilidade por meio de interacdes
com o sistema nervoso central. Assim,
o cérebro é capaz de atuar sobre os
organismos comensais intestinais, via
modificacbes em motilidade, secrecao
e permeabilidade intestinal, ou direta-
mente, pela liberagao de sinalizadores,
como células cromafinicas, neurbnios e
células imunes. A comunicacao da Ml
se faz por células epiteliais, sinalizacao
mediada por receptores e, quando
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ocorre aumento da permeabilidade,
por estimulo direto de células hospe-
deiras na lamina prépria. Nesse canal
de comunicacdo intestino-cérebro, as
células cromafinicas funcionam como
transdutores bidirecionais que regulam
esse processo. Rupturas dessa integra-
¢do podem participar da fisiopatologia
de doencas funcionais e inflamatdrias,
agudas e cronicas.

Um dos sistemas mais importantes
no controle da microflora intestinal
é a motilidade intestinal por meio de
remocgao de bactérias em excesso no
[Gmen. Para que funcione normalmente,
é necessaria a coordenacao entre neu-
ronios extrinsecos, neuronios motores
entéricos, células intestinais de Cajal e
musculatura lisa. Este sistema nervoso
entérico constitui um cérebro complexo
integrativo e foi chamado por alguns
autores de “segundo cérebro” por ser
capaz de controlar a fungao intestinal.’

I11. FATORES MATERNOS
E PERINATAIS

Fatores maternos e perinatais podem
modificar a evolugao “fisiolégica” de
constituicio da microbiota intestinal
apos o nascimento. Alguns deles mere-
cem destaque, em fungao de seus efeitos
e da existéncia de estudos com meto-
dologia mais atual sobre suas agbes.

lHL.I. TIPO DE PARTO

O tipo de parto e sua relagdo com o
desenvolvimento da MI no RN, além
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de efeitos em longo prazo, tém sido
objeto de varios estudos.
Tradicionalmente, considera-se que, nos
partos vaginais, o feto/RN inicia sua
colonizacdo intestinal a partir da pas-
sagem pelo canal de parto em funcdo
do contacto com bactérias da vagina
e do intestino maternos. Predominam
nesse momento Lactobacillus, Prevotella
e outras Bifidobacteria."

Por outro lado, a colonizacdo intesti-
nal de RN apdés o parto cesdreo tem
se mostrado com menor diversidade
bacteriana e com flora semelhante a
de superficies, com predominio de
Staphylococcus. Tem sido mais lenta e
tem em sua constituicao Lactobacillus,
Bifidobacterium e Bacteroides.

Estudos de evolucdo em longo prazo tém
sugerido que essa colonizagao intestinal
inicial tem efeitos permanentes sobre o
intestino, até 6 meses ou 7 anos apos,
de acordo com diferentes autores.'*'
Considerando-se a influéncia da Ml sobre
o desenvolvimento pds-natal do sistema
imune, o tipo de parto ganha uma im-
portancia maior por poder influenciar
essa evolucdo. Dados epidemioldgicos
tém mostrado maior frequéncia de rinite
alérgica, asma, diabetes tipo 1 e alergias
alimentares em criangas nascidas de par-
to cesareo em relacdo ao vaginal."”1%19
E interessante notar que o risco de
asma aumentou 60% quando houve
repeticdo do parto cesareo sem rotura
de membranas em relacdo aos casos
nos quais houve rotura de membranas
amnidticas e/ou trabalho de parto antes,
conforme dados de literatura.’?°
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lLIL TIPO DE ALIMENTACAO

A influéncia do tipo de alimentagao
oferecida ao RN sobre a Ml tem sido
objeto de inlmeros estudos, especial-
mente aqueles que avaliam a impor-
tancia do aleitamento materno e seus
efeitos benéficos. Incontestavelmente,
a nutricdo enteral inicia a promogao
do desenvolvimento do ecossistema
intestinal imediatamente, constituindo
inclusive o inicio precoce da nutricdo
enteral minima, preferentemente com
o leite da prépria mae, uma das bases
das recomendacdes mais atuais de
nutricdo de RNPT, especialmente nos
mais imaturos. Esta decorre dos efeitos
benéficos sobre o sistema de defesa
do hospedeiro, digestdao e absorgdo
de nutrientes, funcdo gastrointestinal,
evolugdo do neurodesenvolvimento e

bem-estar materno.

Em RNPT mais imaturos, devido a suas
necessidades nutricionais especiais para
crescimento, em consequéncia de sua
imaturidade metabdlica e do trato gas-
trointestinal, associadas a imaturidade
do sistema imunologico e a presenca de
distdrbios que acompanham a prema-
turidade no periodo neonatal precoce,
o fornecimento adequado de nutrientes
torna-se uma tarefa mais complexa.

O leite humano (LH) contém ele-
mentos bioativos capazes de inibir o
crescimento de bactérias patogénicas
e virus, dentre esses a lactoferrina, 1gA
secretéria e o peptideo formado durante
a digestdo. Constitui importante fonte
de Lactobacillus, provavelmente de
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origem enddgena, que sdo semelhantes
aos probidticos industrializados pelo
menos no que se refere a sobrevivéncia
no trato gastrointestinal, produgao de
produtos antimicrobianos, aderéncia a
células intestinais, produgdo de aminas
biogénicas e padrdes de resisténcia
bacteriana. Também os oligossacarideos
presentes no LH tém acdo prebidtica,
que estimula a formagdo de flora bifi-
dogénica.’

Assim, os RN que recebem LH exclusivo
tém uma flora intestinal com predominio
de bifidobactérias e Lactobacilli.
Outros componentes do LH contribuem
para essa agdo protetora anti-inflama-
téria, como antioxidantes, fatores de
crescimento epitelial, agentes protetores
celulares e enzimas, capazes de degra-
dar mediadores inflamatérios. A menor
relagdo w6/w3, com maior proporgao
de w3 anti-inflamatérios em relacdo aos
pré-inflamatérios wéb, também contribui
para essa agao.’”’

De acordo com o exposto acima, es-
tudos clinicos de diferentes locais tém
evidenciado esse maior efeito protetor
do LH em RNPT, em relacdo a ocor-
réncia de menores episddios de sepse
tardia, ECN, diarreia, infeccdo urindria
e menor necessidade de uso de anti-
bidticos, quando comparados aos que
receberam férmula. Particularmente
quanto a sepse precoce e a ECN, es-
ses efeitos foram observados em RN
que receberam mais de 50 ml/kg/dia
de LH em relacido aos que foram ali-
mentados com menor quantidade de
LH ou férmula.?
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ILII. USO DE ANTIBIOTICOS

Nos partos prematuros, o binémio
mae-filho recebe antibidticos muito fre-
quentemente, especialmente se ocorreu
rotura prolongada de membranas, mes-
mo sem evidéncia de infeccdo, como
parte da abordagem para prevengao
de infecgdo precoce no RN. Nos casos
em que ocorreu parto prematuro sem
causa definida, esta pratica também é
muito utilizada enquanto se realiza a
investigacdo sobre infeccao e se defi-
ne a continuidade ou a suspensdo do
antibiético no RN.'™

Por outro lado, a literatura, em adultos,
tem mostrado efeitos indesejaveis do
uso de antibidticos sobre a MI, como
reducdo da diversidade da microflora
intestinal e predominio de bactérias
mais resistentes, que se mantém mesmo
apo6s 2 anos dessa exposicdo.?

Se os efeitos da antibioticoterapia verifi-
cados em adultos podem ser estendidos
aos recém-nascidos, é importante que
as indicagdes de esquemas antibidticos
apds o nascimento — como parte de
rotinas de prevengdo de infecgbes em
situaces de maior risco de ocorréncia
destas — sejam, cada vez mais, o mais
restritas possivel, evidentemente sempre
se ponderando qual sera o maior risco
para o RN.

lHLIV. DESVIOS DO
CRESCIMENTO INTRAUTERINO

A influéncia de desvios do padrdo de
crescimento intrauterino considerado
normal sobre a composicido da Ml
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apds o nascimento tem sido estudada
utilizando-se técnicas mais atuais mo-
leculares.

Nesse sentido, em amostras fecais de
79 RN nas primeiras 48 horas de vida,
observou-se elevada prevaléncia de
gram-negativos do tipo Proteobacteria,
especialmente Escherichia coli, em
RN considerados grandes para a idade
gestacional. Como essas criangas mais
frequentemente sdo o resultado de
gestacbes em mulheres obesas, com
ganho excessivo de peso durante a
gestagdo, constituem uma populagao
de risco metabdlico em sua evolucao,
particularmente em relagdo a obesidade
e diabetes tipo 1. No entanto, ainda nao
se tem conhecimento sobre a existéncia
de mecanismos pelos quais essa Ml possa
modificar a homeostase na vida futura.*
Por outro lado, o crescimento menor do
que o normal, caracterizado como cres-
cimento intrauterino restrito (CIUR) em
RN, pode provocar colonizagao intesti-
nal e fermentacao bacteriana diferente
da verificada em RN normais. Este efeito
provavelmente decorre das modificagdes
intestinais decorrentes do CIUR, como
menor peso e comprimento intestinal,
conforme evidenciado em humanos e
em varios modelos animais.??°
Outros efeitos descritos do CIUR sdo
alteracdo do desenvolvimento da mu-
cosa do intestino delgado (nimero e
comprimento das vilosidades, nimero
de células por vilo e por cripta) e
da capacidade proliferativa, redugao
das atividades de dissacaridases e
aminopeptidases, além da capacidade
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absortiva do duodeno e do jejuno em
estudos experimentais.”’

Estas alteragdes podem aumentar a
disponibilidade de compostos nado di-
geridos no ldmen e do potencial para
fermentacdo bacteriana, modificando a
colonizacao.

Com base nesses aspectos, estudo reali-
zado em ratos verificou que a presencga
de CIUR aumentou consideravelmente
a densidade bacteriana e, numa in-
tensidade menor, a composicdao da
microbiota do ceco e do célon, que
persistiram durante a evolucdo dos
animais. Os autores questionaram o
quanto essas alteracdes poderao trazer
consequéncias na fisiologia intestinal
e/ou na predisposicdo a patologias do
intestino.?”

As consequéncias no periodo neona-
tal e ap6s da ocorréncia de desvios
do crescimento intrauterino sobre o
balanco metabélico e funcional do
intestino ainda sdo desconhecidas, mas
os estudos atuais abrem um caminho
para que novas pesquisas procurem
investigar essas relagdes.

IV. CONSIDERACOES FINAIS

O avango do conhecimento sobre o
desenvolvimento da microbiota intesti-
nal apés o nascimento vem crescendo
ao longo do tempo a medida que se
desenvolvem novas técnicas de analise
utilizando-se recursos da biologia mo-
lecular. A partir destas informagoes, tem
sido possivel avaliar sua importancia
para o desenvolvimento do trato gas-
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trointestinal e do sistema imune, bem
como sua capacidade de modular res-
postas imunes e atuar sobre o equilibrio
metabdlico do recém-nascido, promo-
vendo a saude futura. A identificacao
de fatores perinatais capazes de alterar
seu equilibrio, com repercussdes sobre
o balango metabdlico e imunolégico
futuro, e o consequente desenvolvi-
mento de doencas cronicas sao de
fundamental importancia para que se
possa estabelecer estratégias efetivas
de prevencgao de doencas.

Particularmente em relagdo ao uso de
probidticos, prebidticos e simbidticos
em RNPT, a Academia Americana de
Pediatria e a Sociedade Europeia de
Gastrenterologia, Hepatologia e Nutri-
¢ao Pediatrica, em recomendacao atual,
consideram que ndo existem evidéncias
conclusivas (Nivel 1?) para recomendar
seu uso rotineiro em todos os RNPT. 2829
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A INTERACAO ENTRE
A MICROBIOTA E O
SISTEMA IMUNE DE
MUCOSA DO TRATO
GASTROINTESTINAL

Profa. Dra. Cristina Miuki Abe Jacob

O sistema imune de mucosa do trato
gastrointestinal denominado GALT (gut-
-associated lymphoid tissue), além de
representar uma importante estrutura
de organizagao do sistema imune de
mucosas, € reconhecido hoje como o
local onde ocorre a interacdo entre o
sistema imune e a microbiota, asse-
gurando-se um balango homeostatico
caracterizado por resposta ativa contra
patégenos e uma hiporresponsividade
a microbiota intestinal.’

Nas ultimas décadas, houve importante
expansdao do conhecimento sobre a
estrutura e a fungao dos varios compar-
timentos do sistema imune de mucosas,
em especial do GALT, tornando-o o
cenario principal do desenvolvimento
de tolerancia oral. Desde entdo, este
sistema é descrito como uma rede
integrada de tecidos, células e molé-
culas efetoras, que em conjunto com
a microflora protegem o organismo de
insultos infecciosos e ambientais. Sua
composicao inclui as células epiteliais,
a placa de Peyer, as células do sistema
imunoldégico e os linfonodos mesentéri-
cos (Figura 1). Atualmente a microbiota
faz parte deste sistema, evidenciando-se
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cada vez mais sua inter-relacdio com
as células do sistema imunolégico do
trato gastrointestinal (TGI). A importan-
cia dessa rede de intercomunicacoes
e de seus efeitos em locais distantes
fica evidente por estudos que mostram
que a administragdo de antibiéticos no

periodo neonatal tem sido associada
ao desenvolvimento de asma, suge-
rindo-se que alteragdes na microflora
intestinal podem afetar os pulmdes,
provavelmente em decorréncia da
integracdo entre os varios sistemas de
mucosas.’

Figura 1 - Sistema imune de mucosa do trato gastrointestinal e sua relacao

com a microbiota
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A microbiota intestinal humana é um
complexo ecossistema com cerca de
10"-10"* microrganismos, cuja compo-
sicdo varia de acordo com idade, dieta,
ambiente e medicages. Vdrios autores
tém enfatizado a associacdo entre
estilo moderno de vida, composicdo
da microbiota e risco de desenvolvi-
mento de doencas imunoalérgicas.**
Em consequéncia deste fato, muitas
estratégias de manipulagdo da micro-
biota intestinal estdo sendo avaliadas

como imunomodulacdo e controle de
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doencgas crénicas imunomediadas.”®
Atualmente, a microbiota é reconhe-
cida como um fator responsavel pelo
desenvolvimento da arquitetura intes-
tinal e do sistema imune de mucosas.
Este ecossistema tem importante papel
na diferenciacdo da célula dendritica,
através do Toll-like receptor 4 (TLR-4),
ressaltando-se o elo entre a imunidade
inata e a adaptativa no processo de
tolerancia oral.”

A microbiota intestinal é fundamental
na aquisicao de nutrientes, na defesa
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contra a colonizagdo por patégenos e
no desenvolvimento do sistema imuno-
[6gico. Varios experimentos com ani-
mais germ-free tém revelado a impor-
tancia da microbiota na formacao do
GALT. Camundongos que perderam a
microbiota intestinal apresentam pobre
desenvolvimento de placas de Peyer,
foliculos linfoides da mucosa e linfono-
dos mesentéricos, o que ressalta o papel
das bactérias comensais na estruturacao
do GALT. Interessante é o fato de que
a colonizagdo com um simples tipo de
bactéria reverte este achado.® Outros
grupos de pesquisadores tém mostrado
o papel da microbiota também na an-
giogénese e no desenvolvimento tanto
da imunidade inata quanto adaptativa
do intestino.”'® Além destes achados,
constata-se que em animais germ-free
também se observa reducdo do ndmero
de linfocitos produtores de IgA e de
células T CD4*, o que resulta em altera-
¢Oes importantes de fungao do GALT."
Evidéncias apontam que determinadas
espécies da microbiota podem ter pa-
pel especifico na indugdo de resposta
imune do GALT. Bactérias filamentosas
podem promover a diferenciacdo de
linfécitos TH17, e Clostridium spp
podem promover o desenvolvimento
de células T regulatérias.'

INTERACAO ENTRE
MICROBIOTA E SISTEMA
IMUNE DO TRATO
GASTROINTESTINAL

O TGI representa o sitio primério

da interagdo entre o hospedeiro e a
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microbiota. Atualmente, o grande foco
de estudo estd em como a microbiota
intestinal influencia o desenvolvimen-
to e a fungao dos 6rgaos linfoides do
GALT, em especial as células efetoras
e regulatérias. As bactérias da micro-
biota estdo mergulhadas na camada
de muco que cobre todo o epitélio
intestinal e funciona ndo apenas como
barreira fisica mas também como
importante mediador de interagao
entre células epiteliais e microbiota,
sendo sua funcdo também afetada
por este ecossistema. A teoria mais
aceita deriva da hipédtese elaborada
por Metchnikoff, ha cem anos, que
postulava que microrganismos espe-
cificos da microbiota poderiam in-
fluenciar o balango entre as respostas
inflamatdria e regulatéria no intestino
e que alteragdes nesta constituicdo
poderiam se relacionar com o desen-
volvimento de doencas inflamatdrias.
Embora esta proposta seja bastante
antiga, cada vez mais a visdo atual
da influéncia deste ecossistema no
desenvolvimento de doencas nio sé
intestinais mas também autoimunes
tem sido associada a alteracbes da
microbiota intestinal.

Outro fator associado a microbiota
e a funcdo imune tem sido o siste-
ma mucociliar. A camada de muco
do célon consiste de duas camadas
estratificadas, compostas principal-
mente de mucina secretada, a qual é
glicosilada e rica em oligossacarideos
complexos.'* A camada mais interna é
de composicao densa e sem bactérias,
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enquanto a camada externa alberga a
microbiota. Esta localizagdo pressupde
uma possivel fungdo em relacdo a
estes microrganismos, ja que sequestra
muitos fatores produzidos pela célula
epitelial, tais como fator de crescimen-
to, fator trefoil e peptideos bacterianos.
O fator trefoil é um peptideo resistente
a protease e apresenta funcdo seme-
lhante a um fator de crescimento,
sendo responsavel pela integridade do
epitélio intestinal, além de representar
um componente do sistema de defesa
do TGI. Uma das hipdteses é de que,
por ocasido de insultos que promovam
uma quebra desta barreira de muco,
estes fatores seriam liberados, aler-
tando o hospedeiro e controlando a
penetragdo da microbiota nos tecidos
adjacentes.?

Uma dos principais fun¢bes da mi-
crobiota é o desenvolvimento de
Tolerancia Oral (TO).
é definido como uma auséncia de

Este fendmeno

reagoes do sistema imune a exposigao
a um antigeno ja conhecido. No TGl,
antigenos particulados sdo captados
principalmente pela célula M, que
é uma célula do epitélio intestinal
diferenciada, embora sejam também
captados pela célula dendritica (CD),
que é a célula apresentadora de
antigenos profissional.’ Para diferen-
ciagdo dessa célula e apresentagdo
do antigeno as células do GALT que
geram uma resposta tolerogénica, é
fundamental que haja um estimulo
tolerogénico. Em condicdes fisiol6-
gicas, para que a CD desempenhe
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um papel tolerogénico, é necessario
que a mucosa intestinal favorecga essa
diferenciagcdo através da producgdo
de citocinas tolerogénicas, tais como
Interleucina 10 (IL-10) e Transforming
Growth Factor B (TGF-p).
Recentemente, a importancia fun-
damental do epitélio intestinal e da
microbiota tem sido ressaltada.'

As células epiteliais da mucosa
intestinal representam um papel fun-
damental no sistema imune do GALT.
Anteriormente se valorizava apenas
seu papel como barreira fisica em
associacdo com o sistema mucociliar.
Atualmente, o epitélio intestinal é
considerado um 6rgdo participante do
sistema de mucosas do TGl, ja que pro-
duz citocinas, hormonios, fatores de
crescimento e participa efetivamente
da ativacao das CD para apresentagao
antigénica. A semelhanca das células
imunocompetentes da mucosa, tam-
bém possui receptores denominados
Pattern Recognition Receptors (PRR),
entre os quais os Toll-like receptors
(TLR) e os Nucleotide Oligomerization
Domain (NOD) se incluem. Os Toll-
-like receptors sao constituidos de 13
estruturas localizadas na membrana da
célula e reconhecem os PAMPs (Patho-
gen-s Associated Molecular Patterns)
apresentados pelos microrganismos.
Entre eles, merece destaque o Toll-like
receptor 4 (TLR-4), que reconhece o
PAMP associado ao lipopolissacarideo
(LPS). Este fendmeno, além de promo-
ver a diferenciacdo e a maturacdo da
célula dendritica, é associado a uma
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resposta tolerogénica do GALT e re-
presenta a ligacdo entre a imunidade
inata e a adaptativa no processo de
TO."®'7 Além desse fendmeno, a ati-
vacao das células epiteliais também
estimula a produgao de peptideos an-
timicrobianos pelas células de Paneth,

localizadas no epitélio das criptas, e
de quimiocinas. Os peptideos refor-
¢am a acao protetora exercida pelo
epitélio, funcionando agora como uma
barreira fisico-quimica e limitando o
crescimento bacteriano e o acesso ao
intestino.'®

Figura 2 - Ativacao da célula dendritica pela microbiota intestinal

Proteina

da dieta Microbiota

Células
epiteliais

' PAMP

§ Tolllike receptor

Células
dendriticas

Ativacao

Estimulo tolerogénico

A maturacdo do GALT, a secrecdo da
imunoglobulina A (IgA) e a ativacao
de células T na mucosa dependem
dos estimulos derivados da microbiota,
que regulam também a inter-relagdo
das células dendriticas e das células
epiteliais, além da resposta imune
dos linfécitos T e B." Um impor-
tante fendbmeno que ocorre apés a
colonizagdo microbiana do intestino
é a producgdo de IgA por células imu-
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Célula dentritica
ativada

nocompetentes do GALT. As células
plasmaticas localizadas na lamina
préopria das vilosidades intestinais
produzem cerca de 40 a 60 mg/kg
de IgA. Esta IgA é transportada atra-
vés do epitélio para a luz intestinal,
onde auxilia na protecao contra
infecgdes bacterianas, virais e para-
sitarias. Grande parte desta IgA é do
tipo IgA2, mais resistente a proteases,

conservando assim sua funcdo imune.
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A adesdo da IgA a antigenos da dieta
neste compartimento também auxilia
na protecao contra a alergia alimentar.
No neonato, o sistema imune ainda
ndo completou sua fase de maturagao,
e durante a amamentacao o leite ma-
terno auxilia na prote¢do do intestino
do neonato através da passagem, pelo
leite, de IgA e linfécitos ja primados no
sistema imune materno. Estes linfécitos
apresentam capacidade de producdo
de IgA secretdrias especificas para
antigenos aos quais a mae foi exposta,
0 que mostra que a prote¢cao materna
pelo aleitamento é de especial impor-
tancia em uma fase em que existe uma
incompeténcia fisiolégica do intestino
da crianga na protegdo contra prote-
inas alergénicas da dieta e antigenos
bacterianos.?

Na indugdo do processo de TO, o
papel da CD103* do intestino e do
acido retinoico é de fundamental
importancia pelo fato de que este
tipo celular é produtor de TGF-p,
uma potente citocina tolerogénica
que estimula a producdo de IgA, uma
imunoglobulina predominante no in-
testino. As células epiteliais intestinais
produzem tanto TGF-$ como IL-10,
que também é tolerogénica. Estas
citocinas, em especial o TGF-B, sdo
responsaveis pela indugdo de células
T reguladoras (Treg), um tipo celular
envolvido na TO."”

A importancia do 4cido retinoico no
processo de TO tem sido cada vez
mais fundamentada pelo fato de que
as CD necessitam desse acido para
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sua ativacao no intestino, com ex-
pressao de receptores associados ao
homing destas células. Entende-se por
homing o fato de que estas células
circulam por varios sitios do intestino,
exercendo sua funcdo imune. Outro
fato interessante é que estas células
também induzem a produgdo de Treg
Foxp3+ via produgao de TGF-f, que
em associagdo com o acido retinoico
amplifica este fen0meno. Assim, este
ambiente de citocinas tolerogénicas
iniciado pela estimulagdo de células
dendriticas pela microbiota favorece
uma resposta de tolerdncia, o que
faz com que ndo haja uma resposta
inflamatéria a antigenos novos em
contato com o individuo. Qualquer
interferéncia neste processo (como
mudangas na constituicao da mi-
crobiota natural) poderia quebrar o
processo de tolerancia. Este conceito
se aplica ndo apenas a doengas alér-
gicas mas também as autoimunes, tais
como diabetes, doencas inflamatérias
intestinais e reumatoldgicas.

O conhecimento do processo de TO
tem estimulado vdrios pesquisadores
a usar o trato gastrointestinal como
cenario de varios procedimentos te-
rapéuticos de indugdo de tolerancia,
tais como a dessensibilizacdo oral,
como tentativa da indugcao de TO
em pacientes com alergia alimentar
persistente.?’

A importancia do papel da microbio-
ta adequada para desenvolvimento
de tolerdncia também tem sido um
conceito utilizado como estratégia
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terapéutica imunomodulatéria, ja que
em muitas doencgas autoimunes e/ou
inflamatoérias tém sido constatadas
alteracdes da microbiota fisioldgica.
Doencas cronicas, em especial aquelas
alérgicas ou autoimunes, tém sido o
alvo para o restabelecimento da mi-
crobiota intestinal benéfica. Nestes
casos, o uso de probidticos tem sido
uma alternativa terapéutica para mui-
tas doencas??. Recentemente, Kuitunen
M avaliou os mais recentes estudos
sobre ao efeitos da suplementagdo de
probidticos na prevengao da alergia
alimentar e eczema atépico®. Entre
as varias doengas atopica, o efeito
mais notavel é em relacdo ao eczema
atépico, onde mais da metade dos
estudos mostram reducdo da doenca
até 2 anos, enquanto os outros estudos
falham em mostrar esta evidéncia. Os
efeitos mais consistentes ocorrem no
uso combinado de suplementacao
no periodo antenatal e pos-natal na
crianga, em especial com o uso de
Lactobacillus rhamnosus. Intervencgdes
isoladas nestes periodos falham em
mostrar efeitos. Em recente estudo
de seguimento a longo prazo destes
pacientes, Wickens et al mostraram
que o efeito benéfico se mantém
até a idade de 4 anos®*. Eigenmann
PA também revisou a literatura sobre
o papel de probidticos e prebidticos
na prevencdo do eczema infantil e
conclui que®:
a) a microflora intestinal interage com
o sistema imunolégico do hospe-
deiro e pode proteger do desen-
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volvimento de sintomas alérgicos
precoces.

b) os estudos de precoce suplemen-
tacao de probidticos e prébidticos
para prevencdo de dematite atopi-
ca, ainda sao conflitantes.

¢) o efeito protetor encontrado em al-
guns estudos é fortemente associa-
do a cepa de probiético escolhida,
sendo o Lactobacillus rhamnosus
a que mais demonstrou modular
beneficamente o sistema imune.

d) intervencdes mais eficientes po-
deriam combinar probidticos e
prebidticos em associagdo a outras
intervengoes, ja que até o momento
a estratégia 6tima para prevencao
permanece a ser definida.

Concluindo, podemos afirmar que a
composicao da microbiota intestinal
exerce papel fundamental na sdude
do hospedeiro. As intervencdes de
prevencao para doencgas atopicas com
probidticos e prebidticos podem ser
possiveis, mas novos estudos de se-
guimento a longo prazo deverdo ser
desenvolvidos para confirmar o efeito
benéfico desta estratégia.
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A MICROBIOTA
INTESTINAL E AS
AFECCOES DO TRATO
DIGESTORIO

Prof. Dr. Mauro Sergio Toporovski

No corpo humano estima-se a existén-
cia de aproximadamente 10" células,
das quais aproximadamente 90% sdo
representadas por bactérias ndo pato-
génicas que compdem a microflora
aerébica e anaerébica do intestino.
Parte destes microrganismos adere a
superficie das células epiteliais e ou-
tros ficam em suspensdo na camada
de muco intraluminal.!

A aderéncia bacteriana é modulada
pelo pH luminal, caracteristicas da su-
perficie e presenga de fibronectina. As
bactérias intraluminais constituem 40%
do peso fecal, porém nio representam
necessariamente as mesmas cepas que
permanecem em simbiose nos diferen-
tes segmentos intestinais.

A maioria dessas bactérias sdo anae-
robias de dificil cultivo e identificacao
pelos métodos tradicionais. Nos dltimos
anos, o desenvolvimento dos métodos
de genética molecular, tais como téc-
nicas de PCR, hibridizacdo dos acidos
nucleicos e “probes” de 16 sRNA,
pemitiu detectar e estudar as diferentes
cepas que compdem a microbiota, sem
a necessidade de cultiva-las em meios
de cultura.?

A habilidade do hospedeiro humano de
processar os nutrientes e de controlar a
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resposta imune é dependente do equi-
librio da flora indigena representada
pelo microbioma. Os diferentes tipos
de dieta alimentar, estilo de vida, uso
de medicagdes e antibidticos geram
interferéncias no metabolismo das
células intestinais, sendo estes fatores
que estimularam nos Gltimos anos as
pesquisas no sentido de manter a mi-
croflora estavel, reduzindo o impacto
negativo dos eventos adversos sobre a
salide humana.’

A colonizacdo do intestino inicia-
-se logo apds o nascimento, sendo
detectadas bactérias no mecdnio nas
primeiras 4 horas de vida. O parto
vaginal propicia rapida colonizagao
por anaerébios, que representam 96%
da flora intestinal, predominando o B.
fragilis. Quando o parto € cirlrgico ha
um retardo da colonizacdo, especial-
mente por anaerdbios, que passam a
representar apenas 59% do montante,
com menor proporgdo do B. fragilis.
O parto natural favorece o estabele-
cimento de uma microbiota intestinal
mais equilibrada e determina um pH
intraluminal mais acido, o que confere
beneficios nas primeiras semanas de
vida.* Esses efeitos ndo se relacionam
com a prevaléncia de sintomas gas-
trointestinais em idades mais avancadas
no que concerne a flatuléncia, célicas
abdominais, distensao abdominal e
sangue nas fezes.®

O lactente em aleitamento natural tem
flora predominante de Lactobacillus
sp. e Bifidobacterium, enquanto os
alimentados por férmula desenvolvem
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flora representada principalmente por
Bacteroides, E. coli, Enterococcus e
Clostridium. Os lactobacilos sdo parte
da flora subdominante e as bifidobacté-
rias representam a flora ativa dominante;
os dois grupos em equilibrio estimulam
a resposta imune e inibem a adesao
de microrganismos patogénicos, tanto
bactérias quanto fungos.®

TRATO DIGESTORIO E
MICROBIOTA INTESTINAL

O estomago é considerado “relativa-

l//

mente estéril”, contendo menos do que
10° unidades formadoras de colbnias
(UFC) decorrente do pH intraluminal
acido. A flora é predominante aerébica
e gram-positiva. No intestino delgado
a colonizagdo aumenta para 10° e 10*
UFC, com pouca presencga de bactérias
anaerébias.

A acidez gastrica e o peristaltismo in-
testinal sdo importantes para a protecao
contra o sobrecrescimento bacteriano
no trato digestério. Quando ocorre di-
minui¢ao na produgdo acida aumentam
as chances de colonizacdo de micror-
ganismos patogénicos, tais como Vibrio
cholerae, Candida sp., Campylobacter
sp. e Strongyloides stercoralis, entre
outros. Esse efeito protetor é mais bem
observado em criangas que vivem em
areas com baixos indicadores socioe-
condmicos.”

Os acidos biliares também exercem
papel de protecdo contra a contamina-
cao intestinal. No ileo distal, aumenta
a populagdo bacteriana para em torno
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de 10" UFC/ml, predominando bactérias
gram-negativas e anaerébios dos géne-
ros Bacteroides, Bifidobacterium, Fusi-
bacterium e Clostridium. No intestino
grosso, o ndmero de bactérias atinge
10" a 10" UFC/ml, sendo a concentra-
cao de anaeréhios 1.000 vezes maior
que a de aerdbios®. A flora intestinal,
primordialmente anaerébica, exerce
importante papel protetor contra as
infeccdes por enteropatégenos, através
de um eficiente processo fermentativo,
reduzindo o pH intraluminal e produ-
zindo os acidos acético, propibnico e
butirico.’

Os lactobacilos aderem aos recepto-
res de manose das células epiteliais
inibindo a adesdo de microrganismos
nocivos. As bactérias da microbiota
produzem bacteriocinas e peréxido de
hidrogénio, que igualmente reforcam a
agao protetora.'

Ha uma relacdo entre imunidade e
populacdo bacteriana indigena, relagdo
essa necessaria para o desenvolvimen-
to do tecido linfoide associado ao
intestino (GALT), que é, por sua vez,
constituido por aproximadamente 70%
das células imunolégicas do organismo
humano.™

A simbiose entre microflora e hospe-
deiro é estabelecida quando a inte-
racdo dos mesmos exerce uma acao
fisiol6gica ou bioquimica benéfica. A
betaglucuronidase e sulfatases bacte-
rianas sdo responsaveis pela circulagdo
éntero-hepdtica de varias substancias,
tais como acidos biliares, bilirrubinas,
estrogenos, colesterol e medicamentos.
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H4 igualmente maior producdo de
acidos graxos, degradagdo de mucinas,
ureia, aumento da sintese de vitamina K,
B12, riboflavina e folatos." A supressao

da microflora produzida por antibiéticos
reduz a circulagdo éntero-hepdtica de
varias substancias, reduzindo a concen-
tragdo de alguns horménios.

Tabela 1 - Efeitos da flora bacteriana enteral

Efeitos benéficos

Efeitos adversos

Exclusdo competitiva de
patégenos

Competicao por calorias e nutrientes

essenciais

Producao de acidos graxos
de cadeia curta

Producao de metabdlitos irritantes da
mucosa (acidos biliares desconjugados)

Sintese de vitaminas e
nutrientes

Produgdo de substancias carcindgenas

Degradacao de mucina
intestinal e ureia

Efeito direto das bactérias sobre a

mucosa

Circulacdo éntero-hepdtica
de metabdlitos

Exacerbagdo da resposta inflamatéria

Conversao de urobilina em

urobilinogénio

Conversao de colesterol em

coprostanol

Adaptado de Batt et al. (1996)13 ] Small Animal Prac 1996;37:261-67.

Deve-se frisar que a quantidade e o tipo
de bactérias detectadas nas amostras
fecais ndo representam necessariamente
o que coloniza os diferentes segmentos
do intestino. Tomem-se, por exemplo, as
amostras de bactérias que normalmente
colonizam o ceco; sdo iguais as detec-
tadas nas fezes, porém a quantidade
é aproximadamente 100 vezes menor.

FLORA BACTERIANA
NA DOENCA

Durante o curso de infec¢des hospi-
talares, em muitos casos observa-se
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colonizacao bacteriana no intestino
pelos mesmos agentes patogénicos,
sugerindo que ocorra translocagdo do
trato digestorio para a corrente circula-
téria como mecanismo deflagrador da
infeccdo. Devido a esse fato, muitos
servicos de UTI pedidtrica ttm como
rotina utilizar antibiéticos ndo absor-
viveis para “descontaminar” o trato
digestivo dos pacientes com afecgoes
graves. Estes pacientes criticos geral-
mente estdo expostos as infecgdes
decorrentes do jejum prolongado,
uso de bloqueadores dcidos e antimi-
crobianos. S3o considerados fatores
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agravantes a reducdo da ingestao oral,
a diminuicdo da motilidade intestinal
e o uso de antiacidos protetores da
mucosa gastrica.'

Alguns autores observaram que o em-
prego de antiacidos altera a microflora
intestinal, favorecendo a colonizacao
por bactérias patogénicas no trato
digestivo. Moulin et al.’® constataram
em pacientes criticos um aumento da
ocorréncia de infecgdes respiratorias
quando do emprego de medicagdo
antiacida. Esses dados suscitam duvidas
a respeito dessa pratica em pacientes
gravemente enfermos, uma vez que
ha riscos maiores de colonizagdo por
bactérias determinantes de infeccoes
urindrias, peritonites e septicemias’®.
A nutricdo parenteral total pode de-
terminar aumento da concentracio de
bactérias patogénicas no ceco, porém
esta ndo parece ser a principal via de
infeccao para os pacientes.

FLORA BACTERIANA
E ALERGIA

A ocorréncia de alergia alimentar,
embora nao completamente enten-
dida, é nos primeiros meses de vida
notadamente mais elevada quando
comparada ao que se detecta em
idades mais avancadas. Considera-se
como um dos fatores predisponentes
mais importantes a barreira intestinal
ainda imatura e mais vulnerdvel a
sensibilizagdo alérgica. A microbiota
atua estimulando os sistemas naturais
de defesa e modula a resposta imune.
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Na ocorréncia de alergia predomina
a resposta imune local do tipo TH2
sobre a TH1. A resposta TH2 aumenta
a secrecao de interleucinas 1L4 e IL5,
induzindo a diferenciacdo dos linféci-
tos B e recrutando eosindfilos. A flora
bacteriana intestinal pode promover
melhor balango entre as respostas TH2
e TH1, diminuindo a intensidade da
reagdo Igk mediada e aumentando, em
contrapartida, a ativagao de células B
e produgdo de interleucinas IL6, IL12
e interferon (IFN)."”

As bactérias componentes da micro-
biota podem igualmente atuar no
reconhecimento, captagdo e degrada-
¢do dos antigenos, modulando dessa
forma a resposta inflamatéria alérgica.
Lactentes com reducdo dos microrga-
nismos intestinais sao mais propensos
a desenvolver sensibilizagao alérgica
do trato digestivo. Alguns dados sdo
interessantes quanto a composicdo da
microflora intestinal de lactentes at6-
picos e ndo atdpicos. Nestes Gltimos
predominam os lactobacilos, enquanto
nos atépicos prevalecem as cepas de
Staphylococcus aureus, Enterobacteria-
ceae e Clostridium sp., sobrepujando
Bacteroides e Bifidobacterium. A re-
dugao proporcional das bifidobactérias
diminui a capacidade de neutralizar as
proteinas antigénicas.'®"

FLORA BACTERIANA
E ANTIBIOTICOS

A supressao da flora normal determinada
pelos antibiéticos pode determinar colo-
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nizagao e supercrescimento bacteriano
de patégenos. Esse efeito € notoria-
mente observado em muitos pacientes
adultos e pediatricos, que apresentam
diarreias quando da utilizagao de an-
timicrobianos. Nestes casos, tem sido
detectada a multiplicagdo de cepas
do Clostridium difficile, que passam
a produzir citotoxinas, determinando
quadros graves de colite.?®

O emprego de ampicilinas para o
tratamento das afecgdes respiratorias
pode determinar supressao importan-
te tanto da flora aerébica quanto da
anaerodbica, incluindo-se Bifidobacte-
rium, Streptococcus e Lactobacillus,
com consequente supercrescimento
de Klebsiella, Proteus e Candida sp.,
aumentando o risco de ocorréncia de
translocacdo dos referidos microrganis-
mos.?' H4, entretanto, especialmente
em pacientes neutropénicos, situagoes
em que o emprego de antibidtico é
atil, reduzindo as taxas de infeccao
por gram-negativos.

SUPERCRESCIMENTO
BACTERIANO

Nos pacientes com transtornos anato-
micos e cirdrgicos do trato digestorio,
ha em muitos casos alteracdo no livre
transito intestinal e retardo no esvazia-
mento gdstrico. Nestas circunstancias
é comum a ocorréncia de supercresci-
mento bacteriano, tanto aerébico quan-
to anaerébico. A reducdo da acidez
gastrica e o aumento da concentragdo
de bactérias de 107 para 10" CFU/ml
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determinam com frequéncia diarreia
cronica, ma absorcdo de nutrientes,
esteatorreia e deficiéncia de vitamina
B12. A desconjugacdo de sais biliares
e a producdo de 4cidos graxos volateis,
aminas e outras substancias osmolares
perpetuam o quadro diarreico. H3,
igualmente, tendéncia para ocorréncia
de acidose metabdlica devido ao au-
mento da produgdo de acido lactico e
hipoproteinemia, decorrente da maior
excre¢do do nitrogénio fecal.?

SPRUETROPICAL

O processo é decorrente de surtos
diarreicos repetitivos, supercoloniza-
¢do do delgado e consequente ma
absorcao de macro e micronutrientes.
A flora fecal esta alterada, com predo-
minio de aerdébios sobre anaerébios,
destacando-se a importante coloniza-
¢do por enterobactérias. Os coliformes
enterogénicos sao os responsaveis pela
perpetuacado do quadro diarreico. As
bidpsias de intestino delgado nessas
circunstancias demonstram importan-
tes repercussdes sobre o epitélio intes-
tinal, que invariavelmente apresenta-se
atréfico e exibe perda da arquitetura
vilositaria.*?

PROBIOTICOS

Os probidticos sao microrganismos nao
patogénicos que resistem a digestdo
normal e tém a capacidade de chegar
vivos ao colo, onde devem exercer

funcdes bioldégicas que alteram positi-
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vamente a satde do hospedeiro. Para
tal, os probidticos pertencem a flora
intestinal transitéria e devem ser ingeri-
dos em quantidades satisfatorias, sendo
os principais géneros o Lactobacillus,
o Bifidobacterium e o Streptococcus.
Dentre as leveduras, o Saccharomyces
boulardii é igualmente considerado
como um probidtico.?

Citacoes do Velho Testamento (Génesis
18:8) ja relacionavam a longevidade de
algumas pessoas com o ato de consumir
leite fermentado. Em 1908, o cientista
russo Elie Metchnikoff detecta que a
ingestdao de Lactobacilli contidos em
iogurtes tinha a propriedade de diminuir
a produgdo de toxinas bacterianas no
intestino humano.?

Tabela 2 - Critérios para um microrganismo ser classificado como probiético

Origem humana

Propriedades ndo patogénicas

Resisténcia aos processos tecnolégicos (viabilidade dos veiculos de entrega)

Estabilidade em meio acido e bile

Adesdo ao tecido epitelial intestinal

Capacidade de colonizar o trato digestivo por um curto espago de tempo

Producdo de substancias antimicrobianas

Modulacao da resposta imune

Os probidticos sdao considerados
seguros para uso clinico rotineiro.
Entretanto, em situagoes especificas,
como recém-nascidos prematuros,
pacientes imunodeprimidos e aqueles
portadores de alteragbes anatomicas
do trato digestério, o FDA (Food Drug
Administration), até o momento, ainda
nao liberou seu uso. HaA um potencial
risco de ocorréncia de bacteremia, po-
rém os ensaios clinicos apontam para
seguranga ao utiliza-los.?

Os lactobacilos e bifidobactérias exer-
cem agado no colo, produzindo maiores
quantidades de lactato, acetato e redu-
zem o pH intraluminal, propriedades
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que teoricamente protegem contra a
acdo de bactérias patogénicas. Porém,
os ensaios randomizados controlados
com Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
casei GG e Bifidobacterium lactis mos-
tram efeito modesto dos probidticos na
prevencao de ocorréncia de surtos de
diarreia adquirida na comunidade.?”

O Lactobacillus casei GG confere
protecdo igualmente discreta contra
as diarreias (1 entre 7 a 15 casos) e
infecgdes respiratdrias (1 entre 30 casos)
em criangas hospitalizadas. Saran et
al. (2002)?% demonstraram em estudos
comunitarios realizados em ambientes
insalubres na India que lactentes ali-
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mentados com leite fermentado pelo
periodo de 6 meses apresentaram ganho
de peso maior e reducao significativa
de ocorréncia de diarreias agudas. Em
outro estudo comunitario indiano mais
recente, realizado em favelas, Sur et al.
(2010)*° demonstraram efeito positivo
na reducdo de doenca diarreica em
criangas entre 1 e 5 anos que recebe-
ram suplemento alimentar contendo
cepas de Lactobacillus casei variedade
Shirota.

O Saccharomyces boulardii é um
fungo com acgdo probidtica que tem
a propriedade de inibir no intestino o
crescimento de bactérias patogénicas.
Ele resiste a digestao acida e alcanca
o colo ainda viavel, porém sua agdo é
igualmente de curta duragdo. Os estu-
dos atuais apontam para beneficios na
prevencdo da diarreia associados ao uso
de antibiéticos quando da utilizagao
desse probidtico.*0!

PROBIOTICOS E
PROMOCAO DA SAUDE

H& vadrios estudos em curso que de-
monstram a interagdo dos probioticos
com o sistema imune do hospedeiro. O
efeito principal parece ser o aumento
de secrecdo de IgA, tanto em modelos
experimentais quanto em humanos. A
IgA secretora intestinal tem a capacida-
de de ligar-se aos diferentes antigenos
e prevenir danos a célula epitelial.
Algumas pesquisas demonstraram que
doses de L. casei e L. acidophilus au-
mentam a produgao de IgA pelas células
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plasmaticas; entretanto, as a¢des sobre
a resposta celular imune e producgao de
citocinas sdo inconstantes e necessitam
de estudos futuros para sua aplicagdo na
pratica médica.*? Estudo em prematuros
demonstrou varios efeitos benéficos,
tais como; aumento da producgio e
excrecao fecal de IgA secretora, dimi-
nuicdo do pH fecal, por aumento de
producdo de acetato e diminuicdo da
calpropectina fecal conferindo efeito
protetor sobre a mucosa colénica no
grupo que recebeu suplementacdo com
Bifidobacterium lactis.>

Estudos experimentais demonstraram
acao dos probidticos aumentando a
capacidade fagocitica. Spanhaak et
al. (1998)**, estudando humanos vo-
luntarios, ndo comprovaram alteragoes
sobre a resposta imune, fagocitose e
producdo de citocinas quando con-
frontaram L. casei versus placebo. O L.
reuteri ingerido regularmente diminui a
producgdo de fator de necrose tumoral
(TNF) e inibe a adesividade de bactérias,
fungos e protozodrios patogénicos.*
O Saccharomyces boulardii promove
aumento de secrecdo de IgA e IL-10,
podendo junto com outras cepas ser
utilizado na prevengdo ou atenuagao
de processos inflamatérios. Muitos
estudos atualmente estdo em curso, e
outros em delineamento, devendo nos
préximos anos balizar a utilizagao dos
probidticos nas diferentes patologias
intestinais ou extraintestinais relacio-
nadas ao sistema imune.3®

Quanto a doenga diarreica, os probi-
oticos, ao melhorar a resposta imune
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tecidual, competir com os sitios de
adesdo dos enteropatégenos e produ-
zir bacteriocinas, podem teoricamente
exercer acao benéfica. O Lactobacillus
GG demonstrou ser efetivo quanto ao
curso das diarreias por rotavirus de
criangas hospitalizadas, encurtando
em 24 horas a duragdo do processo
diarreico. Ha o aumento da producgao
de mucina intestinal e anticorpo IgA
antirrotavirus. A agdo dos probioticos
parece mais dirigida contra as diarreias
virais, sendo pouco eficiente diante das
infecgdes por enterobactérias.?”
Johnston et al.*" realizaram ampla revi-
sdo sistematica na base de dados Co-
chrane, enfatizando que, para criangas
que vivem em condigdes salutares, ndo
ha evidéncias suficientes para recomen-
dar o uso rotineiro de probidticos na
prevencdo de doenca diarreica aguda.
No tratamento da doenca diarreica
aguda, os resultados sdo positivos em
algumas circunstancias, alcancando o
efeito maximo de reduzir em 1 dia o
curso evolutivo do quadro em questao,
dependendo do tipo de probiético,
época e dose utilizada."" Alguns estu-
dos demonstraram efeito positivo da
suplementagao de férmulas infantis com
Bifidobacterium lactis (individualmente
ou em combinacdo com outra cepa) na
reducdo do risco de infecgdes gastrin-
testinais ndo especificas.’®

Os probidticos ndo demonstraram
resultados efetivos contra as infec-
¢oes pelo Helicobacter pylori, tanto
na erradicagdo quanto na fase de
manutencdo.?® Estudos efetivados em
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sindrome do colo irritdvel e constipa-
¢do intestinal cronica igualmente nao
apontaram até o momento para uma
acao consistente.*?

Alguns estudos em unidades neonatais
demonstram efeito positivo de cepas de
probidticos na prevencao de ocorréncia
de enterocolite necrotizante (ECN) em
prematuros, agao provavelmente corre-
lacionada com a promogao do aumento
da motilidade do trato gastrointestinal.*’
Estudo recente, publicado por Indrio et
al. (2011), demonstra que o L. reuteri
acelera o esvaziamento gastrico de
neonatos e lactentes.*?

Uma metandlise realizada por Wang et
al (2012) demonstrou reducao no risco
de e enterocolite necrozante e de mor-
talidade em recém nascidos de muito
baixo peso com o uso de probidticos.*
Os estudos igualmente ndo detectaram
maior risco de ocorréncia de sepsis nos
prematuros que receberam probidticos.
Dois estudos recentes envolvendo
lactentes menores de 6 meses em
aleitamento natural ou predominante
apontam para reducdo significativa no
tempo de choro decorrente de célicas
nos grupos que receberam o L.reuteri
DSM 17938 por 3 ou 4 semanas quando
comparado com placebo. Nao houve
diferencas em relacdo ao ndmero e
consistencia das evacuagdes, nimero
de regurgitagdes, ganho de peso ou
ocorrencia de constipagao.***

Os probidticos, devido as interagdes
com o sistema imune, tém sido muito
utilizados na inducido e manutencgao de
remissdo de adultos e criangas porta-
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dores de doenca de Crohn e retocolite
ulcerativa. Os dados relativos a doenga
de Crohn ndo demonstraram resultados
satisfatérios quando comparados com
grupos de controle. Porém, ha efeitos
positivos na prevencdo de ocorrén-
cia de pouchite pés-operatéria.’® Em
relacdo a retocolite, uma mistura
concentrada de 7 cepas "VSL=3" foi
eficaz como indutora e mantenedora
de remissao.

Alguns estudos experimentais em ratos
comprovaram agao benéfica de bifido-
bactérias sobre as taxas de colesterol
LDL e HDL. O efeito parece decorrer da
acgdo de uma hidrolase bacteriana, que
promove a precipitagdo do colesterol
com os acidos biliares livres, aumen-
tando o pool de excrecdo dos mesmos
e contribuindo para a reducao da con-
centracdo do colesterol plasmatico.*®

PREBIOTICOS

Gibson (1995) definiu como prebidtico
uma substancia proveniente de fonte
alimentar ndo digerivel no intestino del-
gado, fermentavel no colo, onde exerce
agdes benéficas a satide do hospedeiro.
O efeito mais importante consiste no
incremento da atividade metabdlica e
na multiplicagdo de microrganismos
bacterianos componentes normais da
microflora.*

Os prebidticos mais conhecidos sdo
os galacto-oligossacarideos (GOS) e os
fruto-oligossacarideos (FOS). Os GOS
sdo oligossacarideos de cadeia curta
derivados da hidrdlise da lactose e
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fermentados em nivel de ceco e colo.
O leite humano contém 6timas quanti-
dades de GOS, cuja fermentagdo auxilia
a multiplicagdo de lactobacilos e bifido-
bactérias. Os FOS sao oligossacarideos
de cadeia longa ou curta cuja agao
fermentativa ocorre ao longo de todo
o colo. As fontes naturais sdo os ali-
mentos vegetais, tais como alcachofra,
alho-pord, chicdria, trigo e banana. Os
prebidticos autorizados para utilizagao
em férmulas infantis sdo a mistura GOS/
FOS,na relagcdo 9:1 e em quantidade
maxima de 8g/l. Esta mistura em for-
mulas infantis apresenta resultados po-
sitivos quanto a composicdo da micro-
biota intestinal, assemelhando-se aquela
determinada pelo aleitamento natural®.
Esta mistura também mostrou-se eficaz
na melhora da consisténcia das fezes
e da frequéncia de evacuagdes, tanto
quando utilizada na quantidade 0,4g/dL
como 0,8g/dL. Sabe-se, portanto, que o
efeito é dose-dependente e existe uma
preocupagdo com relagdo ao uso de
maiores quantidades, mesmo dentro
do que é permitido, devido a indugao
de fezes liquidas, podendo aumentar
o risco de desidratacdo em alguns
lactentes, particularmente naqueles que
se encontram nos primeiros meses de
vida, com imaturidade renal e pouca
habilidade para concentrar a urina de-
vido a algum estresse adicional, como
febre, problemas respiratérias, diarreia
infecciosa, dieta com alta carga de
soluto renal, ou recusa para aceitar
quantidades apropriadas de liquidos.”
Estudo realizado em lactentes com ida-
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de média de 7 semanas, com férmula
com 0,8g/dL demonstrou fezes aquosas
ou liquidas em 27% dos casos versus
12% no grupo controle que recebeu
formula regular. Embora fezes com

baixa consisténcia sejam comuns em
lactentes em aleitamento materno, deve
se lembrar que o leite humano possui
uma carga de soluto renal bem mais
baixa do que a das férmulas infantis.>

Tabela 3 - Critérios para classificar um ingrediente alimentar como prebiético*

O prebiético deve:

1

Nao ser hidrolisado ou absorvido no trato digestivo superior

2 - Ser um substrato seletivo para uma ou mais bactérias comensais normais
do intestino grosso, estimulando o metabolismo ou a multiplicacao das
bactérias comensais

- Alterar o microambiente col6nico, tornando-o favoravel ao hospedeiro

4 - Induzir um efeito intraluminal ou sistémico positivo para o estado de

satde do hospedeiro

Os oligossacarideos prebidticos, adiciona-
dos as férmulas infantis, além de exerce-
rem agao benéfica quanto a consisténcia
e frequéncia evacuatérias de lactentes,
pode aumentar a produgdo de IgA nas
fezes. Em estudo comunitario em criancas
entre 1 e 3 anos de idade, adicionando-
-se ao leite uma mistura de prebidticos
GOS/FOS e B. lactis, demonstrou-se
efeito discreto na reducao de ocorréncia
de diarreia aguda, porém consistente em
relacdo aos casos de disenteria.”?

Ndo existem evidéncias de outros benefi-
cios da adicdo de prebidticos em férmulas
infantis, como prevencdo de alergia e
maior resisténcia as infeccdes. Sao, ainda
necessarios mais estudos para o uso roti-
neiro de prebidticos em recém-nascidos
prematuros e lactentes em condicoes
especificas como imunodeficiéncia.”!
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Os prebidticos influenciam a bio-
disponibilidade de alguns minerais,
tais como cdlcio, magnésio e ferro.
Ao promoverem uma melhor taxa de
fermentacdo dos acidos graxos de
cadeia curta, diminuem o pH intra-
l[uminal, otimizando a absorcdo dos
minerais e oligoelementos. Entretanto,
o impacto dos prebiéticos sobre a
osteoporose é reduzido, tendo-se em
vista outros aspectos metabdlicos mais
relevantes.>

Uma meta-analise publicada por Bri-
ghenti (2007)** levanta os dados a
respeito do impacto da adigao de pre-
bidticos sobre o metabolismo lipidico,
constatando efeito positivo da inulina
em reduzir em 7,5% a taxa sérica dos
triglicérides. O mesmo, porém, nao
ocorre quando se observa o nivel de
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colesterol total. De fato, a adicao de
prebidticos em férmulas infantis nao
apontou para beneficios quanto aos
niveis de colesterol total e fragdo LDL
quando se compara com o aferido
em lactentes que receberam férmula
standard®®.

H4 estudos que apontam efeito positi-
vo de inulina e fruto-oligossacarideos
utilizados em pacientes adultos com
colesterol basal elevado, o que foi
demonstrado através do aumento da
excrecao fecal de gordura e redugdo
da lipogénese. Mulheres adultas que
recebem inulina em concentracoes de
14 g/dia apresentam com frequéncia
sintomas digestivos, como flatuléncia,
distensao abdominal gasosa e célicas.
Entretanto, outros estudos realizados
em pacientes com constipagdo in-
testinal demonstram efeito laxativo
positivo.*

SIMBIOTICOS

Sugerido por Gibson*, o efeito probi6-
tico associado ao prebidtico poderia ser
considerado como “simbidtico” quan-
do da mistura dos dois componentes
observa-se um efeito adicional benéfico,
estabelecendo assim um sinergismo
favoravel ao estado de sadde. Novas
e possiveis associagdes desses com-
ponentes estao sendo testadas, abrindo
para o futuro perspectivas que possam
ser testadas e aprovadas.
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CONCLUSOES

A microbiota intestinal bem constituida e
equilibrada exerce efeito positivo sobre a
satide humana. O leite materno contém
probiéticos e prebidticos, importantes
para a desenvolvimento de uma flora
intestinal adequada. O fornecimento
de prebidticos tem demonstrado efeitos
benéficos ao lactente, uma vez que
proporciona uma microbiota protetora,
com predomindncia de bifidobacté-
rias.”’ Quando da impossibilidade do
aleitamento natural, a adi¢do de oligos-
sacarideos nas férmulas tem demonstra-
do efeitos benéficos para os lactentes.
Nao ha evidéncias até o momento para
a utilizagdo corriqueira de probidticos
nos casos de diarreia aguda em crian-
cas higidas, porém destacam-se alguns
beneficios na prevengao de ocorréncia
de infecgdes, especialmente naquelas
que frequentam creches ou vivem em
condicdes ambientais desfavordveis.
Novos estudos devem fornecer subsidios
em relacdo a diminuicao das célicas do
lactente e diminuicao da necessidade
de utilizacdo de antibiéticos.*®

Sdo ainda necessarios mais estudos
randomizados controlados, com dife-
rentes cepas, doses e misturas de pro-
bidticos, que fornegam subsidios para
a utilizacdo dos mesmos no tratamento
das diversas afecgdes gastroenterol6gi-
cas."" Salienta-se entretanto, que o seu
uso deve ser considerado seguro para
lactentes e criancas saudaveis.
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Nota importante:

O aleitamento materno é a melhor opcao para a alimentacdo do lactente proporcionando ndao somente beneficios
nutricionais e de protecdao, como também afetivos. E fundamental que a gestante e a nutriz tenham uma alimentacao
equilibrada durante a gestagcdao e amamentacdo. O aleitamento materno deve ser exclusivo até o sexto més e a partir
desse momento deve-se iniciar a alimentacdao complementar mantendo o aleitamento materno até os 2 anos de idade
ou mais. O uso de mamadeiras, bicos e chupetas deve ser desencorajado, pois pode prejudicar o aleitamento materno e
dificultar o retorno a amamentacao. No caso de utilizacdo de outros alimentos ou substitutos de leite materno, devem-se
seguir rigorosamente as instrucdes de preparo para garantir a adequada higienizacao de utensilios e objetos utilizados
pelo lactente, para evitar prejuizos a saude. A mae deve estar ciente das implicacoes econdmicas e sociais do nao
aleitamento ao seio. Para uma alimentacdo exclusiva com mamadeira sera necessaria mais de uma lata de produto
por semana, aumentando os custos no orcamento familiar. Deve-se lembrar @ mae que o leite materno ndao é somente
o melhor, mas também o mais econémico alimento para o bebé. A saide do lactente pode ser prejudicada quando
alimentos artificiais so utilizados desnecessaria ou inadequadamente. E importante que a familia tenha uma alimentacao
equilibrada e que, no momento da introducao de alimentos complementares na dieta da crianca ou lactente, respeitem-se
os habitos culturais e que a crianca seja orientada a ter escolhas alimentares saudaveis.

Em conformidade com a Lei 11.265/06; Resolucao ANVISA n° 222/02; OMS - Cédigo Internacional de Comercializagao de
Substitutos do Leite Materno (Resolucao WHA 34:22, maio de 1981); e Portaria M.S. n° 2.051 de 08 de novembro de 2001.

MATERIAL DESTINADO EXCLUSIVAMENTE AO PROFISSIONAL DE SAUDE. PROIBIDA A DISTRIBUICAO AOS CONSUMIDORES.



