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Lista de Abreviaturas e Acréonimos

16S rRNA — Acido ribonucleico ribossomal 16S
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APCs — Células apresentadoras de antigenios
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DC - Doenca de Crohn

DIl — Doenga inflamatoria intestinal

EEN — Nutricdo entérica exclusiva

GFD - Dieta sem gluten

GI — Gastrointestinal

GWAS - Estudos de associa¢do do genoma completo
IECs — Células epiteliais intestinais

IFN-y — Interferdo gama

IgA — Imunoglobulina A

IL — Interleucina

IMC - indice de massa corporal

PRRs — Recetores de reconhecimento de padrdes
SCD - Dieta restritiva de carboidratos

SCFA — Acidos gordos de cadeia curta

SNG - Sonda nasogastrica

Th —Célula T helper

TNF — Fator de necrose tumoral

Treg — Células T reguladoras

TRL — Recetores Toll-like



Resumo

A doenca de Crohn (DC), uma doenca inflamatoria intestinal cronica, € uma patologia com
prevaléncia crescente, que em cerca de 25% dos casos se manifesta em idade pediatrica. A
fisiopatologia da doenca ainda ndo esta completamente esclarecida, mas parece resultar de uma
interacdo de fatores externos (como a dieta ou infegcdes gastrointestinais), desregulacéo imune a
nivel da mucosa intestinal e fatores genéticos. Nestes doentes esta descrito uma marcada alteracéo
dos microrganismos comensais intestinais - o microbioma, desconhecendo-se, porém, se estas

variacdes sdo causa ou consequéncia da DC.

Neste artigo de revisao procurou-se compilar e sistematizar o papel que a alimentacéao
podera desempenhar no microbioma e, consequentemente, no metabolismo intestinal e

inflamacdo da mucosa.

Atualmente, a nutricdo entérica exclusiva (EEN) é a primeira linha no tratamento de
doentes pediatricos com DC, com eficécia sobreponivel e até superior a terapia convencional
com corticoesterdides, mas sem os seus efeitos secundarios. A EEN encontra-se largamente
instituida dada a eficacia empiricamente comprovada, sobretudo nos doentes com atingimento
do delgado e tubo digestivo alto. No entanto, 0 mecanismo que leva a remissao da doenca e em

que doentes atinge a sua maior eficacia ainda ndo séo claros.

Embora seja evidente a influéncia da EEN na modulagdo do microbioma, esta reviséo
evidenciou que a caracterizagéo definitiva dos efeitos da EEN no microbioma célico ainda ndo
foi totalmente conseguida. A compreensdo das suas repercussdes a nivel metabdlico
(metaboloma) poderd esclarecer quais os mediadores inflamatorios preponderantes na
perpetuacédo da inflamacéo do intestino delgado, permitindo identificar terapéuticas biologicas

individualizadas.

Palavras-chave: Doenca de Crohn, pediatria, nutricdo entérica, microbioma e dieta.



Abstract

Crohn's disease (DC), a chronic inflammatory bowel disease, is an increasingly
prevalent condition, which in about 25% of cases manifests itself in the pediatric age. The
pathophysiology of the disease is not yet fully understood but it’s likely to result from an
interaction of external factors (such as diet or gastrointestinal infections), dysregulation of
intestinal mucosa immunity and genetic factors. In these patients, a marked alteration of the
commensal intestinal microorganisms - the microbiome - is described, although it is unknown

if these variations are causes or consequences of the CD.

In this review, we sought to compile and systematize the role that food may play in the

microbiome and in the intestinal metabolism and inflammation of the mucosa.

Currently, exclusive enteral nutrition (EEN) is the first line for treatment of pediatric
patients with CD, with efficacy similar or even higher than conventional corticosteroid therapy,
but without its side effects. EEN is largely established because of its empirically proven
efficacy, especially in patients with compromised small bowel and upper gastrointestinal tract.
However, the mechanism leading to remission of the disease and in which patients it has the

highest efficacy are still unclear.

Although the influence of EEN on microbial modulation is evident, this review has
shown that the definitive characterization of EEN’s effects on colonic microbioma has not yet
been fully achieved. The understanding of its repercussions at the metabolic level (metabolome)
could clarify which inflammatory mediators prevail in the perpetuation of the small intestine’s

inflammation, allowing individualized biological therapies’ identification.

Keywords: Crohn’s disease, pediatrics, enteral nutrition, microbiome and diet.



Introducéo

A doenca inflamatdria intestinal (DII) engloba um conjunto de patologias que tém a
inflamacdo cronica do trato gastrointestinal como caracteristica comum, de etiologia ainda por
esclarecer. Na sua patogénese parecem intervir fatores genéticos, ambientais, alteracbes do
microbioma intestinal e fatores autoimunes. (1) Compreendem-se dentro desta entidade a
doenca de Crohn (DC), a colite ulcerosa (CU) e a colite ndo classificavel, quando o quadro

clinico ndo permite classificacdo especifica.

A doenga de Crohn é uma patologia com incidéncia crescente, especialmente no mundo
ocidental desenvolvido, com 10 a 30 casos por cada 100.000 pessoas/ano, tendo uma

prevaléncia de 0,5% na populacdo em geral. (2)

Esta doenca era tradicionalmente limitada ao mundo ocidental industrializado, com
elevada incidéncia e prevaléncia na Europa ocidental e América do Norte. Contudo, na Gltima
década, tem sido diagnosticada mais frequentemente em paises que adotaram um estilo de vida
ocidental. (3) Esta tendéncia verifica-se tanto em adultos como em idade pediatrica, embora a

causa deste aumento nao esteja ainda esclarecida. (2)

A DC pode afetar qualquer parte do trato gastrointestinal (desde a boca ao anus), de
forma focal, assimétrica e transmural. A presenca de granulomas ndo caseosos a0 exame
histolégico da mucosa intestinal € patognomonica, mas a sua presenca ndo € essencial para o
diagndstico. (4) A natureza transmural da DC acarreta consigo potenciais complica¢cGes como

estenoses, fistulas e/ou abcessos.

Num quarto dos casos, a DC tem a sua primeira manifestacdo antes dos 18 anos,
especialmente durante o periodo da puberdade. Em idade pediatrica, a DC manifesta-se mais
frequentemente por dor abdominal e perda ponderal e pode conduzir a desnutri¢do, diminuicéo

da velocidade de crescimento, atraso pubertario e diminuicdo de massa 0ssea. (5)



E, pois, fundamental o controlo da doenca n&o s6 do ponto de vista clinico e laboratorial,
mas também histologico, o que se designa por “cicatrizacdo da mucosa”. Este desafio
terapéutico, sobretudo em idade pediatrica, consiste em otimizar o tratamento com o minimo

de efeitos secundarios, sem comprometer o crescimento.

Em adultos com DC, os corticosterdides (CS) sdo amplamente utilizados, no entanto,
em idade pediatrica, esta terapéutica associa-se a efeitos secundarios como atraso de
crescimento estatural e a diminuicdo da massa 0ssea, particularmente nefastos nesta faixa etéria,

para além de ndo serem eficazes na prevencdo de complicacGes a longo prazo. (6)

Como alternativa aos CS, surge entdo a alimentacdo entérica exclusiva como primeira
linha no tratamento em criancas e adolescentes com DC, com eficacia sobreponivel a

corticoterapia, mas sem os seus efeitos secundarios. (7-9)

O mecanismo de acdo pelo qual induz remisséo da inflamagéo da mucosa néo é claro,

ndo se compreendendo como e porque funciona e em que doentes serd mais eficaz. (10,11)

Muitos autores defendem que esta alimentacdo poderd influenciar a flora intestinal,
tendo a capacidade de reverter as alteragGes encontradas a nivel dos microrganismos comensais,
no entanto ainda ndo se conseguiu esclarecer com precisdo se sera efetivamente este 0 seu

principal mecanismo de agéo.

Para além desta formulacdo alimentar, outras dietas e restricdes alimentares tém sido
propostas como agentes terapéuticos ou profilaticos da DC, ndo tendo, no entanto, a mesma

aceitacdo da alimentacdo entérica.

Com o progresso das técnicas de biologia molecular, como a sequencia¢do do acido
ribonucleico 16S dos ribossomas bacterianos (16S rRNA, ribosomal ribonucleic acid) e a
sequenciacdo metagendémica do genoma bacteriano, os estudos que procuram compreender a

DIl e a sua relagdo com as alteragfes patologicas do microbioma intestinal tém vindo a
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aumentar na ultima década. (12) Atualmente, postula-se que um determinado fator ambiental
e/ou microrganismo poderd despoletar no individuo geneticamente suscetivel uma resposta

imune desadequada, originando inflamacéo crdnica e, consequentemente, DII. (13)

O conhecimento dos mecanismos pelos quais estas terapéuticas regulam o microbioma
sera fulcral no estudo da fisiopatologia da DC e para a descoberta de terapéuticas mais
individualizadas. Da contemporaneidade e relevancia do tema em questdo, surge a pertinéncia
para este artigo de revisao, que visa compilar e sistematizar, através de uma reviséo atualizada,
as principais propostas e estudos ja realizados e identificar novas linhas de investigacdo. Nesta
revisdo, depois de um sumaério da fisiopatologia da DC, sera descrito 0 microbioma intestinal
humano e a sua relacdo com a DC. Por fim, serd abordado o papel das terapéuticas nutricionais

como agentes terapéuticos na DC.



Materiais e métodos

Para esta revisdo foi realizada uma pesquisa bibliografica entre maio e dezembro de
2017 com recurso a base de dados PubMed, ScienceDirect e UpToDate. Foram utilizados os

b1 29 ¢ 2 ¢

termos de pesquisa “Crohn’s disease”, “pediatrics”, “enteral nutrition”, “microbiome” e “diet”.

Os artigos foram pesquisados até aos do ano 2012, dando-se maior importancia aos mais
recentemente publicados. Foram consultados os estudos randomizados, ensaios clinicos, artigos
de revisdo sistematica e artigos de revisdo escritos em inglés, portugués ou espanhol, publicados
em revistas ou livros de especialidade, dando maior relevancia aos ensaios clinicos que testaram
a seguranca e eficacia das terapéuticas nutricionais na doenca de Crohn em idade pediétrica,
assim como aqueles que demostravam qual a sua influéncia nos mecanismos fisiopatol6gicos
da doenca. Apds a primeira sele¢do baseada no titulo e resumo, os artigos foram, numa segunda
fase, selecionados de acordo com a qualidade do contetido, nomeadamente materiais e métodos,

resultados e conclusoes.



Doenca de Crohn — a fisiopatologia

Como barreira fisica, o intestino possui a barreira epitelial, que engloba células epiteliais

intestinais (IECs, intestinal epithelial cells), jungdes de ocluséo e a camada mucosa. (14)

As IECs sdo responsaveis pela absorcdo de nutrientes e ides no intestino e pela protecéo
contra a invasdo de microrganismos comensais, que tém o potencial de ativar recetores
especificos, os recetores de reconhecimento de padrdes (PRRs, pattern recognition receptors).
(14,15) Uma sinalizagdo diminuida das IECs origina uma sintese de proteinas pro-
inflamatorias, tornando-as mais suscetiveis a apoptose, contribuindo para uma diminuicdo das

defesas intestinais. (14)

As juncdes de oclusdo, os desmossomas e as juncdes aderentes ligam as IECS nas
membranas basolaterais e sdo responsaveis por regular a permeabilidade paracelular. Uma
reducdo nas ocludinas (constituintes das juncdes de oclusdo), a par da diminuicdo da
complexidade estrutural induzida por citocinas pro-inflamatorias, como o fator de necrose
tumoral (TNF, tumor necrosis factor), contribuem para um aumento da permeabilidade do

epitélio e subsequentemente compromisso da sua funcdo. (11)

Quanto ao sistema imune da mucosa, este assume duas funcdes: deve proteger o
hospedeiro de agentes patogénicos entéricos e a0 mesmo tempo permanecer tolerante aos

microrganismos comensais que sobrep6em a camada intestinal epitelial.

O sistema imune inato é composto por barreiras quimicas e fisicas, com varias células
imunes como macrofagos, células dendriticas, neutrofilos e monocitos. Estas células tém uma
acao conjunta como desencadeante inflamatdrio ao produzirem citocinas, simultaneamente a
ativacdo do sistema imune adquirido. As células dendriticas em particular sdo células chave em
ambos os tipos de imunidade, sendo responsaveis pela ativacao de células T e pela inducéo da

resposta imune adquirida. (15)



Toda esta superficie do intestino é protegida por uma camada de mucina, produzida por
células caliciformes na camada epitelial. Para além das proteinas de mucina, a camada de muco
contém também péptidos antimicrobianos e imunoglobulina A (IgA), que selecionam e limitam
0 acesso a este espaco, mais proximo das células epiteliais, e protegem contra agentes
patogénicos. (16,17) Esta fina camada é formada por Muc2, a principal mucina secretora
intestinal. Como descrito noutros topicos deste trabalho, uma variante no gene Muc2 ir4
conferir suscetibilidade a DIl humana, ilustrando a importancia da camada de muco para a
homeostase da mucosa, sendo que é possivel observar uma deplecdo de células caliciformes e

uma alteracdo da camada de muco na DC. (16)

Em conclusdo, muitos dos componentes da barreira epitelial intestinal estdo, de alguma
forma, alterados na DIl e a disfungdo temporéaria da funcdo da barreira epitelial resultara na
invasdo de bactérias comensais e no recrutamento e ativacdo de células imunes pro-
inflamatorias, dando inicio a inflamacdo intestinal aguda. Contudo, a disfuncdo permanente da
barreira, seja causada por anomalias genéticas ou estimulagdo comensal continua, podera

culminar, eventualmente, em inflamacéo intestinal cronica.

10



O Microbioma intestinal

O trato gastrointestinal (GI), para além da sua fungdo mais primaria - digerir e absorver
nutrientes - e das funcdes do epitélio e mucosa intestinal ja relatadas, é desafiado com uma
outra dificil e complexa tarefa, a de proporcionar uma coexisténcia pacifica do hospedeiro com

um microbioma diversificado.

A designacdo “microbioma” compreende toda a comunidade microbiana intestinal,
desde bactérias, microrganismos procarioticos, como Archaea e microeucarioticos, a fungos e
virus (principalmente bacteri6fagos). Esta entidade esta intrinsecamente relacionada com a
evolucdo do hospedeiro, sendo essencial em mdltiplos processos fisiologicos como o
desenvolvimento da barreira epitelial, do sistema imune e na regulacdo de processos

metabdlicos. (18,19)

Como agente trofico, o microbioma destaca-se pelo contributo angiogénico do eixo das
vilosidades intestinais, modulacdo da atividade enzimatica intestinal, promocdo do
desenvolvimento de linfécitos epiteliais intestinais, manutencdo da homeostasia do sistema
imune e influéncia na proliferacdo e diferenciacdo das células intestinais epiteliais. Como
funcGes metabdlicas, o microbioma intervém no metabolismo energético, influenciando a
extracdo de energia a partir da dieta e a fermentacdo de componentes ndo digeriveis, produz
vitamina K e ajuda na absorcao de iGes. Por Gltimo, 0 microbioma é um importante agente

protetor contra microrganismos patogénicos. (20,21)

O microbioma humano compreende, aproximadamente, 1 trilido de células bacterianas.
Estima-se que seja local de 800 a 400.000 espécies de microrganismos, o que se traduz em 10*
microrganismos por grama de matéria fecal, compostos por mais de 1.000 espécies, a maioria
dos quais anaerobios obrigatérios. (19) A maioria das bactérias colonizadoras do microbioma

humano sdo Gram-positivas (22) e pesam aproximadamente 1,5 kg (23), colonizando
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principalmente o c6lon e, em menor nimero, o estdbmago. (17)

Com o advento das técnicas de sequenciacdo genética como a andlise sequencial de
rRNA 16S e a metagenomica, tem sido demonstrado que o microbioma intestinal € mais
complexo do que inicialmente pensado e é possivel estudar comunidades de microrganismos

ndo identificaveis pelos métodos tradicionais. (24)

Dos dados fornecidos pelos perfis tracados por 16S rRNA, a partir de amostras fecais
de criancas saudaveis, concluiu-se que o microbioma comensal do intestino humano (Tabela 1)
consistia essencialmente em dois filos Bacteroidetes e Fimicutes, com marcadas variacdes entre
os dois filos entre individuos. Com uma expressdo menos significativa, foram ainda
encontrados os filos Actinobacterias, Proteobacterias, Fusobacteria e Verrucomicrobia. No
que diz respeito aos géneros encontrados, os Bacteroides representam cerca de 40% do
microbioma de criangas saudaveis. Faecalibacterium, Alistipes, Ruminococcus, Roseburia e

outros géneros compdem a restante flora intestinal. (25)

Embora o célon distal seja a porcdo intestinal mais estudada, com as caracteristicas ja
descritas, é também sabido que na porcdo jejuno-ileal ha uma maior abundancia de

Actinobacteria e Streptococcaceae. (16)

Esta composicdo da microflora intestinal é determinada por diversos fatores, como a
idade, fendtipo genético do hospedeiro, sistema imune e a dieta. (26) Embora inicialmente se
pensasse que 0 primeiro contacto que o bebé tinha com microrganismos era no processo de
parto, atualmente é sabido que o feto desenvolve um microbioma pré-natal, que é modificado
com o tipo de parto e com o processo de aleitamento. (27) Enquanto que recém-nascidos por
cesariana apresentam um microbioma semelhante ao encontrado na pele, com Staphylococcus
spp, 0s recem-nascidos por parto vaginal sdo colonizados com diversos géneros bacterianos

como Lactobacillus, Prevotella, Escherichia, Bacteroides, Bifidobacterium e Streptococcus
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sspp. (28) Esta mutabilidade do microbioma dos individuos em idade pediatrica torna-os uma
populacédo elegivel para estudos de fisiopatologia de DII. (29) A rela¢do de simbiose que se
estabelece é mantida ao longo da vida, o microbioma desempenhando fungdes fisioldgicas ja
relatadas, e o hospedeiro fornecendo nutrientes e um ambiente estavel ao desenvolvimento dos

microrganismos. (22,30)

Fatores como a dieta, a ocorréncia de hospitalizacOes, a idade gestacional e a utilizacdo

de antibidticos sdo conhecidos modificadores da composi¢éo do microbioma. (28)

Tabela 1 - Microbioma intestinal comensal

BACTERIAS FUNGOS  PROTOZOARIOS
Filos Géneros Géneros Géneros
Bacteroidetes Bacterioides Candida Blastocystis
Fimicutes Faecalibacterium  Ascomycetes
Actinobacteria Alistipes Basidiomycetes
Fusobacteria Ruminococcus ~ Galactomyces
Proteobacteria Roseburia Paecilomyces

Verrucomicrobia

Adaptada a partir de (20,23,31)

13



A Disbiose — que papel na Doenca de Crohn?

As bactérias intestinais comensais desenvolveram numerosas adaptacGes para poderem
sobreviver num ambiente t&o Unico, adquirindo mecanismos para poderem evitar ou modular
as respostas inflamatoérias do hospedeiro. J& 0 hospedeiro reconhece as bactérias e antigénios
habituais atraves dos recetores Toll-like (TLR, Toll-like receptors), para que o seu sistema

imune inato e adaptativo ndo desenvolva uma reacdo imune a sua presenca habitual. (17)

Esta relacdo simbidtica que resulta da interacdo microbioma/hospedeiro pode, por vezes,
desequilibrar-se, designando-se por disbiose. Definida como um réacio anormal, qualitativa e
quantitativamente, entre espécies bacterianas benéficas e agressivas para o organismo (17), a
disbiose é a caracteristica chave das doencas inflamatdrias intestinais, embora permaneca

incerto se este desequilibrio é causa ou consequéncia da inflamacdo da mucosa. (32)

Os estudos que tentaram determinar o papel do microbioma em pacientes com a doenca
estabelecida tém usualmente importantes limitagdes, uma vez que o0s grupos de estudo
existentes sdo pequenos, 0 microbioma altera-se ao longo do tempo e hd uma possivel influéncia
do tratamento em curso no microbioma intestinal dos doentes em estudo, 0 que ndo permite

extrapolacdo dos resultados obtidos para a patogénese da doenca.

Com vista a obtencdo de um resultado com poder estatistico da influéncia do microbioma
na doenca e que definisse as alteragbes chave do microbioma, diferenciando o que € esperado
numa superficie mucosa em homeostasia ou em estado de disbiose, foi realizado um estudo
multicéntrico (33), o maior realizado até a data (1.742 amostras) num grupo de doentes em
idade pediatrica sem nenhum tratamento prévio. Neste estudo foi analisado o perfil microbiano
da mucosa a partir de uma técnica metagendmica. Confirmou-se que a inflamacéo da DIl est4
fortemente associada a uma diminuigdo da diversidade de espécies encontradas, assim como

outras alteracOes quantitativas da microflora.
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Este estudo descreveu um aumento de Enterobacteriaceae (Proteobacteria),
Fusobacteriaceae (Fusobacteria), Pasteurellaceae (Proteobacteria) e Bifidobacteriaceae
(Actinobacteria). Especificamente na DC ha a destacar um aumento de prevaléncia de
Escherichia coli (Proteobacteria), Fusobacterium nucleatum (Fusobacteria), Haemophilus
parainfluenzae (Proteobacteria), Veillonella péarvula (Firmicute), Eikenella corrodens
(Proteobacteria), e Gemella moribillum (Firmicute). (33,34) Destas, € importante destacar as
Fusobacterium que ja haviam sido previamente sugeridas como marcador de DII, e que
parecem promover um microambiente favorével a progressao de carcinoma colorretal, uma das
complicacdes a longo termo da DIlI. (34,35)

Numa outra perspetiva, por regides anatomicas do trato Gl, foi descrito que a DC ileal
cursava com um aumento de Fusobacteriaceae e Escherichia coli aderente e invasiva (AIEC,
adherent and invasive Escherichia coli) e com uma diminuicdo de Pasteurellaceae. No reto
verificou-se uma diminuicdo de Veillonellaceae, Faecalibacterum prausnitizi (Firmicute),
Bifidobacterium, Roseburia (Firmicute) e Odoribacter (Bacteroidetes). (34,36)

Quando se procurou estudar fatores exdgenos potencialmente disbidticos, foram
comparadas amostras de doentes ja com tratamento instituido com antibi6ticos com um
pequeno grupo de doentes em idade pediatrica com DC recém-diagnosticada, sem tratamento
prévio. (34) Embora tenha sido descrita uma fraca influéncia na gravidade da doenca, foi
observado um marcado efeito na composi¢édo microbiana dos doentes, sendo que a exposi¢édo a
antibidticos, de uma maneira geral, agravou a disbiose. Estes achados ndo fornecem nenhuma
explicacdo etioldgica, mas levaram a hipotese de que o uso de antibidticos tem potencial
impacto na estrutura geral dos microrganismos comensais, aumentando o risco de disbiose
intestinal e apoiam a evidéncia de que a exposi¢cdo a um ou mais antibidticos no primeiro ano
de vida se correlaciona com maior incidéncia de DIl pediatrica. (37)

Porém, ndo s6 de bactérias é constituido o microbioma, e assim como estas, também o0s
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outros dominios sdo afetados em condicbes de disbiose. Uma vez que a maioria de estudos
efetuados € realizada através de sequenciagdo do RNA 16S dos ribossomas procariticos,
excluindo de objeto de estudo os microrganismos eucariontes, como os fungos, os dados acerca
destes dominios e reinos sdo mais escassos. (23,35)

Quanto a alteracdo no perfil dos fungos encontrados na mucosa intestinal, 0 micoma,
foram encontradas quantidades aumentadas de Basidiomycota e Candida albicans em criangas
com DC, e uma diminuicio de Ascomycota nesse mesmo grupo. (15,38) E amplamente aceite
que a diversidade de fungos na mucosa intestinal é inversa a diversidade bacteriana, o que pode
ser explicado pela restricdo do crescimento fungico que o microbioma bacteriano acarreta.
Assim, de uma maneira geral, na DC h4 um aumento da diversidade fungica nas zonas de
mucosa intestinal inflamada e nas fezes.

Dados recentes indicam que também a componente viral do microbioma, designada de
viroma, pode interagir com genes de risco para DII, contribuindo para o surgimento deste grupo
de patologias, nomeadamente mutacdes na interleucina 10 (IL10) ou no gene ATG16L1, como
abordado noutro tépico. (39) O viroma, composto maioritariamente por bacteri6fagos, de entre
0s quais Caudovirales e Microviridae (que se encontram aumentados em doentes pediatricos
com DC), infetam bactérias hospedeiras e sdo capazes de gerar outros virus com potencial de
infetar e matar outras bactérias. (39,40)

Também os Protozoarios e helmintas, parasitas intestinais, alteram o equilibrio entre o
microbioma e hospedeiro. Os helmintas parecem desempenhar algum papel na etiopatogenia
da DII, sendo inimeros os relatos de diminuigdo de citocinas pro-inflamatorias relacionadas
com a infestagdo por helmintas. Desta constatacdo surgiu a teoria de que estes microrganismos
desempenhariam um importante papel na protecdo do organismo perante estados inflamatoérios,
0 que é corroborado pelo facto de zonas com maiores taxas de infegbes por parasitas terem

incidéncia diminuida de doencas autoimunes. (41)
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. Inflamacéo

H& evidéncia crescente que suporta a tese de que a disbiose intestinal contribui para a
iniciacdo e patogénese da DII. Contudo, permanece incerto se essa dishiose se relaciona
diretamente com a etiopatogenia ou é apenas uma alteracdo secundéria causada pela inflamacéo

e/ou medicacdo. (37)

Pensa-se que toda a patogenia da doenca se iniciarad na perda de integridade da barreira
formada pelas células epiteliais da mucosa. (15) Uma vez criadas as alteracdes da barreira, estdo
abertas as portas de entrada para 0s agentes patogénicos do intestino, tornando os doentes mais

suscetiveis a translocacao bacteriana, despoletando a reposta inflamatéria do hospedeiro.

Antigénios provenientes da flora intestinal entram em contacto com células comensais
do intestino, como as células apresentadoras de antigénios (APCs, antigen-presenting cell) e
estimulam continuamente o sistema imune, que, em contrapartida, expande a sua atividade
inflamatdria local. Como consequéncias de uma penetracdo anormal de bactérias comensais do
intestino, através de uma quebra na barreira epitelial, hd& um aumento da apoptose de células do
epitélio intestinal, que aliada a inflamacdo intestinal podem conduzir a hiperativacao das células

imunes da mucosa, perpetuando a resposta inflamatoria. (15)

Durante muito tempo, pensou-se que a DC seria mediada por respostas T helper 1 (Th1l),
que desencadeariam a libertagé@o de fator de necrose tumoral-o (TNF-a, tumor necrosis factor-
alpha) e interferdo-y (IFN-y, interferon-gamma), e pela infiltracdo tecidular de Th17. Na CU
seriam 0s Th2 os principais mediadores da doenca, em conjunto com a IL13. (15) No entanto,
foram surgindo evidéncias, como a descoberta de quantidades semelhantes de IFN-y em
biopsias do célon de doentes com DC ou com CU e niveis IL13 sobreponiveis nos doentes com
DC, CU ou doentes controlo, sugerindo que o paradigma Th1/Th2 na DC e na CU deveria ser

reconsiderado. (42)
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A abundéncia de bactérias comensais benéficas esta significativamente diminuida em
doentes com DI, ao contrario de outros organismos prejudiciais que se encontram aumentados
nestas mucosas. De entre estes Ultimos é importante destacar a Escherichia coli. Esta bactéria
possui um grupo patogenico, a AIEC, que tem a capacidade de adesdo e invasdo de células
epiteliais do intestino, para além de conseguir replicar-se nos macrofagos intestinais, sem que
estes provoquem a sua destruicdo. (29,37) Adicionalmente, a AIEC coloniza o trato Gl
reconhecendo o antigénio carcinoembriogénico relacionado com a molécula de adesdo 6
(CEACAMBG, carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6), que se encontra
anormalmente expressa no epitélio ileal dos doentes com DC. O aumento de expressdo de
CEACAMG potencia a expanséo intracelular da AIEC, culminando numa produgdo massiva de
citocinas pré-inflamatorias como as IL6, 1L12, IL23, IL17 e TNF-a (37) e uma estimulagdo da

formacéo de granulomas, contribuindo para a cronicidade da resposta inflamatoria. (43)

Contudo, como ja referido, ainda ndo ha evidéncias claras de que a infecdo devida a
componentes especificos da flora intestinal seja a causadora de DII. Para que essa teoria fosse
comprovada, seria necessario que, i) 0 microrganismo em questao, responsavel pela inflamacéo,
estivesse presente em todos os doentes, ii) a doenga pudesse ser inoculada, e iii) 0 agente

infecioso pudesse ser isolado depois da infe¢do experimental. (44)

Assim, o consenso geral atual é de que, embora exista um nimero de microrganismos
gue sustentam fortemente a teoria de que séo eles os desencadeantes de DII, falta ainda

evidéncia inequivoca do papel causal do microbioma na doenca. (45)

il. Metabolismo microbiano

A associacdo da disbiose com DIl corresponde nédo sé a alterac6es na flora intestinal ou
na estrutura da barreira preexistente, mas também a importantes variacbes em muitas fungdes

metabolicas microbianas fundamentais, designadas como metaboloma, com potencial impacto
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para o hospedeiro.

As bactérias desempenham um papel fundamental na homeostasia intestinal. Séo
responsaveis pela fermentacéo de hidratos de carbono no c6lon proximal, fonte de energia para
as comunidades bacterianas, mas também providenciam 10% dos gastos energéticos diarios do

hospedeiro. (45)

A disponibilidade de carboidratos € mais limitada nas partes mais distais do célon onde
a fermentacdo de outros substratos, incluindo proteinas e aminoacidos, se torna predominante.
(46) Os produtos da fermentacdo dos carboidratos, como o butirato e o propionato, induzem
efeitos imunomoduladores, tolerancia oral e supressao da inflamacédo; enquanto que os produtos
da fermentacdo das proteinas no célon distal, como a amonia e os fenois, sdo potenciais

desencadeantes de inflamacéo, dano de DNA e progressao para cancro colorretal. (45)

O butirato é uma fonte essencial de energia para as células epiteliais do cdlon e é
essencial para a manutencdo da satde da mucosa. Este produto metabolico € responsavel pela

inducdo do desenvolvimento de células T reguladoras (Treg) (47,48).

Bactérias produtoras de butirato através da metabolizacdo de polissacarideos
provenientes da dieta e de outros derivados do hospedeiro, pertencentes ao filo Firmicutes,
encontram-se diminuidas em doentes com DC, quando comparados a amostras de doentes
controlo (37). A Dialister invisus, também do filo Firmicutes, é capaz de produzir

indistintamente acetato e propionato, estando também diminuida nos doentes com DC. (37)

Na&o sera surpreendente, portanto, que os niveis de acidos gordos de cadeia curta (SCFAs,
short chain fatty acids), incluindo o acetato e o propionato, se encontrem também eles alterados
em doentes com DII, dada a disbiose entérica. Uma integracdo de resultados metagendmicos e
metaproteindmicos indicou que os niveis de butirato e de SCFAs estavam diminuidos em

doentes com DC (15), o que vai de encontro a diminui¢do conhecida de Firmicutes produtores
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de SCFAs observados nos estudos do perfil taxonémico.

Muito recentemente foi descrito um grupo de bactérias, passiveis de ser estimuladas por
uma dieta pobre em fibras, capaz de danificar a mucosa e de expandir essa sua capacidade a
outras bactérias. Essa privacao de fibras também foi associada a colites agressivas por agente

patogénicos entéricos. (49)
iii. Genética

O estudo genético da DIl tem sido um importante marco nas Gltimas décadas e um
contributo essencial para a compreensdo da patogénese da DII. (15) Estudos de associa¢do do
genoma completo (GWAS, Genome-wide association study), identificaram até a data mais de
160 loci associados a DII, 30 dos quais associados especificamente a DC, 23 a CU e 110 dos

loci associados a ambas. (50)

Adicionalmente, existe evidéncia suficiente que refere um risco oito a dez vezes mais
elevado para DIl em familiares de doentes com CU ou DC. Em estudos efetuados em gémeos,
demonstrou-se que quando uma das criancas sofre de DC, o risco do outro irmao ter a mesma
patologia esta aumentado vinte e seis vezes, e tem nove vezes mais probabilidade de ter CU.

(15)

A maioria dos genes que conferem suscetibilidade para a DIl — como o CARDS9, IL10,
IL23R, JAK2 — estdo implicados em funcGes da barreira mucosa, reconhecimento microbiano,
defesas antimicrobianas, producdo de muco, regula¢do imunolégica ou reparagdo de danos da
mucosa. (45) Assim, respostas antimicrobianas disfuncionais a microrganismos comensais ou
0 aparecimento de disbiose com efeitos sobre a mucosa, advém, muito provavelmente, de

defeitos genéticos.

Trés teorias principais tém sido propostas para explicar estas respostas anémalas a

alteracbes no microbioma intestinal: i) resposta desadequada a bactérias comensais (como 0
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NOD?2); ii) ineficiente clearance de microrganismos (comensais/patogénicos), que conduzem a
uma estimulacdo crénica do sistema imune (como o ATG16L1, IRGM), e iii) incapacidade de
reverter a resposta inflamatoria, dado o seu fen6tipo pré-inflamatério (como o ILR23/ IL12B).

(45)

De entre 0s inUmeros genes j& descritos até a data que propiciam o desenvolvimento de
DII, h4 a destacar alguns (Tabela 2), quer pela sua importante e comprovada relagdo a DC ileal,
como o NOD2/CARD15 e ARG16L1, quer pelo seu papel na fisiopatologia da doenga como o

FUT2.

O NOD2/CARD15, primeiro gene descrito de risco para CD, foi associado a um risco
aumentado (até vinte vezes mais em portadores homozigoéticos de NOD2) de desenvolver DII.
(45) Em modelos murinos com mutacao neste gene verificou-se uma reducéo significativa da
clearance do agente patogénico oportunistico Helicobacter hepaticus (Proteobacteria), quando
comparados com ratos wild-type, resultando na disrupcao da homeostasia intestinal. Considera-
se ainda que o NOD2 regula negativamente a ativacdo excessiva de TRLs, ao induzir uma
resposta imune apropriada de baixa intensidade. Pelo contrario, variantes de NOD2 mutadas

resultariam em hiperativacdo de respostas imunes. (45)

Outro polimorfismo que confere suscetibilidade aumentada para a DC é o gene
autofagico ATG16L1. Defeitos na autofagia tém sido ligados a células de Paneth disfuncionais,
tanto em ratos como em humanos. Estas células com funcbes secretoras de peptideos
antimicrobianos, que permitem a regulacdo das bactérias luminais, quando disfuncionais
resultam num incremento na sinalizacdo de peroxissomas e metabolismo dos lipidos,

promovendo inflamagéo. (45)

Também relacionadas com anomalias nas células de Paneth, localizadas principalmente

no ileo, estdo as variacdes no gendtipo da FUT2, que parecem ter influéncia na diversidade da
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comunidade microbiana intestinal. O gene FUT2 é responsavel pela presenca do sistema
antigénico ABO nos fluidos corporais, assim como na mucosa gastrointestinal e a sua

haploinsuficiéncia esta ligada a suscetibilidade a infe¢Ges e doencas, incluindo DC. (14)

Contudo, uma evidéncia crescente sugere que os fatores genéticos identificados
contribuem apenas parcialmente para explicar os diferentes fenétipos da doenca. Este facto
sugere que fatores epigenéticos, que se assumem como mediadores entre genoma e fatores
ambientais, possam assumir um papel significativo na patogénese da DIl e influenciar o seu
desenvolvimento e progressdo. Em muitos doentes com DIII existe hipermetilacdo em vérios
genes, como o CDH1, p16 e MDR1. (15) Um estudo completo do epigenoma associado a
metilagdo num doente com DII identificou cinquenta e um genes com metilacdo diferente

quando comparados com individuos controlo. (51)

Esta hipermetilacdo esta também interligada com o butirato, que € um inibidor da
desacetilacdo das histonas, participando na manutencdo da funcdo da barreira da mucosa
intestinal e no processo homeostatico de reducdo de producdo de IL8 pelas células epiteliais.
Para além do butirato poder aumentar a expressao do NOD2 pela promocao da acetilacao das
histonas, também o TLR4, um regulador da homeostasia intestinal, parece ser regulado pela
desacetilacdo das histonas. Todos esses achados tém sugerido que a associacdo entre a

acetilacdo das histonas e a inflamacao pode proporcionar um novo alvo terapéutico na DII. (15)

Em conclusdo, todos os estudos até ao momento apontam para que a perda substancial
de diversidade do microbioma seja o fator predominante na patogénese da DII. Esta reducéo
assenta, essencialmente, na disbiose. A sua relacdo com a genética requer ainda mais

investigacao.
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Tabela 2 — Genes mutados na DIl e associacdes clinicas

Gene

Alteracdes associadas a DI

NOD2/CARD15 Anomalias no reconhecimento patogénico

ATG16L1

FUT2

IRGM

ILR23/ 1L12B

PTPN22

JAK2

NLRP3

ICOSLG

CCR6

Anomalia na autofagia

Anomalia na secre¢do de antigénios ABO e

alteragdes no microbioma entérico
Anomalia na autofagia

Anomalia na ativacéo de células T

(também associada a condi¢Gesautoimunes

como psoriase e espondilite anquilosante)

Anomalia na autofagia nas células epiteliais
do intestino

Anomalia na ativacdo de células T
(também associada a condigdes autoimunes
como psoriase e espondilite anquilosante)
Desregulagdo da sintese de IL-1p

Anomalia na ativacéo de células T

Alteragcbes na migragdo e ativacdo

leucocitaria

DC - Doenga de Crohn; CU - Colite ulcerosa; IL — Interleucina
Adaptada de (35,53,69)

Traducdo clinica Polimorfismo

da mutacéo associado a:
Mutacdo com DC
maior relacdo com
DC complicada:
localizacdo ileal,
estenosante e
penetrante.
DC estenosante DCeCU
DC
DCeCU
DC fistulizante DC
DCECU
DC estenosante
DC
DC
DC
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Dieta como agente terapéutico na DI

A crescente prevaléncia da DIl verificada em todo o mundo e o ritmo desta variagéo
epidemiologica é de tal forma rapido que dificilmente resultara em exclusivo de alteracfes
genéticas, apontando para um efeito ambiental no risco de doenga.

Deste modo, uma grande variedade de fatores ambientais e comportamentais tem sido
associada a patogenese da DII, incluindo dieta, tabagismo, stresse, padrdes de sono, higiene e
uso de antibidticos. (53)

Formula-se a hipdtese de que a dieta possa ter um grande impacto na satide humana,
seja por afetar o hospedeiro diretamente ou através do microbioma. A comunidade microbiana
no intestino é um sistema complexo e dindmico que pode ser perturbado por muitos fatores
ambientais, incluindo dieta, estilo de vida ou farmacos.

Como resposta a modificacbes na dieta, ocorrem alteracbes na composi¢do do
microbioma intestinal. Especialmente durante os eventos do inicio da vida, como o desmame e
a introducdo de alimentos sélidos, a dindmica da colonizacao € criticamente modulada. (50)

Existe um grande interesse na associagdo entre dieta, microbioma intestinal e DII, uma
vez que a dieta desempenha um importante papel nas fun¢ées do microbioma intestinal e na
atividade imune do organismo, o que acaba por modificar a estrutura da comunidade microbiana
entérica e influenciar a sua fungdo. Por esta razdo, tanto a dieta como o microbioma séo
considerados como possiveis alvos para intervencao terapéutica na DII. (54) Uma vez que a
dieta é a principal componente modificavel pelos doentes, estes procuram saber o que devem
comer para poderem melhorar a sua condi¢gdo, mas, habitualmente, enfrentam um processo
frustrante de tentativa e erro na identificagcdo de alimentos que desencadeiem ou reduzam os
sintomas. (55)

Embora a dieta venha sendo considerada um fator chave na patogénese da D11, os dados

publicados até a data ndo conseguem estabelecer uma associacao entre a ingesta de alimentos
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especificos e a ocorréncia de DC e/ou CU. (52) Estudos de migrantes evidenciaram que aqueles
que contactaram com sociedades ocidentais e a sua alimentag&o - rica em gorduras e proteinas
e pobre em vegetais e fruta - tinham maior risco de desenvolver DIl quando regressavam aos
paises de origem. Estes achados apoiam a importancia dos fatores de risco ambientais no
desenvolvimento da doenca. (54)

Componentes dietéticos como &cidos gordos 6mega-6, acidos gordos de cadeia longa,
proteinas e carboidratos digeriveis, podem contribuir para a patogénese da DIl através da
diminuicdo da diversidade do microbioma intestinal, do aumento de agentes patogénicos
oportunistas, do aumento da permeabilidade intestinal e da promocéo da inflamacéo, resultando
numa diminuicdo da frequéncia de bactérias protetoras de barreira intestinal especificas. Por
outro lado, os &cidos gordos 6mega-3, os triglicerideos em cadeia e os carboidratos nao
digeriveis demostraram uma melhoria desses parametros e da saude intestinal. (50,56)

Em suma, a dieta desempenha um papel fundamental na patogénese da DI, e existe a
hipotese de que a interagdo entre a dieta e 0 microbioma em pessoas geneticamente suscetiveis

contribua significativamente para o inicio da doenca. (33)

i. Nutricdo entérica exclusiva

Recentemente, tem havido um crescente interesse nas terapias nutricionais, incluindo
suplementos como probioticos, pré-bidticos e simbioticos, dietas pobres em carboidratos,

acidos gordos polinsaturados 6mega-3 e a dieta entérica exclusiva.

A nutricdo entérica exclusiva (EEN, exclusive enteral nutrition) tem sido amplamente
utilizada como terapia de inducéo e manutencdo na abordagem da DC pediatrica. (57) Em casos
de doenca ativa ligeira a moderada ndo complicada existe evidéncia robusta de eficacia (58),

sem necessidade de recorrer a tratamentos farmacoldgicos associados. (59)

A EEN refere-se a administracdo de formulas liquidas especializadas que podem ser
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poliméricas, semi-elementares ou elementares como Unica fonte de nutri¢do. (52) As formulas
elementares sdo constituidas exclusivamente por aminoécidos. Esta dieta elementar tem baixa
palatibilidade e muitas vezes requer a sua administracdo através de sonda nasogastrica (SNG).
As férmulas semi-elementares contém péptidos, aclcares simples (polimeros de glicose ou
amido) e gordura, principalmente triglicerideos de cadeia média. Mesmo estas sdo mal aceites
por mais de metade dos doentes. As formulas poliméricas contém proteinas intactas,
carboidratos complexos - sem lactose ou glaten - e gorduras, tornando-se mais agradaveis e ndo
requerem administracdo por SNG. (54,57) Para além dessas vantagens, que ja por si aumentam
a adesdo dos doentes ao tratamento, esta formula tem menor custo monetario. (60) A eficacia
parece ndo se relacionar com a constituicdo da dieta entérica, ndo tendo ficado demonstradas

diferengas entre EEN elementar ou polimérica. (11,54,55)

Existem ainda diferencas na duracdo do tratamento com EEN (4 a 6 semanas versus 6 a
8 semanas) e no método de administracdo. As praticas atuais que visam a inducao de remissdo
em DC pediatrica utilizam uma formulagdo polimérica ou elementar por um periodo de 6 a 8
semanas, administradas via oral ou através de SNG. De entre estas alternativas, a férmula
polimérica é, largamente, a mais utilizada (90%) pelas razdes ja referidas. Porém, a formula
utilizada é escolhida também pela experiéncia do médico, pela disponibilidade econdémica e das
férmulas. As diferencas entre métodos através do qual a alimentacdo é administrada ao doente,
oral ou por SNG ndo mostrou diferencas significativas, com 75% de remissdes em doentes

alimentados oralmente contra 85% naqueles que foram alimentados atraves de SNG. (54)

Durante este periodo de EEN sdo permitidas pequenas quantidades de agua. No final do
periodo de 6 a 8 semanas, a alimenta¢do normal é introduzida gradualmente. (60) Num inquérito
realizado a unidades de tratamento, 52% delas prefere reintroduzir a alimentagdo com alimentos
com o mais baixo teor em fibras possivel enquanto se diminui a quantidade de formula. Outros

centros preferem introduzir uma refeicdo completa apenas a cada 3 a 4 dias. (61)
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Metanélises comparativas do efeito da EEN com outras terapéuticas da DC, em
populacdes pediatricas, demonstraram que EEN tem uma eficacia sobreponivel aos CS (62-64),
provavelmente serd superior na indugdo de cicatrizacdo da mucosa, levard ao aumento de peso,
aumento dos niveis de vitamina D e melhoria da qualidade de vida. (55) Ha ainda a
possibilidade de que inducGes de remissdo pela EEN possam ser mais duradoras do que as
obtidas com CS, mas este resultado apenas foi demonstrado por um dos estudos. (64) A EEN

torna-se, assim, o tratamento de primeira linha em doentes pediatricos com DC. (52)

Os objetivos da terapia em DC pediatrico eram, tradicionalmente o alivio dos sintomas,
otimizagdo do crescimento e melhoria da qualidade de vida, minimizando a toxicidade da
terapéutica. Porém, a nocdo de que alcancar a cicatrizacdo da mucosa pode potencialmente
mudar a historia natural da doenca e diminuir a necessidade de cirurgia, colocou a remissdo

histoldgica no centro dos objetivos terapéuticos.

Um estudo que procurava identificar a consisténcia da cicatrizacdo da mucosa no final
do tratamento com EEN, observou que 26 dos 37 pacientes do grupo tratados com EEN atingiu
a cicatrizacdo da mucosa, quando apenas 4 dos 10 no grupo de CS alcancou resultados
igualmente satisfatorios. (65) O mesmo resultado foi encontrado noutro estudo em que 14 de
19 dos doentes induzidos com EEN obtiveram cicatrizacdo mucosa, enquanto que apenas 6 dos
18 pacientes tratados com CS alcangaram o mesmo resultado. (64) Em geral, os pacientes que
receberam EEN foram 4,5 vezes mais propensos a demonstrar cicatrizagdo da mucosa em

comparacdo com aqueles que receberam CS. (64)

Recomendacdes recentes da European Crohn’s and Colitis Organisation (ECCO) e na
European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and Nutrition (ESPGHAN)
acerca da orientacdo médica da DC pediatrica, demonstraram taxas de remissao até 85%, com

cicatrizagdo mucosa em 19% a 75% dos pacientes. (52) A eficicia da EEN parece ser maior
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para DC do ileo ou ileo-célicas, ao contrario de em colite pura. (55) Foi também demonstrada

que a EEN néo é util em doentes com CU. (66)

Adicionalmente, outro estudo prospetivo analisou a resposta de 114 criancgas tratadas
com EEN durante 8 semanas (51,2% alimentadas oralmente e 48,8% por SNG). Alcancaram a
remissao clinica 80% das criancgas, com reducdes significativas na velocidade de sedimentagdo
e nos niveis de proteina C reativa. Aqueles que alcangaram a remissdo obtiveram também uma

melhoria significativa do peso e do indice de massa corporal (IMC). (60)

Ja a terapia de manutencao ap06s a inducéo de remissdo bem-sucedida com a EEN néo é
consensual. Ha evidéncias crescentes de que a nutri¢do parcial entérica (fornecendo 30 a 50%
das necessidades caldricas do paciente) parece ter eficacia na prevencdo da recidiva, mas muitos
dos estudos realizados envolviam o uso da alimentacdo nasogastrica, geralmente com auto-

intubacéo, o que traz problemas logisticos consideraveis. (55)

No entanto, apesar da eficacia clinica estar bem definida, 0 mecanismo de acéo pelo
qual induz remissdo da inflamacdo da mucosa néo ¢ ainda claro. Embora a EEN tenha efeitos
consideraveis sobre a estrutura e a atividade metabédlica do microbioma intestinal em pacientes
pediatricos, (67) estas mudancas ndo séo suficientes para explicar a eficécia verificada. (55) Por
exemplo, os aspetos potencialmente adversos da disbiose associada a DC - como a reducdo da
diversidade bacteriana e da abundancia relativa de Faecalibacterium prausnitzii - séo

exacerbados em vez de corrigidos. (67)

Do que ja é conhecido até a data, a EEN tem significativos efeitos anti-inflamatorios
(local e sistemicamente) e de restauro da barreira epitelial. (52) Esta terapéutica mostrou alterar
a producdo de SCFA (68) e, em particular, um aumento do butirato. (62) Para além desta
alteracdo lipidica que se revela anti-inflamatoria, estas formulas reduziram ainda a carga

alergénica. (66) Recentemente, postulou-se que a EEN possa influenciar a resposta imune aos
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microrganismos intestinais e atuar especificamente no microbioma intestinal, corrigindo a
disbiose. (66,69,70) Um outro estudo revelou que, ap6s as 6 semanas de EEN, o padrdo
inicialmente pro-inflamatério resultante dos SCFA estava normalizado, observando-se
remissao clinica. (68) O efeito positivo foi observado apenas em criancas com DC ativa no
intestino delgado e/ou no célon, enquanto ndo foram detetadas mudancgas naqueles com DC

perianal ativa. (68)

Os estudos que investigam o impacto da terapia EEN no microbioma s&o limitados.
Desde que a EEN é usada de forma mais consistente no tratamento da DC pediatrica, a maioria
dos estudos existentes foi realizada em criangas, e geralmente, as amostras sdo de tamanho
reduzido. (58) Interpretar mudancas detalhadas de microbioma em diferentes estudos também
¢ complicado pela heterogeneidade de coortes de estudo, alta variacdo interindividual,
diferengas no local da amostra (ou seja, fezes versus bidpsia mucosa) e diferengas

metodoldgicas como o tipo e a exclusividade da formula.

Dos estudos efetuados, os mais robustos encontraram mudancgas benéficas no
microbioma durante e depois de EEN. (69,70) (Tabela 3). Adicionalmente, outro estudo
demonstrou que o perfil do microbioma era significativamente diferente em pacientes com

remissdo induzida por EEN versus pacientes com remissdo induzida por esteroides. (71)

Em 2015, Kaakoush et al (62) descreveram uma significativa diminui¢do do nimero de
seis familias dentro dos Firmicutes ao iniciar EEN, o que correspondia a uma remisséo da DC.

A recidiva da DC foi associada a um aumento destas unidades.

Esta reducdo com EEN pode ser uma consequéncia do menor consumo de fungos nos
alimentos, ou devido a uma mudanca no ambiente microbiano no intestino com EEN,
paralelamente & mudanca ocorrida nas bacterias. A importancia destes achados para a

patogénese ¢ ainda desconhecida, embora observemos que os anticorpos anti-Saccharomyces
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séo usados como biomarcadores na DI1.(11)

Como questdes finais colocam-se se esta dieta necessita realmente de ser exclusiva e se

é o conteudo da férmula em si que € benefico, ou se é a ndo-exposicdo a dieta normal que leva

a remissdo da doenca ativa.

Tabela 3 — Efeitos da EEN no microbioma

Referéncia Amostragem Tipo de
Amostra sequénciacao

Gerasimidis 15 DC
et al. (2014)
21C

Kaakoush et 5DC
al. (2015)
5C

Quince et al. 23 DC
(2015)
21C

Lewis et al. 22DC
(2015)

Schwerd et 8DC
al. (2016)

Dunn et al. 10DC
(2016)

Fecais

Fecais

Fecais

Fecais

Fecais

Fecais

Método de

gPCR 16S rRNA

16S rRNA e
sequenciacao
metagendmica NGS

16S rRNA, e
Sequenciagdo
metagendmica NGS

Sequenciagdo
metagendmica NGS

16S rRNA, e
Sequenciagdo
metagendmica NGS

16s rRNA, NGS

Achados major asociados a EEN

Diminuicédo da diversidade e
Faecalibacterium prausnitzii dimuida

Diminuicéo da diversidade: 6
familias de Firmicutes
(Erysipelotrichaceae,
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae,
Streptococcaceae, Veillonellaceae e
Peptostreptococcaceae)

Diminuicdo da diversidade
(principalmente Bifidobacterium,
Ruminicoccus e Faecalibacterium) e
aumento de Lactococcus

Dimuig&o de Dialister, Dorea,
Gordonibacter, Haemophilus,
Streptococcus. Aumento de Alistipes

Diminuicéo da abundancia do filo
Bacteroidetes; aumento da
abundancia do filo Firmicutes.

Em pacientes que alcancaram
remissdo ap6s EEN, houve reducaoda
diversidade Bacteroides (incluindo B.
fragilis e B. ovatus) e
Ruminococcaceae. Em pacientes que
ndo  conseguiram  atingir/manter
remisséo, a EEN aumentou a
diversidade de organismos, sendo
associado a Bacteroides,
Enterobacteriaceae e Prevotella

DC - doenca de Crohn; C - controlos saudaveis; NGS - next generation sequencing; PCR - polymerase chain
reaction; 16S rRNA — Acido ribonucleico ribossomal 16S; EEN - nutri¢io entérica exclusiva. Adaptada de (58)
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ii. Proteinas

A ingestdo aumentada de proteina animal foi associada ao risco de DII. Os estudos
epidemiol6gicos demonstraram que uma dieta rica em proteina animal esta associada a um risco
significativamente mais elevado de desenvolver DC. Em particular, um alto consumo de carne
e de peixe, mas ndo de ovos ou produtos lacteos, foi associado ao risco de desenvolver a doenca.
(69) No entanto, o consumo de proteinas animais geralmente estd associado ao consumo de
gordura animal, por isso ndo esta claro se este componente pode ser adequadamente avaliado
de um modo isolado, ou se se devera ao efeito das gorduras no organismo, como explicado de
seguida.

ii. Gorduras

Em geral, a literatura existente sugere que dietas com alto teor de gordura estdo
associadas a um maior risco de DII. Varios estudos incluidos na revisdo sistematica
demonstraram um risco aumentado de DC associada a elevada ingestdo de gordura total,
principalmente a ingestdo total de &cidos gordos saturados e um aumento do racio 6mega-
6/6mega-3. (10) No entanto, o beneficio clinico do 6mega 3 como anti-inflamatério é
controverso e ndo foi encontrada evidéncia da sua eficacia. (72)

De todos os componentes da dieta humana, as gorduras sdo as mais associadas ao

agravamento dos sintomas na DII. (50)

iv. Hidratos de Carbono

A ingestdo de carboidratos foi estudada em pacientes com DC, traduzindo-se numa
demonstracédo consistente de que uma elevada ingestdo de monossacarideos e dissacarideos foi
associada com maior risco de DC. (10,59)

A DIl esté associada a niveis mais baixos de bactérias produtoras de butirato, como 0s

Firmicutes, uma vez que a sua a degradacdo € inversamente proporcional a abundéncia de
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destes microrganismos na DC ativa. (50) Baixos niveis de butirato provenientes da dieta

poderiam estar envolvidos na iniciacdo/perpetuacédo da inflamacédo da DC. (52)

V. Fibras

As fibras podem ser divididas em dois grupos: fermentavel e ndo fermentavel. As fibras
fermentaveis sdo fermentadas pela flora no intestino e os SCFASs sao produzidos como produto
final, um metabolito anti-inflamatdrio que reduz a permeabilidade intestinal. As fibras da dieta
provém da parte indigestivel dos alimentos vegetais e contribuem substancialmente para as
concentracdes fecais de SCFA (Short-chain fatty acids), nomeadamente &cido acético, acido
propidnico e acido butirico. (50)

Em estudos que investigaram o efeito de um elevado consumo de fruta, houve um risco
diminuido de DC. Doentes que consumiram fruta mais do que uma vez por dia, comparados
com aqueles que consumiram menos do que essa quantidade, demonstraram diferencas
estatisticamente significativas. Um alto consumo de vegetais foi também associado a um risco
diminuido de DC, mas ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas. (10) O
principal problema prende-se com o facto dos doentes reduzirem o consumo de fibras apos a
primeira remissao. (59)

Ha ainda evidéncias epidemioldgicas a partir de estudos observacionais que indicam

que o aporte apropriado de alimentos ricos em fibras podem ajudar a proteger contra a DII. (60)

Vi. Vitamina D

A vitamina D é abundantemente expressa nas células intestinais e em todas as celulas
imunes, havendo varios estudos que implicam a deficiéncia de vitamina D, ou subregulagéo da
vitamina, na patogénese e gravidade da DII. E reconhecido a a¢io da vitamina D na manutenc&o
da integridade epitelial e ao seu efeito na composicdo do microbioma intestinal. (50) No
entanto, embora o défice de vitamina D tenha sido implicado como causa de inflamagéo na DC,

desconhecem-se ainda quais os niveis ideais. (55)
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As formas bioativas da vitamina D sdo também conhecidas por aumentar de forma
robusta a expressdo de alguns genes de suscetibilidade associados a DC (por exemplo, NOD2),
sugerindo que a sua atividade imunomoduladora seja muito vasta e de natureza heterogénea.
(50)

Vil. Dietas de exclusdo

A dieta de exclusdo mais estudada, e mais antiga, a dieta restritiva de carboidratos (SCD,
specific carbohidrat diet) foi sugerida pela primeira vez pelo Dr. Sidney Haas em 1924 como
um método para tratar a doenca celiaca. A teoria subjacente da SCD € que os carboidratos de
di- e polissacarideos sdo mal absorvidos no trato Gl humano, resultando num crescimento
excessivo de bactérias e leveduras e subsequente sobreproducéo de muco. Estes efeitos podem
resultar em lesdo do intestino delgado, perpetuando o ciclo de méa absorcéo de carboidratos e
lesdo intestinal. (73) Esta dieta restringe os carboidratos complexos (di- e polissacarideos) e
elimina agucares refinados para conseguir corrigir o desequilibrio causado pela utilizacdo destes

hidratos de carbono pelas bactérias e leveduras. (57)

Um estudo retrospetivo avaliou 26 criancas em regime de SCD parcial: 20 com DC e 6
com CU. (74) A duracédo da terapia dietética variou de 3 a 48 meses e foi associada a outros
farmacos, selecionados individualmente para cada doente. Em pacientes com DC ativa, tanto o
indice de atividade de DC pediatrico, quanto o indice pediatrico de atividade da CU diminuiram.
Este estudo fornece evidéncias de que o SCD pode melhorar os sintomas clinicos em pacientes
pediatricos com CD, bem como CU. Serdo necessarios mais estudos para corroborar a eficacia

da SCD, atendendo ao viés apresentados nestes estudos (uso concomitante de farmacos).

Sigall-Boneh et al (75) desenvolveram uma outra dieta de exclusdo especial, a dieta sem
gluten (GFD, gluten free diet), eliminando componentes potencialmente influenciadores do

microbioma ou da permeabilidade intestinal (gluten, produtos lacteos, gorduras animais, carnes
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processadas, produtos que contenham emulsionantes, produtos enlatados e todos os produtos
embalados com prazo de validade). Frutas e vegetais frescos sdo permitidos nesta dieta, bem
como algumas leguminosas (lentilhas, ervilhas) porém outras, como o grdo-de-bico e a soja,
ndo o sdo. Criangas e jovens adultos com DC ativo receberam esta dieta e até 50% de calorias
alimentares a partir de uma formula polimérica para indugdo de remissdao. Apds 6 semanas, a
resposta e a remissdo foram obtidas em 78,7% e 70,2% dos pacientes, respetivamente. Esses
resultados precisam ser confirmados em ensaios mais alargados, incluindo andlises do

microbioma e randomizando doentes com e sem suplemento de férmula polimérica.
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Discussao e Conclusao

A DC é uma DIl com uma patologia complexa e heterogénea, que em 25% dos casos
tem a sua primeira manifestacdo antes dos 18 anos, especialmente durante a puberdade. Esta
elevada prevaléncia da DC assume uma especial importancia no controlo eficaz da doenca, uma
vez que conduz a uma diminuicdo da velocidade de crescimento, atraso pubertario, diminuicdo

de massa dssea e perda ponderal. (5)

O conhecimento da etiopatogenia da DC beneficiou de véarios e importantes avancos nas
ultimas décadas, mas a sua etiologia mantém-se desconhecida, embora se reconhe¢a uma
grande variedade de fatores desencadeantes envolvidos (genéticos, imunoldgicos, dietéticos e
0 microbioma). A caracterizacdo e a interagdo de cada um dos fatores poderé levar a descoberta

de novos alvos terapéuticos.

E expectavel que uma associacio de suscetibilidade genética individual, fatores
ambientais, microbioma intestinal e uma componente autoimune fagcam parte da fisiopatologia
da DII. (1) Em doentes com DC, foi descrita uma disbiose com diminuicdo das bactérias
protetoras e de helmintas um aumento de certas bactérias patogénicas, virus (essencialmente
bacteriofagos) e fungos. Em resumo, no que diz respeito ao microbioma bacteriano, é descrito

um aumento do filo Proteobacteria e uma diminuicdo de Firmicutes na DC.

Tradicionalmente, os objetivos da terapia focam-se no alivio de sintomas, otimizacéo do
crescimento e em melhorar a qualidade de vida dos doentes, minimizando os efeitos colaterais
dos farmacos. Como alternativa a terapia convencional com CS, surge a alimentacao entérica
polimérica, que se configura como a primeira linha no tratamento em criancgas e adolescentes
com DC do ileo, com eficacia sobreponivel a corticoterapia, mas sem o0s seus efeitos
secundarios como o atraso de crescimento, de desenvolvimento e reducdo da massa 0ssea -

efeitos particularmente nefastos em doentes em idade pediatrica. (7-9)
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Embora esta terapéutica se encontre largamente instituida dada a sua eficacia
empiricamente comprovada, 0 mecanismo pelo qual é conseguida a remissdo da inflamacao da
mucosa esta longe de ser claro. Existem efeitos anti-inflamatorios diretos no epitélio intestinal,
moldando favoravelmente o racio entre citocinas pro- e anti-inflamatérias e modificando o
microbioma intestinal, mas ainda ndo é claro porque funciona e em que doentes atinge a sua

maior eficécia. (10,11)

Quanto as dietas j& propostas, aquela que, indubitavelmente, se mostra mais eficaz é a
EEN. Todas as outras carecem de rigor em predizer alimentos proibidos e permitidos, e sera
dificil saber, com certeza, qual a exatiddo com que o doente seguiu essa dieta na sua vida fora

do hospital.

Apesar dos resultados dispares, € jA conhecido o efeito nocivo das gorduras e

carboidratos para o intestino e a protecdo contra estados inflamatorios conferida pelas fibras.

A identificagdo de componentes alimentares com um componente anti-inflamatério
podera ajudar no controlo da DIl e servir como conceito base de inducdo de remissdes noutras
doencas imunomediadas. Tendo em conta que cada doente tera uma resposta imunoldgica e do
microbioma diferente aos mesmos componentes alimentares, abordagens dietéticas individuais
serdo essenciais para otimizar a terapéutica. Sera dificil, porém, determinar que alimentos
ingeridos pelos doentes terdo mais relacdo com a inflamacéo intestinal, porque para além da
variabilidade genética e do microbioma interindividuais, ha grande variedade de macro e
micronutrientes ingeridos pelos doentes ao longo do dia. Estes fatores de confusdo acabam por
se repercutir nas deducdes feitas nos varios estudos que tentam identificar alimentos especificos
benéficos ou de risco. No sentido de eliminar estes fatores confusionais, é impreterivel
uniformizar os métodos utilizados e estratificar as amostras em grupos homogéneos (quanto as

suas caracteristicas biologicas e quanto as suas exposi¢cdes ambientais).
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Relativamente aos efeitos da EEN sobre o microbioma, atendendo aos estudos
analisados, ndo foi possivel concluir se a disbiose é um fator causal ou se serd& uma mera
consequéncia da inflamacéo na DII. Os dados conhecidos até agora apontam para que a resposta
imunolégica local desregulada face ao microbioma intestinal seja um mecanismo crucial
envolvido na patogénese da DII. Esse fator, somado aos numerosos loci de suscetibilidade
genética identificados, favorecem a inflamag&o intestinal cronica. No entanto, serdo necessarios
estudos com vista a uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares e celulares
envolvidos para que seja possivel desenvolver futuras abordagens terapéuticas que permitam

ultrapassar as limitagdes atuais como a inexisténcia de remisséo a longo prazo.

As futuras linhas de investigacdo deverdo procurar identificar em que medida a EEN

modula realmente o microbioma e o metaboloma.

A constatacdo de que a dieta entérica exclusiva € muito mais eficaz nos doentes com
atingimento do tubo digestivo alto e intestino delgado e menos eficaz quando a doenca é
exclusivamente célica, leva-nos a especular sobre a existéncia de diferentes vias inflamatorias
alteradas segundo o fendtipo da doenca. A caracterizacdo definitiva dos efeitos da EEN no
microbioma co6lico, nomeadamente a nivel metabélico (metaboloma) podera permitir esclarecer
quais os mediadores inflamatérios preponderantes na perpetuacdo da inflamacdo do intestino

delgado, permitindo identificar terapéuticas bioldgicas individualizadas.

Como questdes finais, colocam-se se esta dieta necessita realmente de ser exclusiva e se
é o conteudo da férmula em si que € benéfico, ou se é a ndo-exposicdo a dieta normal que leva

a remisséo da doenca ativa.
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