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Resumo

O leite materno é a fonte de nutrientes de eleicao para o recém-nascido e a sua
composigao varia ao longo da lactagdo com a produgao de trés tipos de leite: colostro, leite
de transigao e leite maduro. Longe de ser um fluido estéril, o leite materno é fonte de
bactérias, representadas maioritariamente pelos géneros Bifidobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Staphylococcus e Streptococcus. Contrariamente ao que se acreditava,
estas bactérias nao resultam de contaminagoes e tém origem no limen intestinal materno,
de onde sao transportadas até as glandulas mamarias através de células dendriticas. Fatores
como o peso corporal da mae, estado hormonal durante o parto, periodo de lactagao e
estado de sallde materna influenciam a composigao bacteriana do leite materno.

Esta composicao permite uma colonizagao inicial do intestino do recém-nascido
adequada, evitando a disrupgao da homeostase intestinal envolvida na patogénese de varias
doengas. Assim, a amamentagao de recém-nascidos com leite materno esta associada a uma
reducido da incidéncia e do risco de desenvolvimento de varias patologias, quer a curto
como a longo prazo, como a enterocolite necrosante e a doenca atépica. Estudos in vivo e in
vitro tém elucidado acerca dos mecanismos envolvidos na sua a¢ao protetora, que podem
incluir: exclusao competitiva, fungao de barreira intestinal, producao de compostos
antimicrobianos, atividade metabdlica e maturagao do sistema imune.

Varios estudos indicam a possibilidade de isolamento das bactérias do leite materno e
a sua administragao sob a forma de probidticos, em situagdes onde a amamentagao nao é

aconselhavel, com potencial aplicagao para o tratamento e prevengao de doencas infeciosas.



Abstract

Breast milk is the source of nutrients of choice for the newborn and it’'s composition
varies throughout lactation with the production of three types of milk: colostrum,
transitional milk and mature milk. Far from being a sterile fluid, breast milk is a source of
bacteria, mainly represented by the genera Bifidobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Staphylococcus and Streptococcus. Contrary to what was believed, these bacteria
are not the result of contamination and originate from the maternal intestinal lumen, where
they are transported to the mammary glands via dendritic cells. Factors such as mother’s
body weight, hormonal status during labor, lactation and maternal health status, influence the
bacterial composition of breast milk.

This composition enables an appropriate initial colonization of the intestine of
newborn, preventing the disruption of intestinal homeostasis involved in the pathogenesis of
various diseases. Thus, breastfeeding of newborns with breast milk is associated with a
reduced incidence and risk of developing various diseases, both in the short and long term,
such as necrotizing enterocolitis and atopic disease. In vivo and in vitro studies have elucidated
about the mechanisms involved in it’s protective action, which may include: competitive
exclusion, intestinal barrier function, production of antimicrobial compounds, metabolic
activity and maturation of the immune system.

Several studies indicate the possibility of isolation of bacteria from milk and its
administration in the form of probiotics in situations where breastfeeding is not

recommended, with potential application for treatment and prevention of infectious diseases.



I. Introducio

Recém-nascido (RN) é a denominagao clinica usada em Pediatria para designar todas
as criangas desde o nascimento até atingirem os 28 dias de vida. A partir desta data, e até ao
fim do primeiro ano de vida, a crianga passa a ser designada por lactente.

O RN, particularmente se prematuro, demonstra uma imaturidade das fung¢oes
digestiva, metabdlica e excretora, e o seu desenvolvimento ocorre durante os primeiros
anos de vida (Laurindo & Calil, 1992). Embora estejam sobre a influéncia genética, estas
mudangas podem ser moduladas pela dieta. O leite materno (LM) é a fonte de nutrientes de
eleicao para o RN e, por isso, foi recomendado como guia para estabelecer os niveis
maximos e minimos dos componentes das formulas infantis (Robinson & Fall, 2012).

As formulas infantis mais utilizadas no mercado tém como matéria-prima o leite de
vaca, que nao € apropriado para a alimentagao do RN, necessitando de uma série de
adaptagOes para se tornar mais digerivel e absorvivel. As principais modificagoes que podem
ser feitas incluem a redugao do teor de proteinas e eletrodlitos, substituicao de parte dos
lipidos por oleo vegetal, adicao de hidratos de carbono como a sacarose, e adigao de
vitaminas e minerais (Costa., 2012). Estes leites estio disponiveis sobre a forma de pd, para
serem reconstituidos em agua, pelo que o seu manuseamento requer alguns cuidados de
forma a evitar possiveis contaminagoes.

Apesar destas formulas tentarem mimetizar os componentes do LM, existem algumas
diferengas (Piacentini et al.,1995). O leite artificial, embora em menor percentagem do que o
leite de vaca, contém grandes quantidades de proteinas (caseina), sobrecarregando o sistema
renal com substincias dissolvidas, designadamente de fenilalanina e tirosina, aminoacidos
para os quais os RNs apresentam baixa capacidade de metabolizagao. Em contraste com o
LM, o leite de formulas infantis contém beta-lactoglobulina, que é considerada altamente
alérgica. Por outro lado, a sua composigao € pobre em oligossacaridos que podem exercer
diversas fungoes, entre as quais, favorecer a flora intestinal com a colonizagao de bactérias
benéficas para o intestino.

Além disso, embora o contelido em minerais das féormulas lacteas, nomeadamente de
Ferro e Calcio, seja superior ao do LM, este compensa a sua baixa percentagem através de
uma maior biodisponibilidade. Adicionalmente, enzimas essenciais a digestao estao também
presentes no LM, nomeadamente a lipase, que promove a digestao de lipidos, e as protéases
que fazem o mesmo com proteinas.

Os RNs amamentados controlam melhor a quantidade de leite que ingerem e

aprendem a auto-regular a ingestao de energia, o que permanece com eles na vida futura.
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Assim, em comparagao com RNs alimentados com féormulas, os amamentados ganham peso
mais lentamente na infancia, o que esta associado a menor risco de desenvolver obesidade
no futuro (Robinson & Fall, 2012)(Hester et al., 2012).

O LM suporta o desenvolvimento neurocognitivo, através do fornecimento de acidos
gordos polinsaturados de cadeia longa, que sao encontrados em altas concentragoes no
cérebro durante o periodo de rapido crescimento. De facto, criangas amamentadas parecem
ter uma melhor performance em testes cognitivos, comparativamente a criangas alimentadas
com férmulas (Robinson & Fall, 2012).

O LM é ainda composto por varios fatores de protecio, nomeadamente
imunoglobulinas, lactoferrina, lisozima, bactérias benéficas, nucledtidos, macrofagos,
linfocitos, neutrofilos, e fatores de crescimento. Estes fatores, justificam assim a redugao da
incidéncia de diversas doengas em RNs amamentados, em comparagaio com RNs
alimentados com féormulas. Associados a amamentagao estao, de facto, beneficios a curto e
longo prazo na salide do RN, que abrangem varios orgaos e tecidos.

O LM estd adaptado as necessidades do RN, indo de encontro a maturidade do seu
aparelho digestivo e tendo a capacidade de variar a sua composicao consoante as
necessidades e a fase de vida da crianga. Nao pode, assim, ser substituido por nenhuma
formula infantil, cuja composicao é sempre constante.

Além das vantagens nutricionais e protetoras, a amamentagao propicia o
estabelecimento do vinculo afetivo entre a mae e o RN, satisfazendo as suas necessidades
emocionais (Costa, 2012).

Devido a superioridade do LM em relagao aos outros tipos de leite, a Organizacao
Mundial de Saide (OMS) e o Ministério da Salde, recomendam que o lactente seja
alimentado exclusivamente com LM durante os primeiros seis meses de vida. A partir desse

periodo, este deve ser consumido de forma complementar pelo menos até aos dois anos de

idade (Costa, 2012).



2. Leite materno

2.1. Tipos de leite materno

Devido a imaturidade das glandulas mamarias, a composicao do leite produzido pela
mae vai sofrendo alteragdes ao longo do tempo (Laurindo, et al, 1992). Assim, o periodo de
producao do LM, designado de periodo de lactagao, pode ser dividido em trés fases,
havendo producao de trés tipos de leite: o colostro, o leite de transicao, e o leite maduro
(Kulski & Hartmann, 1980).

O colostro é o primeiro fluido biolégico produzido pelas glandulas mamarias, no fim
da gravidez e durante os primeiros cinco dias apoés o parto. Apesar de ser produzido em
baixa quantidade, contém grande concentragao de nutrientes e elementos do sistema imune,
incluindo imunoglobulinas, células imunocompetentes e citocinas (Jiménez, et al., 2008a). A
composicao do colostro esta bem adaptada as necessidades do RN. Contém uma reduzida
quantidade de lactose e glucose, o que ¢ essencial, na medida em que as enzimas intestinais,
nesta fase, ainda estdo a ser produzidas. Este facto reforga a fungao imunoldgica, e nao
apenas nutricional, deste primeiro leite (Ballard & Morrow, 2013). Quando comparado ao
leite maduro, € mais viscoso, possuindo concentragoes mais elevadas de proteinas, minerais,
carotenoides e vitaminas lipossoluveis, particularmente A e E. Os niveis de sodio, cloro e
magnésio sao mais elevados e os niveis de potassio e calcio sio menores no colostro do que
no leite maduro (Costa, 2012).

A medida que as jungdes do epitélio mamario se estreitam, verifica-se uma
diminuicao da concentragao em minerais e proteinas, que é acompanhada pelo aumento da
concentragao de gorduras e hidratos de carbono, incluindo a lactose, indicando ativagao da
secrecao e producgao do leite de transicao (Ballard & Morrow, 2013). A fase de transigao
corresponde a um periodo de grande produgao de leite, de forma a suportar as
necessidades nutricionais neste periodo de rapido crescimento e, geralmente, ocorre entre
o quinto dia até duas semanas apds o parto.

Na quarta ou sexta semana, o leite humano é considerado totalmente maduro. A
composi¢ao do leite maduro varia ao longo de uma mamada, pelo que a sua concentragao
em proteinas, lactose, vitaminas, minerais e agua vai diminuindo, a medida que a quantidade
de lipidos aumenta. Apesar desta variagao, e em contraste com as mudangas drasticas na
composicao do leite observadas durante o primeiro més de vida, a composi¢cao do leite

maduro permanece relativamente estavel (Ballard & Morrow, 2013).



2.2. Composicao bacteriana do leite materno

Estudos recentes tém demonstrado que o LM, longe de ser um fluido estéril,
constitui uma excelente e continua fonte de bactérias comensais para o intestino (Tabela I)
(Lara-Villoslada et al., 2007). A ingestao de 800 ml de LM por dia pode corresponder a uma
ingestao de 5-7 log,, UFC (Unidades Formadoras de Colodnias) de bactérias comensais
(Jiménez et al., 2008a).

No inicio do século XXI, foi demonstrada a presenca de bactérias acido-lacticas
(BALs) no LM, nomeadamente as pertencentes aos géneros Lactococcus, Enterococcus e
Lactobacillus. As espécies maioritariamente representadas sao Enterococcus faecium (Jiménez
et al., 2008a), L.actobacillus gasseri, L.actobacillus salivarius, L.actobacillus fermentum (Heikkila &
Saris, 2003; Lara-Villoslada et al., 2007; Martin et al., 2003) e Lactobacillus reuteri (Sinkiewicz &
Ljunggren, 2008). Outros estudos identificaram a presenga de BALs pertencentes ao género
Streptococcus, maioritariamente representado por Streptococcus salivarius (Solis et al., 2010),
Streptococcus thermophilus (Perez et al., 2007) e Streptococcus lactarius (Fernandez et al., 2013).

Para além das BALs no LM, foram também identificadas bactérias do género
Staphylococcus e Bifidobacterium, sendo as espécies mais representativas Staphylococcus
epidermidis (Jiménez et al., 2008a; Jiménez et al., 2008b; Solis et al., 2010), Bifidobacterium breve
e Bifidobacterium longum, respetivamente (Martin et al, 2003; Solis et al., 2010). Bactérias
pertencentes a familia Enterobacteriacea foram ainda detetadas, embora em niimero bastante
reduzido (Jiménez et al., 2008a).

As espécies de Staphylococcus (S. epidermidis) e Enterococcus isoladas do LM contém
um baixo numero de fatores de viruléncia e sao sensiveis a maioria dos antibioticos (Jiménez
et al., 2008a; Jiménez et al., 2008b).

Mais recentemente, foi estabelecido o chamado “core” da microbiota do LM,
constituido por um grupo de bactérias que é conservado entre mulheres em lactagao e
estavel no tempo. Sao nove os géneros das bactérias que o constituem: Corynebacterium,
Pseudomonas, Proprionibacterium, Ralstonia, Serratia, Sphingomonas, Staphylococcus, Streptococcus
e ainda géneros pertencentes a familia Bradyrhizobiaceae. Contrariando estudos anteriores
que indicam a sua prevaléncia no LM, a presenca de Lactobacillus e Bifidobacterium nao foi
detetada em todas as mulheres estudadas, o que excluiu estes dois géneros do “core” do
LM. Variaveis genéticas, ambientais, culturais, e nutricionais poderao estar na origem destas

diferengas (Hunt et al., 201 1).



Tabela I: Composicao bacteriana do leite materno

Filo Género Espécie
Enterococcus E. faecium
L. fermentum, L. Gasseri,
Lactobacillus L.reuteri,
. L. salivarius
AT Staphylococcus S. epidermidis
Streptococcus S. lactarius, S. sqlivarius, S.
termophilus
Leuconostoc
Lactococcus
B. breve, B. bifidum
Bifidobacterium B. longum
Corynebacterium

Actinobacteria . :
Propionabacterium

Ralstonia
Serratia

Proteobacteria -
Sphingomonas

2.3. Origem das bactérias do leite materno

A contaminagao das amostras de LM é quase inevitavel, pelo que, duvidas surgem
relativamente a origem destas bactérias (Fernandez et al.,, 2013; Jeurink et al., 2013; Jiménez
et al., 2008a).

Inicialmente, acreditava-se que a sua presenga resultava da contaminagao por
bactérias colonizadoras da pele e da cavidade oral do RN, exposto a microbiota vaginal e
intestinal da mae aquando do nascimento (Cabrera-rubio et al., 2012). De facto, as bactérias
tipicas da cavidade oral incluem as pertencentes ao género Streptococcus, as quais podem
também ser encontradas no LM. No entanto, a possibilidade do seu isolamento, em
amostras de leite colhidas antes do nascimento, isto €, mesmo antes de o LM ser submetido
a qualquer contacto com o RN, sugere que estas bactérias tém origem enddgena. Estas
apresentam, inclusive, semelhangas as isoladas do LM fresco obtido apos o parto (Cabrera-
rubio et al., 2012; Fernandez et al., 201 3).

Outra possivel fonte das bactérias presentes no LM poderia ser a pele materna. No
entanto, bactérias isoladas da pele humana, como Streptococcus, Corynebacterium e
Propionibacterium, apesar de partilharem alguns filotipos com as encontradas no LM,

apresentam diferencas que sugerem que as espécies presentes no LM nao resultam apenas
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de contaminagao com a pele materna (Fernandez et al., 2013). Por exemplo, o género
Streptococcus representa menos de 10% das bactérias da pele; se fossem apenas
contaminantes, seria de esperar que, nao so partilhassem varios filotipos, como também a
abundancia dos filotipos fosse semelhante, o que nao se verifica. O mesmo ocorre com o
género Proprionibacterium, que, sendo muito abundante na pele, ndo o é no LM (Hunt et al,,
2011).

Viérios outros argumentos suportam a ideia de que a microbiota do LM nao resulta
de uma mera contaminagao. Por exemplo, espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium isoladas
em amostras de LM nao foram detetadas na pele dessas mesmas mulheres. Além disso,
bactérias anaerobias restritas, que crescem apenas na auséncia de oxigénio, como é o caso
de espécies de Bifidobacterium, nao conseguem sobreviver num ambiente aerébio como a
pele (Jeurink et al., 2013). Outro exemplo ¢é dado pelo isolamento de BALs genotipicamente
distintas a partir de amostras de pele e de LM obtidas da mesma mulher (Fernandez et dl.,
2013; Jeurink et al., 2013).

Em conclusao, varios estudos sugerem que a pele tem, se tiver, um papel secundario,
na constituicao da microbiota do LM. A detecao no LM de bactérias administradas por via
oral a mulheres em lactagao, reforga a ideia de que estas tém uma origem maioritariamente
enddgena (Jeurink et al., 2013).

Estando demonstrada a origem enddgena das bactérias do LM, questiona-se a forma
como estas chegam as glandulas mamarias. Varios autores sugerem a hipotese de que as
bactérias tém origem na microbiota intestinal da mae, sendo transportadas até as glandulas
mamarias através de células dendriticas (CDs). Estas células, localizadas nas placas de Peyer
da mucosa intestinal, sio capazes de abrir as jungoes existentes entre as células epiteliais
intestinais e, através das suas dendrites, ocorre endocitose das bactérias presentes no limen
intestinal. Estas podem permanecer viaveis entre 10-60 horas nos nodulos linfaticos
mesentéricos e, uma vez internalizadas, podem espalhar-se para outros locais,
nomeadamente, para as glandulas mamarias, devido a circulagao de células imunes no sistema
linfoide associado a mucosa (Figural) (Jeurink et al., 201 3).

Corrobando esta hipotese, existem evidéncias de que o mesmo ADN (acido
desoxirribonucleico) bacteriano é encontrado nas fezes da mae, no LM, nas células
sanguineas e nas fezes dos RNs, o que sugere que as bactérias sofrem translocagao através
da corrente sanguinea e percorrem o trajecto: intestino — sangue — LM- fezes do RN

(Jeurink et al., 2013).
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Ha evidéncias de que as placas de Peyer presentes em murganhos fémea gestantes e
em lactagdo sao macroscopicamente maiores, com uma camada subepitelial mais
proeminente e vasos linfaticos mais dilatados, comparativamente a murganhos fémea virgens.
Este facto suporta a ideia de que as CDs podem estar implicadas no transporte de
compostos microbianos através do intestino (Perez et al., 2007).

A translocacao bacteriana, que ocorre no fim da gravidez e durante a lactagao, é
facilitada por mudangas fisiologicas e hormonais durante este periodo. Durante a gravidez, o
crescimento mamario ocorre essencialmente devido ao aumento dos ductos e alvéolos.
Deste modo, o aumento de aporte sanguineo a glandula mamdria, juntamente com a
libertagao de oxitocina, hormona responsavel pela contracao das células epiteliais que
revestem o alvéolo mamario, podem promover este mecanismo de passagem das células

bacterianas do intestino para o LM (Jeurink et al., 2013).

Bactérias
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Figura |: Via entero-mamaria; CD - células dendritica (Adaptado de (Fernandez et al., 2013))

2.4. Fatores que influenciam a composicao bacteriana do leite materno

Sendo as bactérias do LM provenientes do lumen intestinal da mae, os fatores que
influenciam a sua colonizagao intestinal e o seu estado de saude em geral, influenciarao
também a microbiota do LM.

Estudos referem que fatores como o peso corporal da mae, o tipo de parto e o
periodo de lactagao tém impacto na composigao bacteriana do LM (Cabrera-rubio et al.,

2012; Jeurink et al., 2013).
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Recentemente, demonstrou-se que o microbioma do LM de maes obesas ou com
excesso de peso (IMC= 30) durante a gravidez, difere de maes com peso normal (IMC<
25). O LM produzido por maes obesas tem uma composi¢ao bacteriana mais homogénea e
menos dispersa, e associada a maiores quantidades de Lactobacillus e Staphylococcus,
particularmente S. aureus. Por outro lado, verifica-se uma redugao na percentagem de
Bifidobacterium (Cabrera-rubio et al., 2012).

Comparativamente a maes cujo parto € natural, maes que sao submetidas a cesariana
produzem leite com menor diversidade bacteriana. Surpreendentemente, partos por
cesariana nao planeada estao associados a producao de LM com um perfil microbiano mais
semelhante ao primeiro grupo. Este facto sugere que é o estado hormonal da mae e o stress
fisiologico que tém impacto na composicao bacteriana do LM, e niao o tipo de parto
(Cabrera-rubio et al.,, 2012).

O periodo de lactagao esta também associado a variagoes na prevaléncia das espécies
bacterianas. No primeiro dia apds o parto, o colostro é constituido maioritariamente por
Streptococcus e Staphylococcus, nomeadamente S. salivarius e S. epidermidis. Esta prevaléncia
mantém-se ao longo da lactagao, embora a percentagem de Lactobacillus e Enterococcus
aumente no leite de transicao. A partir do trigésimo dia apds o parto, espécies de
Enterococcus desaparecem, e o leite maduro sofre continuo aumento de Lactobacillus e
Bifidobacterium, nomeadamente B. breve. O leite maduro analisado aos 90 dias, revela uma

ligeira reducgao de Bifidobacterium e um ligeiro aumento de Lactobacillus (Solis et al., 2010).

3. Importancia da microbiota do leite materno

3.1. Amamentacgao e colonizacao intestinal

O estabelecimento da populagdo microbiana intestinal € um processo continuo e
dinamico, que se inicia durante o parto, e prossegue por agao dos microrganismos que serao
introduzidos com os primeiros alimentos.

Aquando do parto, e devido a abundincia de oxigénio no intestino do RN, as
primeiras bactérias colonizadoras siao geralmente bactérias aerdbias ou anaerdbias
facultativas como as Enterobacteria, Enterococci e Staphylococci, sendo as espécies mais
representativas a Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium. Os metabolitos
produzidos por estas primeiras espécies tém um papel importante na preparagio do
intestino para receber aquela que sera a flora microbiana mais favoravel, através do consumo

do oxigénio presente no lumen intestinal. A criagio deste ambiente redutor torna-o
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propicio a colonizagao por bactérias anaerdbias restritas como Bifidobacterium, Lactobacillus,
Clostridium e Bacteroides.

Posteriormente, o tipo de alimentagao influenciara fortemente o nimero e tipo de
espécies que predominam (Guaraldi & Salvatori, 2012). Diferengas entre a composicao
microbiana do LM e de féormulas infantis sao, provavelmente, o principal fator responsavel
pelas diferengas observadas entre a microbiota intestinal de RNs amamentados e de RNs
alimentados com formulas (Tabela 2) (Jiménez et al., 2008b; Martin et al., 2003).

A alimentagao com LM exclusivo determina o crescimento de uma microbiota
intestinal que ¢é maioritariamente constituida por espécies de Bifidobacterium. A
predominancia destas bactérias resulta da presenga de galacto-oligossacarideos (GOs) no
LM, produzidos exclusivamente nas secregoes lacteas humanas. Conhecidos como fatores
bifidogénicos, os GOs sao utilizados como fonte de carbono apenas por algumas bactérias,
devido a sua complexidade estrutural, designadamente por Bifidobacterium e Bacteroides. No
entanto, a capacidade de crescer vigorosamente num meio onde os GOs sao a unica fonte
de carbono ¢é variavel, sendo mais comum entre estirpes de Bifidobacterium longum
subespécie infantis e Bifidobacterium bifidum. As espécies B. longum subespécie longum e B.
breve, mostram crescimento moderado enquanto estirpes de Bifidobacterium adolescentis e
Bifidobacterium animalis nao possuem esta capacidade (Zivkovic et al, 2011). De facto,
estudos demonstram que B. longum subespécie infantis é tipica do intestino de amamentados
(Bode, 2012).

Para além destas, outros géneros podem ser encontrados na microbiota intestinal de
RNs amamentados, nomeadamente Enterococcus, Streptococcus, Staphylococcus e Lactobacillus.
As espécies maioritariamente representadas sao E. faecalis, S. salivarius (Solis et al., 2010), S.
epidermidis (Jiménez et al., 2008b; Solis et al., 2010), L gasseri (Solis et al, 2010) e L.
rhamnosus (Guaraldi & Salvatori, 2012).

As mesmas espécies sao também isoladas no LM, e apresentam um perfil genético
semelhante, o que refor¢ca o seu papel na constituicio da microbiota intestinal do RN
(Cabrera-rubio et al., 2012; Solis et al., 2010).

Pelo contrario, os RNs alimentados com leite de vaca ou outras formulas lacteas
apresentam uma reduciao de bifidobactérias, ocorrendo crescimento de uma microflora
idéntica aquela observada em adultos, constituida essencialmente por Bacteroides e Firmicutes
(Guaraldi & Salvatori, 2012). Assim, estao presentes no seu intestino espécies de Atopobium,
Bacillus subtilis, Clostridium (C. paraputrificum, C. perfringens, C. clostridiiforme, C. difficile, e C.

tertium), Enterococcus faecalis, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus (S. bovis, S. faecalis, e S.
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faecium) e Veillonella parvula. O género Bacteroides sao respresentados por B. vulgatus e B.
fragilis. Estao ainda presentes as espécies E. coli e Pseudomonas aeruginosa (Guaraldi &
Salvatori, 2012).

A espécie S. epidermidis, sendo a mais predominante no LM, esta praticamente
ausente das fezes dos RNs nio amamentados, sendo um trago diferencial em relagao a
microbiota de lactentes amamentados (Jiménez et al., 2008b). No entanto, entre o 1° e 2°
ano de vida, as diferengas entre os dois grupos desaparecem e o perfil da microbiota
assemelha-se a de um adulto (Guaraldi & Salvatori, 2012), o que sugere que o papel do LM é

principalmente importante no inicio da colonizagao intestinal.

Tabela 2: Diferengas na microbiota intestinal de acordo com o tipo de alimentacao

Género Amamentacao Foérmulas lacteas
Atopobium Atopobium
Bacillus - B. subtilis
B. vulgatus
Bacteroides ) B.fragilis

B. longum (subespécie infantis
gum ( P f Em menor percentagem

Bifidobacterium e longum), B. breve, B. infantis
C. paraputrificum, C. perfringens, C.
Clostridium clostridiiforme, C. difficile, C. tertium
Enterococcus E. faecium E. faecalis
Escherichia - E. coli
Lactobacillus L. gasseri, L. rhamnosus L. acidophilus
Pseudomonas - P. aeruginosa
Staphylococcus S. epidermidis -
Stretococcus S. salivarius S. bovis, S. faecalis, S. faecium
Veillonella - V. parvula

3.2. Impacto e significado da microbiota do leite materno

A microbiota do intestino é fundamental em varios aspetos: oferece protegao contra
a colonizagdo de agentes patogénicos, promove o desenvolvimento da resposta imune,
providencia nutrientes essenciais para o RN, e pode ainda influenciar o crescimento e
diferenciagao das células epiteliais intestinais (Guaraldi & Salvatori, 2012). A desregulagao da
sua microbiota esta envolvida na patogénese de doencas onde o seu papel protetor,
imunoldgico, nutritivo e metabdlico sio importantes, como doengas auto-imunes ou

inflamatorias (Guaraldi & Salvatori, 2012).
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O LM, como fonte de bactérias comensais benéficas para o hospedeiro, permite
alcangar um estado de homeostase intestinal, ou seja, um balango equilibrado entre bactérias
comensais e bactérias patogénicas. Além disso, permite a colonizagao inicial adequada do
ecossistema intestinal ainda imaturo e pouco funcional do RN, onde a presenga de
microrganismos patogénicos poderia ser extremamente prejudicial. Este facto justifica que a
amamentagao de RNs com LM esteja associada a uma redugao da incidéncia e do risco de

desenvolvimento de varias patologias, tanto a curto como a longo prazo (Stuebe, 2009).

4. Beneficios do leite materno a curto e a longo prazo

Os beneficios do LM a curto prazo incluem a redugao de infe¢oes gastrointestinais
provocadas por bactérias patogénicas como S. aureus, Salmonella typhimurium, Yersenia
enterocolitica ou Clostridium perfringens, assim como de diarreia e enterocolite necrosante
(Lara-Villoslada et al., 2007; Maldonado et al., 2012; Robinson & Fall, 2012). A exposi¢ao dos
amamentados as bactérias do LM esta também associada a reducao de infecoes do trato
orofaringeo, nomeadamente de otite média aguda (Lara-Villoslada et al., 2007) e amigdalite
(Heikkila & Saris, 2003). Verifica-se ainda diminuicao da incidéncia de meningite provocada
por Haemophilus influenzae (Lara-Villoslada et al., 2007), de pneumonia e de infe¢oes urinarias
(Lara-Villoslada et al., 2007). Em amamentados, verifica-se ainda uma melhor produgao de
anticorpos em resposta a vacinagao contra poliomielite, tétano, difteria e gripe (Lara-
Villoslada et al., 2007).
A longo prazo, a amamentagao pode proteger contra a doenca inflamatéria intestinal,
diabetes tipo | e 2 (Vaarala, 2012) (Robinson & Fall, 2012), assim como doengas atopicas
(Lara-Villoslada et al., 2007; Rautava et al, 2012). Além disso, verifica-se diminuigao de
obesidade (Jeurink et al, 2013), colesterol (Varavallo et al, 2008), desenvolvimento de

doenga celiaca (Akobeng et al., 2006) e artrite reumatoide (Sorini & Falcone, 2013).

4.1. Mecanismos de acdo da microbiota intestinal
Embora os mecanismos através dos quais as bactérias oriundas do LM exercem o seu
efeito benéfico ainda nao sejam completamente conhecidos, estudos in vivo e in vitro sugerem

que estas podem atuar por: exclusio competitiva, formagao da barreira epitelial,
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produgao de compostos antimicrobianos, atividade metabodlica e/ou por maturagao

do sistema imune (Figura 2).

l Inibicdo da adesdo celular I
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Figura 2: Mecanismo de agido das bactérias do leite materno no intestino do RN (Adaptado de

(Hickson, 201 1))

4.1.1. Exclusio competitiva

A exclusao competitiva representa a competicao entre as bactérias do LM e bactérias
patogénicas por locais de ligagdo as membranas das células epiteliais intestinais. Esta
competicao promove a barreira fisica da mucosa e impede o estabelecimento de
microrganismos patogénicos no intestino. Além disso, estas bactérias competem por
nutrientes necessarios ao crescimento bacteriano.

Elevadas taxas de adesdo celular tém sido descritas para o género Lactobacillus

(Rautava et al., 2012).

4.1.2. Barreira intestinal

Apesar da adesao das bactérias a superficie da mucosa intestinal ser o principal fator
que determina a translocagao de bactérias, a natureza da barreira intestinal influencia a
incidéncia dessa translocagao.

As bactérias provenientes do LM podem melhorar a fungao da barreira epitelial,
através do aumento da produgao de mucinas e diminuigao da permeabilidade intestinal. As
mucinas formam uma camada de glicoproteinas que, quando em contacto com a agua,
originam um filme que lubrifica e protege o epitélio contra agentes patogénicos, constituindo

assim uma barreira fisica entre este e o limen intestinal.
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Estudos sugerem que a agao de L. fermentum, L. salivarius e L. gasseri pode estar
relacionada com a regulagao de genes que promovem a expressao de mucinas pelas células
produtoras de muco que revestem o epitélio intestinal, as células caliciformes (Olivares, et
al., 2006).

A permeabilidade intestinal é superior em RNs alimentados com férmulas infantis,
comparativamente a RNs amamentados, uma vez que a introdugao de proteinas alimentares
ou agentes patogénicos estimulam uma resposta inflamatoria intestinal, facilitando a

penetragao de bactérias e virus (Fernandez et al., 2013).

4.1.3. Producdo de compostos antimicrobianos

Varias bactérias produzem uma variedade de compostos antimicrobianos, tais como
acidos organicos, peroxido de hidrogénio, oxido nitrico e bacteriocinas, que aumentam a sua
capacidade para competir com agentes patogénicos.

A producao de 4cido lactico pelas BALs provenientes do LM diminui o pH do limen
intestinal, o que inibe o crescimento de bactérias patogénicas Gram negativas, como E. coli,
Salmonella spp e Listeria monocytogenes, responsaveis por infe¢oes gastrointestinais (Lara-
Villoslada et al., 2007).

Algumas bactérias produzem ainda peptideos antimicrobianos, como as bacteriocinas,
que podem atuar nos poros das membranas das bactérias ou interferir com enzimas
essenciais a atividade de bactérias suscetiveis (Servin, 2004). Por exemplo, Lactobacillus reuteri
produz a bacteriocina reuterina (Lara-Villoslada et al, 2007) o que pode explicar a

diminuicao da ocorréncia de diarreia associada a esta espécie (Shornikova, et al., 1997).

4.1.4. Atividade metabdlica

Durante o seu crescimento no limen intestinal, as bactérias do LM formam produtos
resultantes do seu metabolismo. Entre esses metabolitos estao vitaminas essenciais como a
vitamina k e a maioria das vitaminas hidrossolliveis do complexo B, como a biotina,
cobalamina e riboflavinas, que sao absorvidas pelo hospedeiro, melhorando o seu
crescimento (Lara-Villoslada, et al., 2007).

Adicionalmente, a capacidade de producao de niacina por bifidobactérias diminui o
fluxo de acidos gordos livres e a biossintese de VLDL, resultando em niveis diminuidos de
triglicerideos e colesterol (Varavallo, et al., 2008).

Sao também produzidos acidos gordos de cadeia curta, como propionato, acetato e

butirato, derivados da fibra e hidratos de carbono fermentaveis que nao siao digeridos no



18

trato digestivo superior (Guzman, et al, 2013). O butirato é um fator anti-inflamatoério que
induz a sintese de mucinas e regula a integridade epitelial. Desta forma, aumenta os
mecanismos de barreira e diminui o transporte de bactérias através do epitélio intestinal
(Vaarala, et al., 2012). Um estudo recente indica que este composto permite a diferenciagao
de células T em células T reguladoras, importantes na contengao da resposta inflamatoria
excessiva assim como nas doengas auto-imunes (Furusawa, et al., 201 3).

A auséncia de bactérias produtoras de butirato parece estar relacionada com a
autoimunidade das células  do pancreas que ocorre na diabetes tipol. De entre as bactérias
do LM produtoras de butirato estao as do género Lactobacillus, e as bifidobactérias que,

enquanto produtoras de lactato, podem também contribuir para a sua produgao.

4.1.5. Maturacao do sistema imune

Ao nascimento, o sistema imune do RN, ainda imaturo, é fortemente estimulado por
acao das bactérias que lhe sao transmitidas através da amamentagao.

Estas bactérias, uma vez no intestino, sao fagocitadas por CDs presentes na lamina
propria, que conseguem estender as suas dendrites entre os enterdcitos até o limen
intestinal. Esta interagao leva a maturagcao das CDs e a libertacido de citocinas, que
possibilitam uma resposta madura de células T-helper (Th|l e Th2 ) e a maturagao das células
B em células produtoras de IgA. Esta, por sua vez, previne a penetragao de bactérias ao nivel
da mucosa intestinal. De forma a evitar uma resposta imune excessiva e exacerbada, esta é
cessada através da maturagao das células T reguladoras que, mediante a libertagao de uma
citocina (TGF-B), medeia a regulagao das respostas imunes humoral e celular (Walker,
2008).

Estes mecanismos sao criticos para que o sistema imune seja capaz de prevenir a
proliferacao bacteriana em excesso e consequente translocagao sistémica, ao mesmo tempo
que ¢é tolerante a microbiota comensal existente (Walker, 2008). No entanto, este
mecanismo de tolerdncia apenas é desenvolvido quando a colonizagao do intestino é feita
por bactérias comensais, e apenas quando esta ocorre na fase inicial da vida, pelo que a
colonizagao por bactérias benéficas do LM é fundamental. Desequilibrios entre a resposta
Thl e Th2 podem ocorrer devido a colonizagao inadequada do intestino, levando assim ao
desenvolvimento de doengas inflamatorias intestinais cronicas, como a enterocolite
necrosante, e doengas auto-imunes/alérgicas, como a dermatite atopica (Walker, 2008). Este
facto justifica a maior incidéncia destas doengas em RNs alimentados com férmulas (Neu, &

Walker, 201 1).
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A diversidade de efeitos benéficos que decorrem da amamentagao, pode resultar da
acao, nao de apenas uma, mas de varias espécies bacterianas constituintes da microbiota do

LM, que atuam sinergisticamente através de um ou varios mecanismos (Tabela 3).

Tabela 3: Espécies bacterianas responsaveis pelos beneficios da amamentacao com LM e possiveis

mecanismos de agao

Beneficio Espec.:le Mecanismos de acio Referéncias
Bacteriana
Colesterol B. longum Produgio de niacina (Varavallo, et al,, 2008)
E. faecium
Diabetes tipo | B. adolesc?ntis Producio de butirato (Vaarala, 2012)
Lactobacillus
B. breve T BIOdISPOthIlIdade de (Hickson’ 201 1; Lara-
L. rhamnosus nutrientes; Villoslada et al., 2007;
Diarreia E. faecium T Producao de mucinas, acido Saavedra, 2001)
L. reuteri acético e latico; (Shornikova et al.,
Producao de reuterina 1997)
. - L. rhamnosus (Rautava et al., 2012)
Dermatite atépica T TGF-
P B. breve b (Mikami et al., 2012)
B. breve
Enterocolite BLbF";e' Me'lh;\(':’; rz:tt;"ﬂiﬂiq'::::;”a' (Bin-Nun et al., 2005;
necrosante ) ,'ﬁ ur,n P . . Braga et al, 201 1)
B. infantis T Barreira intestinal
S. thermophilus
Infecio S.Sepi(lj'e rmidis Producao de compostos
. ., . salivarius
astrointestinais por .. . ikki i
g b P L thamnosus antimicrobianos (Heikkila & Saris, 2003)
Infecao por L gasseri Producgao de mucinas e acido
Salmonella L. salivarius lactico, (Olivares et al., 2006)
cholerasius Adesao celular

L. fermentum

Produgao de bacteriocinas

Amigdalites e otites o (contra Streptococcus (Burton et al., 2013)
‘g S. salivarius
médias pyogenes)
Estimulagao do sistema
Melhor resposta a imune (células NK e (Fernandez et al.,, 2013;

vacinagio L fermentum ) lasT, resposta Thl)  Maldonado et al,, 2012)
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4.2. Enterocolite necrosante

A mais clara relagao entre disrupgao da homeostase intestinal e doenga verifica-se no
desenvolvimento de enterocolite necrosante (EN). Esta doenga caracteriza-se pela
inflamagao e morte do tecido intestinal e resulta da agao combinada da prematuridade e
imaturidade intestinal.

Os prematuros sao colonizados por uma menor quantidade e diversidade de
bactérias, o que se traduz na diminuigdo dos mecanismos de resisténcia a colonizagao e
consequente penetragao de outras bactérias, potencialmente patogénicas (Neu, & Walker,
2011).

Além disso, e em contraste com os enterocitos maduros, que conseguem distinguir
entre bactérias comensais e bactérias patogénicas, os enterocitos fetais, acostumados a um
ambiente intra-uterino estéril, nao estao preparados para a estimulagao excessiva, propria da
colonizagao intestinal pos-natal.

A combinagao destes fatores, resulta assim numa resposta inflamatoria exacerbada e
inapropriada, que provoca dano das células epiteliais intestinais e aumenta a permeabilidade
da mucosa. Desta forma, as bactérias patogénicas sofrem translocagiao através da barreira
intestinal comprometida, potenciando a necrose intestinal (Grishin et al, 2014) (Neu &
Walker, 201 1).

Em adigao, e como resultado da translocagao bacteriana, existe risco de septicémia,
que é controlado com recurso a antibioticos. Estes, por sua vez, contribuem para uma
inadequada colonizagao intestinal (Grishin et al., 2014).

Lucas e colaboradores demonstraram que a natureza da alimentagao é determinante
no risco de desenvolvimento de EN e &, por isso, uma possivel alternativa para a prevengao
da doenca. Os prematuros alimentados com formulas lacteas apresentam um risco seis a dez
vezes maior de desenvolver EN, relativamente a prematuros exclusivamente alimentados
com LM (Lucas, & Cole, 1990). Recentemente, uma diminuicao na ocorréncia de EN foi
associada a eliminagao dos produtos de leite bovino da dieta de prematuros (Herrmann &
Carroll, 2014).

A microbiota do LM pode diminuir a EN através da reducao da colonizagao intestinal
por bactérias patogénicas, promogao da fungcao barreira e diminuicido da resposta
inflamatoria (Claud & Walker, 2001). Embora esta doenga nao esteja associada a nenhuma
espécie bacteriana em particular, varios estudos tém sido desenvolvidos no sentido de
identificar as bactérias presentes no LM que podem ser responsaveis por este efeito

protetor. Estudos in vivo sugerem que as espécies B. breve e Lactobacillus casei (Braga et al.,
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2011) tém a capacidade de prevenir a doenga, assim como B. infantis, B. bifidus e S.

thermophilus (Bin-Nun et al., 2005).

4.3. Doenca atépica

Durante as Gltimas décadas, a incidéncia de doengas atdpicas, como asma, dermatite
atopica e alergia alimentar, tem aumentado drasticamente. Embora a suscetibilidade genética
tenha um papel importante na atopia, mudangas na prevaléncia destas doengas tém ocorrido
muito mais rapidamente do que qualquer mudanga na constituicao genética possa justificar.
Por isso, fatores ambientais, incluindo a alimentagao, podem ter uma importante influéncia
no desenvolvimento da doenga, representando uma oportunidade de a prevenir ou retardar
(Penders et al., 2007).

Estudos mostram que, independentemente da hereditariedade, a colonizagao por
Lactobacillus no inicio da vida protege contra o desenvolvimento de doenca alérgica visto que
este género esta presente tanto no intestino de criangas saudaveis de pais alérgicos, como
de pais nao alérgicos. Além de Lactobacillus, criancas que nao desenvolvem doenga atopica
estao também associadas a uma colonizagao intestinal por B. bifidum e B. breve (Johansson et
al, 2011) enquanto criangas com atopia apresentam maior numero de S. aureus e Clostridium
perfringens (Bjorkstén et al., 2001; Johansson et al., 201 I; Kim & Ji, 2012; Penders et al., 2007)
Estas diferengas na microbiota intestinal verificam-se nas primeiras semanas de vida e antes
do aparecimento de qualquer sintoma clinico de atopia. No entanto, aos 12 meses de idade,
criangas alérgicas e nao alérgicas apresentam semelhanga na frequéncia das diferentes
espécies, sugerindo que € a microbiota inicial do intestino que influencia o futuro
desenvolvimento da doenga (Johansson et al., 201 1).

Existem evidéncias de que em criangas em risco de desenvolver atopia (i.e. com
historia familiar), a amamentagao exclusiva durante, pelo menos, quatro meses, previne ou
retarda a dermatite atopica. Porém, estes resultados nao parecem ocorrer em criangas que
nao estejam em risco de desenvolver atopia (Oddy, 2009). Relativamente ao risco de
desenvolver asma, ainda nao foi demonstrado um efeito benéfico da amamentagao exclusiva
a longo prazo (6 anos de idade) (Johansson et al., 201 1).

O LM, sendo fonte continua de bactérias benéficas, nomeadamente de B. breve, B.
bifidum e de Lactobacillus,(Trindade, 2006) pode justificar os beneficios da amamentagao no
desenvolvimento deste tipo de doengas, descritos em varios estudos (Kim & Ji, 2012; Oddy,

2009).
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Suportando esta interpretagao, estudos in vivo e in vitro demonstram a capacidade de
diferentes espécies de Lactobacillus isoladas do LM reduzirem o aparecimento de eczema
e/ou a sensibilizagao por IgE.

O género Lactobacillus, nomeadamente as espécies L. casei, L. paracasei e L. rhamnosus,
sao capazes de modular variagoes genéticas nos recetores que o reconhecem a superficie de
CDs. Devido ao seu importante papel como células apresentadoras de antigénios do sistema
imune, estas variagoes possibilitam a redugao da suscetibilidade ao desenvolvimento de

doenca atopica (Penders et al., 2010).

5. Uso como probioticos

Apesar de raras, existem algumas situagoes em que o aleitamento materno nao é
aconselhavel, nomeadamente em caso de infe¢oes maternas com agentes de alta
patogenicidade ou em situagoes de uso de medicamentos incompativeis com a amamentagao
(Costa, 2012). Nestas situagoes, € necessario recorrer a formulas artificiais para alimentar os
RNs, privando-os da aquisicao das bactérias benéficas presentes no LM.

O isolamento de bactérias do LM foi realizado em varios estudos, e indica a
possibilidade de estas serem administradas sob a forma de probioticos de forma a alcangar o
principal objetivo das féormulas: mimetizar o LM e os seus efeitos benéficos (Maldonado et dl.,
2012).

Segundo a OMS, probioticos sao microrganismos vivos que conferem beneficios a
salde do hospedeiro, quando administrados em quantidades adequadas. As bactérias isoladas
do LM preenchem os principais requisitos para o uso de probioticos em humanos, uma vez
que, tém origem humana, possuem histéria de seguran¢a em situagao de ingestao prolongada
por uma populagao particularmente suscetivel (RNs), e adaptam-se aos substratos da
mucosa e da dieta (Fernandez et al., 2013). Além disso, sao resistentes as condigoes
gastrointestinais (acido gastrico e bilis) e aderem a mucosa gastrointestinal, capacidade
importante na medida em que influencia o tempo de residéncia no lumen intestinal
(Basavanna & Prapulla, 201 3).

Deste modo, os probiéticos podem ser administrados ao RN, permitindo a formagao
de uma microbiota intestinal mais favoravel com consequente diminuicio do risco de
desenvolver diversas patologias. Adicionalmente, evitam-se tratamentos desnecessarios que

podem comprometer ainda mais a saude da crianga. Existe ainda a possibilidade de estas
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serem administradas a mae para que, através da amamentagao, as bactérias benéficas sejam
transmitidas ao filho.

Em Portugal, por exemplo, existem ja probioticos aprovados para a prevengao e
tratamento de diarreias induzidas por antibioticos e tratamento sintomatico de diarreias nao
organicas, inclusive em criangas, constituidos por L casei subsespécie rhamnosus
(Antibiophilus®).

Apesar da incorporagao de bactérias probioticas em formulas infantis providenciar
alguns beneficios, estas apenas veiculam uma espécie bacteriana e em doses maiores
relativamente ao LM (Urbaniak, et al, 2012), o que pode levantar algumas preocupagoes
relativamente a sua seguranga, nomeadamente na possibilidade de translocacao de bactérias
e consequente septicémia (Rautava et al., 2012).

Embora esta situagao nao se tenha verificado em alguns estudos, outros indicam que
situagoes de septicémia apenas ocorrem em criangas imunodeprimidas ou extremamente
doentes. Assim, estudos adicionais precisam de ser realizados no sentido de identificar as
estirpes ideais, as doses otimas e, em caso de serem usadas para fins terapéuticos, a duragao

do tratamento necessaria (Bin-Nun et al., 2005).

6. Conclusao

O LM além de fornecer nutrientes, componentes bioativos e imunologicos, € também
fonte de bactérias comensais, responsaveis pela colonizagao inicial do intestino do RN. Esta
€ uma etapa crucial para o seu crescimento saudavel e para a aquisicio dos mecanismos de
protegao essenciais contra o desenvolvimento de diversas patologias.

De forma a explorar as potencialidades que podem advir da composi¢ao bacteriana
do LM, nomeadamente na area da gravidez e lactagao, sera necessario adquirir um melhor
entendimento acerca da associacao entre o seu microbioma e os beneficios na saide, bem
como os potenciais fatores que influenciam esta relacao.

Tal abordagem podera ajudar as maes a amamentarem até aos seis meses de vida,
como recomendado pela OMS. Além disso, em caso de doenga materna grave que
impossibilite totalmente este periodo de amamentagiao, podera auxiliar na otimizagao da
composicao de formulas infantis para oferecer novas ferramentas na luta contra doengas.
Estes exemplos enfatizam a possivel magnitude da influéncia da microbiota do LM na salde

da crianga, pedindo por isso mais atengao em pesquisas futuras.
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